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Applying the PCR-RFLP method for detection and isolation of shigatoxic Eschelichia coli thtough the analysis of slt genes

Summary
From the clinical and epidemiological standpoint, shigatoxic strains of Escherichia coli (STEC; EHEC; VTEC) consti-

tute a group of intestinal bacteria pathogenic to both humans and animals. Due to their biological characteristics, increas-
ing threats of epidemic outbreak, as well as heav_v diagnostic problems in relation to these bacterial pathogens, their
identification and isolation have been carried out with pcR-RFLp. The method was directed at the,identification and
analysis of slt genes (str; vtx), the basic markers of their virulence, which determine the synthesis of dangerous verocytotoxins,
(SLT; Stx; VT). The aim of this study was to create a diagnostic system primarily based on PCR]RFLP which would allow
a quick and sensitive identification of pathogenic strains of STEC slt (+) in a range of material (clinicat and patholo-gical
samples collected from human or anima] bodies, or from animal-source food), as well as slt gene c|aśsification. This,
enabled the diagnosis of E. coli rods towards their verocytotoxicity. Effectiveness and usefulness of the proposed'resear:ch
proccdure was confirmed in both laboratory and c|inical field studies. Basing on the obtained reśults,it has bećn deńon-
strated that thi§ group of micropathogens is present in the environment of West Pomerania in Poland, thus the posśibility
exists that the farm animals (mostly cattle) of the local herds may be carriers of STEC slt (+) strains,.' , ]
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Shigatoksyczne szczepy Escherichia co]i (STEC),
określane tez jako enteroklwotoczne (EHEC) lub vero-
cytotoksyczne E. coli (YTEC), stanowiąbardzo istotną
z klinicznego i epiderniologicznego punktu widzenia,
grupę chorobotwórczrych pałeczek jelitowych ludzi i
zwl,erząt (4,9, 13). Od l982 r. wiąże się je z wywoływa-
niem bardzo groźnych syndromów chorobowych czło-
wieka. Najczęściej występującym szczepem wśród en-
terokrwotocznychpałeczek E. coli jestserotyp C-151 :H7
(4, 15). lJ zwierząt drobnoustroje STEC (VTEC), głów-
nie reprezentujące serogrupy O13B, O139 i Ol41, sta-
nowią czynnik etiologiczny choroby obrzękowej świri;
inne serotypy są odpowiedzialne za sporadyczne przy-
padki clroroby biegunkowej cieląt (3, l3, l4). Główny-
rni źródłami zakażanla człowieka są zanleczyszczol7e
surowce albo poddane niewystarcząącej obróbce ter-
micznej produkty spozywcze pochodzenia zwierzęcego,
głównie: mielone mięso, mleko i produkty mleczne (5,
10). Rezerwuarem natomiast sązwierzęta, w tym przede
wszystkim bydło domowe, zwŁaszcza osobniki ras mięs-
nych (2, Iż,2ż),

Wspólną cechą tych drobnoustrojów jest wytwarza-
ni e cyto to ksyn o dp owi edzi alnych za z r e gllĘ ciężki prze-
bie g zakażenia pałeczkami EH EC (toksemia), które okreś-
lono jako verocytotoksyny (verotoksyny VT), toksyny
shiga-podobne (SLT), a7boteżtoksyny shiga E co]i(Stx).
Toksyny SLT strukturalnie tworzą typowe holotoksyny
(AB5) i występują w rożnych odmianach, wśród których

zasadntcze, to: SLTI, SLTII i SLTIIe (l1). Wymienione
odmiany charakteryzują się podobnym patomechani-
zlnem działania, a w przypadku innyclr wariantów SLT
(dominujapych zwłaszcza w obrębie toksyn SLTII) zna-
czącą homologią na poziomie nukleotydowym (4, Il,
I3). Z uwagi na ten fakt, wykrywanie charakterystycz-
nych polimorfizmów DNA w obrębie kodujących ją ge-
nów sĄ umożliwic może bardziej dokładną analizę po-
szczególnych wariantów SLT, a dodatkowo także śle-
dzenle procesów zwtązanych ze zmiennością genetycz-
ną verotoksycznych szczepow E. coli, w tym właśnie
zakresie (16). Zmienność ta związanajest z obecnością
różrrych genów slt,zktorych slt-Ii s]t-Iil sągenami fago-
wymi determinującymi wytwarzanie róznych odmian tok-
syn SLTI i SLTII, natomiast s/-IIe jako geny chromoso-
malne zwterzęcych szczepow VTEC kodują toksynę
SLTIIe ( 8, 20, 2 1 ). Wnikliw a analiza wymienionych czyn-
ników zjadliwości wydaje się wskazana chociażby z uwagi
na konieczność opracowania adekwatnej diagnostyki SLT
pozytywnych szczepów bakteryjnych (17, 18), Dobrym
rozwiązaniem wydaje się zastosowanie do tego celu me-
tody PCR-RFLP umożliwiającej analizę specyficznych
p olirnorfi zmów długo ści fragmentów resĘkcyj ny ch lzy -
skiwanych produktow PCR.

Celeln przeprowadzonych badań było przygotowanie
systemu diagnostycznego opartego na rnetodzie PCR-
RFLĘ umozliwiającego wysoce specyficzną i szybką
identyfikację patogennych szczepów STEC slt (+) w rcż-
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norodnym materiale, a także typowanie genów slt, po-
zwalające na diagnozowanie wymienionych pałeczek
E. co]i w zakresie ich verotoksyczności.

Mateliał imetody
Birdania przeprowadzono na próbkach kału pochodzape-

go od ludzi, głównie dzieci (poniżej 10 r. ż.) z objawami
krwarvej biegunki, szczegó|nie o przebiegu bezgorączkowym
oraz kafu i wyrnazów kałowych pobranych od chorych i zdro-
wych zwicrząt. Badano takze materiał pobierany sekcyjnie
od padłych zwierzal wycinki narządów wewnętrznych (je-
lita cicrrkiego, jelita grubego, zołądka, węzłów chłonnych
krezkowych, wątroby, śledziony, nerck, mięśnia sercowego
i płuc), a takżc żywnośc pochodzenia zwierzęcego (rnięso,
mleko oraz wędliny, głównie surowe typu rnetka tatarska).
Ogółem przebadano 525 próbek.

Materiał badań stanowiło ponadto, 60 szczepów pałeczek
E. coJi. w tym 2 sorbiotolo-ujemne serotypy:A-l O157 : H7
i Ol57 :H7 (345196) pochodzące z kolekcji Państwowego
Zakładu Higicny (PZH) w Warszawie, 5 sero§pów: A2lOI51
:H19 (1495). E68IllOI41 : K85 (725). G1253lO141 (1312),
G205/O8 : K87, K88ac (1565) i sorbitolo-ujemny szczep
E. coliOI51 : H7 (1644) z Państwowego Instytuflr Wetcry-
naryjncgo (PlW) w Puławach, 3 serotypy: A2lO157 : H-,
AbbotstownlOI49: K9l, KBBac i E68I/Ol41 : K85. K88ab
z Centralnego Laboratorium Weterynaryjnego Weybridgc
(CVL - Central Veterinary Laboratory, Weybridge, Surey
KTl5 3 NB, U,K.) oraz2 serotypy: E6BI/O141 : KB5, KBSab/
97 i G1253lO l47 : K89, K88ac/96 z Katcdry Irnrnunologii i
Mikrobiologii (KIM) AR w Szczecinie. Część szczepów
E. coli o nie ustalonym typie serologicznyln uzyskano też z
Wojervódzkiego Zespoloncgo Szpitala Klinicznego (WZSK)
i Tererrowej Stacji Sanitarno-Epidemiologicznej (TSSE) w
Szczecinic. Pozostałe szczępy E. co]i wyosobniono w la-
tach l996-2000 w Katedrze Inlmunologii i Mikrobiologii. a

żrodło ich izolacji stanowił głównie materiał patologiczny
pobierany sekcyjnie (wycinki narządów wewnętrznych roż-
nych gatunków zwierząt) oraz materiał kliniczny (próbki kału
pochodzące z przypadków biegunki ludzi i zwierząt),1ak
równiez produkty spozywcze pochodzenia zrł,ierzęcego.
Ogółem przebadano 60 szczepów E. co]i.

Pięc wzorcowych szczepów E. co]i s/l (+): E6Bl/
O141 : K85, K88ab CVL, E68Il/Ol4l : KB5 (725) PIW
A-1 O|51 : H] PZH, OI51 : H] (345196) - PZH
i Ol57 :H7 (1644') PIW, wykorzystano jako wzorce dia-
gnostyczne (próbki dodatnie w zakresie genów s]t-I, slt-ll
i sł-lle) dla zaproponowanego schematu badawczego.

Badania prowadzone były przy uzyciu metod PCR i RFLP
połączorrych z tradycyj ną analizą mikrobiologiczn1 zgod-
nie z przygotowanym schematetn badawczym, który reali-
zowano w układzie z wstępnym nalnnazaniem bakterii obec-
nych w badanym materiale (6W37"C), prowadzonyln w se-
lektywnym (d|a szczepów EHEC) bulionie mTSB z nowo-
biocyną (Merck).

Reprezentatywne próbki materiału (w przypadku surow-
ców i produktów spozywczych- rnięso iwędliny oraz mle-
ko, pobierane zgodnie z PN-83/A-82054 i PN-93/A-86034/
03), rozcieńczano j poddawano wstępnemu namnażaniu
przez 6 hl37'C w selektylvnym bulionie mTSB z nowobio-
cyną w proporcjach zgodnych z wymienionymi normami.
tzn. l0 g (l0 rn1)/90 ml bulionu lub w przypadku innych
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próbek (wycinki narządów wew,, kał, wymazy kałowe) ok.
l g/9 ml br"rlionu. Po 6 h inkubacji, z uzyskanego końcowe-
go rozcieńczenia w stosunku 1 : 10, pobierano l ml w celu
izolacji DNA obecnych w materiale drobnoustrojów, a na-

stępnie przeprowadzenia reakcji PCR i analizy produktów
arnplifikacji. Pojedyncze (1-5 j.t.k.) kolonie bakteryjnc w
czystej hodowli pobierano zpodłoża stałego, zawieszano w
l0 ml bulionu i inkubowano (6 h/37'C), a następnie pobic-
rano ] nrl lrodowli bakteryjncj do procesu izolacji i oczysz-
czania DNA.

Izolacja i oczyszczanie bakteryjncgo DNA. DNA izolo-
wa1]o w oparciu o protokół izolacji i oczyszczalia chronlo-
somalnego DNA bakterii Graln-ujcrrrnych oraz komponen-

§, finny EPICENTRE Technologies.
W celu identyfikacji bakteryjnego DNA w wyizolowa-

tlytn matcriale, przeprowadzano reakcję PCR ze starteralrri
(primcrarni) flankującymi rcgiony genolnu shigatoksycznych
szczepów E s ch e t,i ch i a c o ] i, zdefini owan e j ako s l t-IA, s/r- IIA
i s/r-IIeA, deterrnirrujape syntezę podjednostki A verotok-
syn Ępu 1 i 2 oraz,,zwierzęcego" wariantu toksyny Vpu 2.

Reakcję PCR przygotowano w oparciu o dane Hilla (6), na-
tomiast startely wyselekcjonowano na podstawie badari Kar-
cha i wsp, (7) oraz Briana i wsp. (1). Sekwencjc nukleotydo-
we starterów zastosowanych w reakcji PCR oraz przewidy-
waną wielkośc produktów arnplifikacji, podano w tab. 1.

Amplifikację bakteryjnego DNA wykonano zgodnie z
wcześnicj wystardaryzowanymi warltnkami reakcji PCR,
Reakcję przeprowadzono w końcowej objętości 20 pl, w
mieszaninie reakcyjnej zawierajapej następującc składniki:
wodę dejonizowaną 11,45 pl, l0-krotnie x stęzony bufor
do Taq polimerazy 2 p,1,25 rnM MgCl. do stęzerria końco-
wego 2 mM 1,6 pl,2.5 rlM dNTP (dATą dCTą dGTą
dTTP) do stęzenia końcowego 0,2 mM kazdcgo z deoksy-
rrukleotydów (dNTP) 1,6 pl, parę stafierów Al i A. spe-

cyficznych dla .rł-IA w stęzeniu 0.02 rrM (na starter) po l

prl (na każdy starter) lub palę starterórv Bl i B. specyficz-
nych dla slt-IIA i dodatkowo dla s//-IIeA w stęzeniu 0,02
nM (na stafter), albo parę starterów Cr i C. - spccyficznych
zarówno dla sł-IlA i slr-IleA. jak i s/rtA (złożona PCR) w
stęzeniu 0,02 nM (na stańer) orazTaqpolimerazę - 0,35 pl
(1,75 U). Wszystkie składniki reakcji PCR przygotowane
zostały w oparciu o komponen§ firmy EPICENTRE Tech-
nologies oraz Intcgrated DNA Technologies, Inc. Do każdej
mieszaniny reakcyjnej (l9 pl), dodawano l pl roztworu,

Tab. l. Pary starterów (primerórv) użl,tych do amplifikacji
genów sł-IA, .s/t-IIA i sł-tleA, zlokalizorvanych w chromoso-
malnym DNA szczepów STEC (wg 1,7)

Stańery
R eg ion

amplilikowany
Sekwenc|a 5' - 3'

Długoś ć
prOduklu

A1

A2

B1

B2

c1

c2

§/r-lA

sfi-llA, s/tlleA

sf-lA

§/FllA, slFlleA

5, AAATCG cGATTcGTTGAcTAcTTcT 3,

5, TGcCATTGTGG cAAcTcG cGATGcA 3,

5, cAGTcGTcAcTcAcTGGTTTcATcA 3,

5, GGATATTCTCcccAcTcTGAcAcc 3,

5, TTTACGATAGACTTTTCGAC 3,

5, cACATATAAATTATTTcGcTc 3,

5, TTTAcGATAGAcTTTTcGAc 3,

5, cAcATATAAATTATTTcGcTc 3,

370 pz

283 pz

224 pz

227 pz
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zawierającego wcześniej wyizolowany i oczyszczony DNA
bakteryjny. Amplifikację wykonywano w termocyklerze
Omn-E Hybaid, firrny Hybaid Limited. Próbki poddawano
wstępnej denaturacji przez 3 min, w temp. 95'C (w przy-
padku pary starterów C, i C, - przez 2 min.), a następnie
wykonywano 35 cykli amplifikacji (w przypadku C, i C, -
30 cykli amplifiakacji). Na każdy cykl składaĘ się: denatu-
racja 30 sek. w 93"C, przyłączenie starterów - 45 sek, w
60"C (w przypadku stafierów Cr i C, w 43'C) oraz synteza
konrplementamego DNA (wydłużenie łańcucha DNA) 30
sek. w'72"C.W ostatnim 35 (30 dla C, i C") cyklu wydłużano
etap syntezykomplementamego DNAdo 2 min, wtemp,72"C.

Analiza produktów amplifikacji. Produkty PCR analizo-
wano poprzez elcktroforezę w 20ń żelu agarozowym, wy-
barwionym l% wodnym roztworenl bromku etydyny (2 pl/
30 ml żelu). Rozdział elektroforetycznyprowadzono w temp.
22-25"C, przy stałym napięciu (70 V; 5 V/1 cm żelu), przez
45 min. w buforze lxTAE.

W celu wykrycia wśród większych grup (stad) osobni-
ków zwierzęcych (przede wszystkim bydła) nosiciela szcze-
pu STEC slr (+.;, zastosowano typowanie rnolekularne pró-
bek początkowo zbiorczych, a następnie pojedynczych
przy użyciu PCR. Najpierw wstępnie namnażano bakterie
obecne w badanych pojedynczych próbkach (np. kału lub
wymazów kałowych) w mTSB z nowobiocyną a następnie
tworzono z uzyskanych hodowli bakteryjnych tlieszaniny
(próbki zbiorcze), składające się z określonych pojedynczych
próbek, po 1 ml każda. Wykrycie obecności genów s/r rv
danej próbce zbiorczej umożliwiało następnie zidentyfi ko-
wanie nosiciela STEC, na podstawie kolejnych oznaczcń
przeprowadzonych z próbkami, z których wcześniej utwo-
rzono próbkę zbiorczą drogą stopniowej elinirracji próbek
negatywnych,

Dodatkową analizę produktów PCR, polegającą na po-
twierdzenju specyficzności (1ub wykazaniu ewentualnych
rożnic w sekwencji nukleotydowcj) zamplifikowanych frag-
mentów genów slt-IA, s1l-IIA i s/r-IIeA, przeprowadzano w
oparciu o metodę analizy restrykcyjnej (RFLP) przy użyclu
enzymów firmy MBl Fetmentas. Do zamp|ifikor.vanej próby
PCR (l0 pl) dodawano l pl dziesięciokrotnie stężonego
buforu dostarczonego wTaz z odpowiedni ą endonukleazą oraz
0,5 pl (5 U) odpowiedniego enzymu. W celu enzymatycz-
nego trawienia zamplifi kowanych genów słzastosowano trzy
restryktazy: Pł.LrII, Bstl107I (SnaI) oraz AluI wraz z odpo-
wiednimi buforami G , O* i Y /TANGO (MBI Fermentas).
Próby poddawano inkubacji rł,cieplarce (1-3 h/37"C). Stra-
wione produkty PCR analizowano poprzez elektroforezę w
30ń żelu agarozowym, wybarwionym 1%o wodnym roztwo-
rem bromku etydyny (2 p,1l30 ml żelu). Rozdział elektrofo-
retyczny prowadzono w temp. 22-25"C, przy staĘm napię-
ciu (70 V; 5 Vil cm żelu), przez 7 h w buforze 1 x TAE.

Warunki metody PCR-RFLą dobrano i zoptyrnalizowa-
no na podstawie danych piśmiennictwa (6), jak również sy-
mulacji komputerowych, pozwalających na wyszukanie
miejsc rozpoznawanych przez określenie restryktazy, w ob-
rębie zamplifikowanego regionu slt. Wykorzystano w Ęm
celu specjalistyczne programy komputerowe, takie jak: Pri-
mer Premier 4 (BioMol Technology) oraz dostępne w inter-
necie, pod adresami : www. genome.wi.mit. edu/primer 3 oraz
www.neb.com/rebase.
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Wyniki iomówienie
Przygotowano system badaw czy, którego zasadnicze

składowe stanowiły: polimerazowa reakcja łańcuchowa
(PCR), rozszerzona dodatkowo o analizę specyficznych
polimorfi zrnów długości fragmentów restrykcyjnych pro-
duktów PCR (PCR-RFLP) zamplifikowanych genów sł-
lA, s/r-IIA i sŹ-IIeA.

Wykonując amplifikację specyficznych regionów ge-
nomu shigatoksycznych szczepow E. coli zdefiniowa-
nych jako slt-IA, sł-IIA i s1l-IIeA, kodujących podjed-
nostkę A toksyn SLT, otrzymano charakterystyczne pro-
dukty PCR o wielkości 370 pz,283 pz, żż7 pz i 224 pz,
identyfikujące verotoksyczne pałeczki STEC (EHEC)
obecne zarówno w badanym materiale, jak i pochodzą-
ce z czystych hodowli. Badania laboratoryjne przepro-
wadzane z trzema wzorcowymi szczepami E. co]i
O l57 : H7 , o potwierdzonej verotoksyczności (PZH i
PIW) oraz dwoma wzorcowymi ,,zwierzęcym7" szcze-
pami STEC : E68I/O14l : K85, K88ab (CVL) i E68IV
lOI41: K85 (PIW), pozwoliły osiągnąć odpowiednio
zopty malizowany, wystandary zow any i powtarzalny, a
także czasooszczędny proces badawczy przydatny w dia-
gnostyce tej grupy patogenów bakteryjnych. Uzyskane
wyniki wykorzystano do opracowania wzorców diagno-
stycznych w zakresie fagowych genów slt-I i s]t-II oraz
clrromosomal nych gen ów s l t-lle, umożl iwiaj ących kon-
trolę poprawności wykonywanych oznaczeń PCR.

W toku przeprowadzonych badań monitoringowych
w kierunku występowania w środowisku Pomorza Za-
chodniego (województwa zachodniopomorskiego) shi-
gatoksycznych szczepów E. co]i, zwłaszcza należących
do zoonotycznych serotypów (głównie O157 : H7),prze-
badano łącznie 525 próbek pochodzących od ludzi, zwie-
rząt oTaz z surowców i produktów żywności pochodze-
nia zwierzęcego. Spośród wszystkich próbek przeanali-
zowanych przy użycil PCR, tylko w przypadku pięciu
udało się oznaczyć obecność genów slt,W dwóch prób-
kach pochodzących od prosięcia i cielęcia, zktorych
wyizolowano w czystej hodowli szczepy STEC, urykry-
to ,,zwleTzęcy" typ genu s/r-Ile (s/l-IIeA) oraz ,ludzki"
fagowy typ genu slt-I (slt-IA). Natomiast w trzech prób-
kach surowego mięsa wieprzowego, zidentyfikowano
re gi on DNA zdefi niowany j ako s ] t-IIe A, charakterystycz-
ny dla szczępow STEC chorobotwórczych dla zwierząt.
Zbyt niska koncentracja bakterii w badanym mięsie unie-
możliwiła jednak ich wykrycie drogą posiewu, a tym
s amym przeprowadzeni e dalszej analizy mikrobiolo gicz-
nej. Wyniki oznaczeń pozostałych próbek okazaĘ się
ujemne.

Spośród 60 rożny ch szczepów E, co l i o ustalonym lub
n i e okre ś l onym typi e s ero lo giczn y m, pr zeb adany ch przy
uzyciu techniki PCR i/lub PCR-RFLŁ osiem włączając
3 wzorcowe szczepy OI57 :H7 (PZH i PIW), 2wzorco-
we,,mvierzęce" szczepy STEC:E68VO14l : K85, K88ab
(CVL), E68II/O14l : K85 (725) (PIW), l ,,zwierzęcy"
szczep E. coli GI253|OI47 : K89, K88ac/96 (pocho-
dzący z kolekcji KIM) oraz 2 w,l1izolowane z materiafu
zwierzęcego (f. colrNS oń1 12196 i NSo,r, ż6199), wy-
kazyw aĘ v erotoksyno genn ośc, czyli geneĘcznie uw a-
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runkowaną właściwość syntetyzowania verotoksyny
SLTI, SLTII lub SLTlIe.

Podczas grupowego oznaczania (typowania nlolcku-
lamego w kierunku genów s/r próbek kału i wymazów
kałowych pobranych łącnlie od 192 krów i cieląt po-
chodzących z dwóch wielkotowarowych gospodarstw
rolnych, zlokalizowanych na terenie województwa za-
chodniopomorskiego), wyla-yto w jednej probce zbior-
czej pochodzącej od 52 cieląt, obecność fl,agrnentu bak-
teryjnego DNA zdefiniowanego jako slr-IA o wielkości
370 pz, charakterystycznego dla SLTI pozytywnych
szczepow EHEC. Zidentyfikowano w ten sposób grupę
(stado) 52 cieląt, w której znajdował się noslciel szczę-
pu STEC slt (+1. Po określeniu przynależności wyizolo-
wanego szczepu do gafunku E. coli, ustalono również,
iż nie należy on do serogrupy Ol57 (NSo,,r), Wyl<ryty
szczep slr-t 1+; określonojako E colrNSn, _26199.gdzie
ż6 oznacza numer kolejny izolatu,, a99 rok izolacji.

Metoda PCR (w zaproponowanym systemie) okazała
się testen uniwersalnyrn pozwalającym wykrywać bak-
terie STEC nalezące do róznych serotypów, na podsta-
wie tylko jednego czynnika zjadliwości. Dodatkowo
umozliwiała szybką identyfi kacj ę próbek zawi eraj ących
bakterie STEC, występujące w mieszanej hodowli, po-
mrj aj ąc j ednocześnie konieczność uprzedn iego rozizo -

lowywania poszczególnych kolonii bakteryjnych, co jest
niezbędne w przypadku tradycyjnej analizy nlikrobio1o-
gicznej. Przedstawiona procedura diagnostyczna. jest
zgodna z aktualnym podej ści em metodycznym uwzględ-
niającym w wykrywaniu, róznicowaniu i charakteryzo-
waniu szczepow STEC (zwłaszcza serogrupy 0157),
obok tradycyjnych metod fenotypowych, także PCR i
jej liczne odrniany (l6, 17, l8).

Łączne użycie metod PCR i RFLP (PCR-RFLP) urnoż-
1iwiło analizę specyficznych polimorfizrnów długości
fragrnen tów restrykcyj nych uzyskiwanych prod uktów
PCR. Metodata okazała się przydatna do potwierdzania
specyficzności uzyskiwanych produktów PCR, a takze
typowania poszczególnych genów s/r. Na podstawie zna-
nych sekwencji nukleotydowych genów slr zamp|ifiko-
wanych przy lżyciu odpowiedniej pary stafterów, zlo-
kalizowano rniejsca rozpoznawaneprzez swoiste dla nich
endonukleazy restrykcyj nę or az ustalon o wiel kości (dłu-
gości par zasad) fragrnentów restrykcyjnych uzyskiwa-
nych w wyniku ich trawienia (tab. 2). Powstałe w ten
sposób wzory restrykcyjne (profile trawienne RFLP)
analizowanych genów slt, pozwo|iły na dokładniejszą
charakterystykę szczepów STEC w zakresie ich vero-
toksyczności oraz umozliwiły rózlicowanie pomiędzy
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ok,eślonymityparni (wariantami) genów s/r. Spośród kil-
kudziesięciu enzymów restrykcyjnych, wyselekcjonowa-
no trzy najbardziej przydatne pod kątern analizy wybra-
nych fragmentow genów sJt-lA, slt-IIA l slrIIeA, tzn.
PvuII, Bstl 107I (SnaI) i AluI. Uzyskiwanie rożnych po-
lirnorfizmów długości fi,agnrentów lestrykcyjnych w
zakresie genów sł, umożliwiło róznicowariie (na pozio-
mie molekularnym) - verotoksyn wytwarzanych przez
szczepy patogenne dla ludzi lub zwierząt, a ponadto,
wyl<rywanie polimorfizmów DNA pojawiających się w
obrębie genów sż

Różne profile restrykcyjne genów slt-llA i s/r-IIeA,
uzysl<iwane dzięki zastosowaniu jednej restryl(tazy
(Bstl107I), pozwo|iły na lóznicowante pałeczek STEC
sł-II (+), na podstawie rodzaju wytwarzanej verotoksy-
ny, a tym satnym określenie tzw. ,,hdzkiego" (wytwa-
rzanie SLTIl i/lub SLTI) oraz ,,zwierzęcego" (SLTIIe)
typu clrorobotwórczośc i. Zbior cze ze stawienie wyników
leakcji PCR-RFLP przeprowadzonej z DNA shigatok-
sycznycl-r szczepów E. coli, przedstawia ryc.ż.

Przy lżycitr PCR-RFLP ustalono, że w sekwencji nu-
kleotydowej genu s/r-[A o wielkości 224 pz (zamplifi-
kowanego parą stafierów C, i C.), wrykytego w przy-
padku szczepu 6 colrNS,, I1126199 istnieje polimorfizm
DNA, rożniący go od genu s]t-IA obecnego w genomie
wzorcowego szczepu E, co]iOI51 :H7 (PZH). Wykryty
polimorfizm doty czył sekwencj i 5' *GTATA C - 3' (r oz-
poznawanej przez enzyln Bst1l07l), ktora rożni się od
sekwencji nukleotydowej obecnej w normalnym genie
slr-IA dwjenra parami zasad, tzn. w pierwszej parze
tyrnina (T) wymieniona została z adeniną (A), natomiast
w drugiej adenina (A) wyrnieniona została z cytozyną
(C), zn.ieniając Ęm samyn sekwencję §'+QJJJĄĄ<-J'
na 5'-GTATAC_3' we fragmencie genu s/r-IA (ryc. 1)

Z lwagl na tę róznicę oraz w celu odróznienia wykryte-
go genu od normalnego s/r-IA, określono go jako slr-
IvA. Fragment tego genu o wielkości 224 pz poddany
działaniu restryktazy Bstl l07I (SnaI) został pocięty (w
rniejscu wykrytego polirnorfizmu DNA) na dwa mniej-
sze fragmenty po: 180 i 44 pz (tab.2, ryc.2), których
wielkość odpowiadała długości fragnentów wyliczonych
na podstawie sekwencji nukleotydowej produktu PCR
(ryc. 1). Analogicznie fragment genu slrlA (wzorcowe-
goszczepu O157 : H7) o wielkości224pzpoddany dzia-
łaniu tego samego enzymu nie został pocięty, w odróż-
nieniu od s//-lvA (ryc. 2). Dodatkowe zastosowanie w
anallzię restrykcyjnej genu slrlv A enzymu AluI, nie
przyczynlło się do wykrycia innych polimorfizmów w
obrębie analizowanego fragmentu (ryc. 2). Wykryty po-

acagactatttcatcaggaggtacgtctttactgagattgatagtggcacaggggataatttgtttgcagttgatgtcagagggatagatccagaggaagggc CcTATACT aatetacggctlattgtt GAACGAAATAATT

cagat AAATCGCCATTCGTTC ACTACTTCT tatctggatttaatgrcgcatagtggaacctcactgac8cagtctgtggcaagagcgatgttacggtttgttactgtga CAGCTG aagctttacgttttcggcaaatac

aatgcaattctgggaagcgtggcattaatactgaattgtcatcatca TGCATCGCGAGTTGCCAGAATGGCA tctgatgagtttccttctatgtgtccggcagatggaagagtccgtgggattacgcacaaLaaaatattgtg
ggattcatccactctgggggcaattct8atgcgcagaactattae l l 03

Ryc. l. Odcinek genu s//-IvA kodujący podjednostkę A verotoksyny SLTI (wg 19; zmodyfikowany) oraz startery (do PCR)
i enzymy restrykcyjne (do PCR-RFLP),rozpoznające w jego obrębie specyficzne sekwencje nukleotydowe (wg 1, 7)
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Ryc. 2. Zbiorcze zestałl,ienic
rv1,,nikórv rcakcj i PCR-Rf LP
przeprorradzonej z DNA shi-
gatoksr,cznvch szczepólr f.
coli, u,ly,skane po rozdziale
clektroforetycznym u 37u
żelll agarozowym i wybarwic-
niu bromkiem c§,dl,ny
()bjaśnlcnir: Sciell(l (g(il3): \l strli]lrtl nlrs
DNA (50l 6] pz): l _!cn -rŁl\ (_]70 ]r/)
zaln1llililorrrnr z L)\.\ rlzolcotleso :zczc-
Pu oI57: Hj (PZH). |)oci!:t\ lestllktrzq Pl ł-
l[: ] gen 5,,/Al\/\ (]]()|/)/all1llllikorrltnr z

D\A shigatokslczllego szczepu ć ctlll

gen r/l ll\ (]].1]lz)zrlllplitl]<o*on, , ll..lA *,.}lu .:):]l'iiiiri'i]Tii'iił\.1]l'].l;,;l,
Icst])l(tillil iJsll lt)7l(.9łaI).alcnicpocir,tv;,1 !cns/rlrl\(]]-łpz)ziLlnplifikorraIrl,zD\A
shigltolislczllcgtlslclcpttL.c,o/lNS,,, ]6 99 pocięt\lcstl\Ltll/41li/ll()7I(.9raI):5 !clr
-,ł-li,\ (]]-l pz) zrnlplifikorran\ l l)N^ slricabks\cz|cgo szczc|]u Ą coll NS,,. ]6 99
tlor]rtkrltro t|il\\io|\ fcst]lktaza. y'/łl_ rlc lie pociętr Sciężlii (dtil): \l \lllldrld lllł: DNA
(50l 6r |)/): l !!,lr ,/rILeA i137 pz) zrln1lliliktlrranr z DN\ \\/o1(u\\!-!L, .zulelzceelr,'
:zczepLl l:6§l ()l-łl:Kl]5_K88lb. |loclętrlcsllrktaza_ !/rll:1 gcnr/r-lI,\(]i]]1lz)zrnl1lli-
]ikclqrllr z l)\ \ trzolcclrtcgtl szczcpLl ()I57: H] (PT\\').pociet\ lc§lnkLł/i1 B-r1l l0ll (.5i7rl):

_] gcn s/tlle \ (]t.] pZ) zanlplilikourn1 z D\A rłzorcotrcgtl..zrriclzecego" szczellt E6Sl
O]-1]:l(N-s KSEah LrłilJon,v-l!-stlyl(L|zi] Bsr1|0]l(Sna|).rlcllicllrlciętl;,+ gen-r//-ll/\

(]]l |)/) /rlllllLrllk(llrall z DNl\ rl,zolcLlrrcgo szczepu Ol57: H7 iPI\\ ) |]ocięt) lcstl\,](trlil
,iJ_!.l |()7l ( §i/r]): _\ r;en s-lr-TlcA (227 pz) urlnpLifil<o\\i]n_\ 7 l)\^..zuicrzęcevrl" szezellu
t6El O -ł : Ki]5 K8Sab pocięi]- lcstlyktnzlr. Brtl101| (Silll) Pltliilc rcsllkcl jnc (clluurlści

|)/) gcll(')\\ ,/rpoildlnrch analizie P( R-lll:LP przcdstarriollo u trtrcli ]

Tab. 2. Fragmen§,DNA (pz) uzyski§anc § \r},niku trarvicnia
cnZ\ matJ-cznego produktów PCR, Zampliliko\l,anJ,ch prą, uż},
ciu odpou,iedniej pary starterów (r_vc. 2)

lirnirflzm DNA nie wpływał na fenotypowy efekt, czyli
produkt toksyny SLTI.

Ustalono ponadto, ze zastosowanie enzyn]u Bstl107I
(SnaI) do analizy restIykcyjnej produktów PCR uzyski-
wanych w układzie Złożonym (Slt-IA,l Slt-IIA/sł-lleA)
wykonywanymprzy uzyciLl pary stafterów CI i C, umoz-
liwiających zamplifikowanie fragmentów genów s]t-IA
(s/r-IvA) o wielkości 224pzoraz s]t-l|A i slr-IIeA o wiel-
kości 22'7 pz, ktore są nie do odróżnienia podczas roz-
działu elektroforetycznego z Llwagi na zbliżone masy
cząsteczkowe, pozwala uzyskaĆ różne profile restryk-
cyjne tych genóW a tym samym przyczynia się do do-
datkowego typowania genów sltpodczasjednego bada-
nia (ryc. 2).

Zastosorvanie metody PCR-RFLP umożlirviło znacz-
ne skrócenie diagnostyki mikrobiologicznej ukierunko-
wanej na wykrywanie w Środowisku otaz rożnicowanie
pałeczek STEC (EHEC). W zaproponowanym systemie
diagnostycznym, przewidrrjącym wstępne namnażanie
bakterii (6 hl3'7"C), łączny czas badania PCR wynosił

",. ,,.,,,', ,' 39,,,"

ok. l0 h, a dodatkowa analiza RFLP wydłuzała go o
kolejne 3 h. Natolniast w wypadku pominięcia wstępne-
go namnazania cZaS przeprowadzenia jednoStkoWego
oznaczenla metodą PCR-RFLP ulegał skróceniu o 6 h.

Wnioski
l . Metoda PCR powinna zlalcźc szerokie zastosowa-

nie w rlltynowej diagnostyce rożnych serotypów vero-
toksycznych pałcczek STEC. Dlatego też nrozna ją po-
lecic do lealizacji w laboratoriach, zajmuja§ych się ba-
daniem zywności pochodzenia zwierzęcego, szczegól-
nie w diagl]ostyce patogenów, l<tóre w bardzo niewiel-
l<i ej i lo ś c i zanieczy szczaJą badany materiał.

2. Metoda PCR-RFLP umozliwia określenie ,,ludz-
kiego" bądź ,zwlerzecego" pochodzenia i clrarakteru
clrorobotwórczości szczepów STEC. Wykryty tą lneto-
dąpolimorfizlll sekwencji nukleotydowej w obrębie genu
s/r-lvA wskazuje na obecność wśród genów sł-I innych
wariantów, występujących do tej pory przede wszystldm
w obrębie genów slFII.
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odpoWiednią endonukleazą:
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AliA2
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clic2
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slt-lvA

slt-llA

slt-lleA

slt-lA

sl1-1vA

slt-llA

slt-lleA
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370

283

283

224

224
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262,
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178,105

,t80,44 
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