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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 characterlstlcs, increas-
ing threats of epidemic outbreak, as well as heavy 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 (stx; 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 (clinical and pathological
samples collected from human or animal bodies, or from animal-source food), as well as slt gene ‘cla,sslﬁcatlon ‘This
enabled the diagnosis of E. coli rods towards their verocytotoxicity. Effectiveness and usefulness of the proposed research
procedure was confirmed in both laboratory and clinical field studies. Basing on the obtained results it has been demon-

strated that this group of micropathogens is present in the environment of West Pomerania in Poland, thus the pOSSIblllty

exists that the farm animals (mostly cattle) of the local herds may be carriers of STEC slt (+) strains. f
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Shigatoksyczne szczepy Escherichia coli (STEC),
okreslane tez jako enterokrwotoczne (EHEC) lub vero-
cytotoksyczne E. coli (VTEC), stanowia bardzo istotna,
z klinicznego 1 epidemiologicznego punktu widzenia,
grupe chorobotworczych pateczek jelitowych ludzi 1
zwierzat (4, 9, 13). Od 1982 r. wiaze si¢ je z wywolywa-
niem bardzo groznych syndroméw chorobowych czto-
wieka. Najczesciej wystepujacym szczepem wsrod en-
terokrwotocznych pateczek E. colrjest serotyp O157 : H7
(4, 15). U zwierzat drobnoustroje STEC (VTEC), gtow-
nie reprezentujace serogrupy O138, 0139 i O141, sta-
nowia czynnik etiologiczny choroby obrz¢kowej swin;
inne serotypy sa odpowiedzialne za sporadyczne przy-
padki choroby biegunkowej cielat (3, 13, 14). Glowny-
mi zrodtami zakazania cztowicka sa zanieczyszczone
surowce albo poddane niewystarczajgcej obrobee ter-
micznej produkty spozyweze pochodzenia zwierzecego,
gtéwnie: mielone migso, mleko i produkty mleczne (5,
10). Rezerwuarem natomiast sg zwierzeta, w tym przede
wszystkim bydlo domowe, zwtaszcza osobniki ras mies-
nych (2, 12, 22).

Wspolng cechg tych drobnoustrojow jest wytwarza-
nie cytotoksyn odpowiedzialnych za z reguty ciezki prze-
bieg zakazenia pateczkami EHEC (toksemia), ktore okres-
lono jako verocytotoksyny (verotoksyny — VT), toksyny
shiga-podobne (SLT), albo tez toksyny shiga E. coli (Stx).
Toksyny SLT strukturalnie tworzg typowe holotoksyny
(AB5) 1 wystepuja w roznych odmianach, wsrdd ktérych

zasadnicze, to: SLTI, SLTII 1 SLTIIe (11). Wymienione
odmiany charakteryzuja si¢ podobnym patomechani-
zmem dziatania, a w przypadku innych wariantow SLT
(dominujacych zwtaszcza w obrebie toksyn SLTII) zna-
czacg homologia na poziomie nukleotydowym (4, 11,
13). Z uwagi na ten fakt, wykrywanie charakterystycz-
nych polimorfizméw DNA w obrebie kodujacych ja ge-
now s/t, umozliwi¢ moze bardziej doktadna analizg po-
szczegOlnych wariantow SLT, a dodatkowo takze sle-
dzenie procesow zwiazanych ze zmiennoscig genetycz-
ng verotoksycznych szczepow £E. coli, w tym wiasnie
zakresie (16). Zmiennos¢ ta zwiazana jest z obecnoscia
roznych genow s/t, z ktorych s/e-11 s/t-11 sa genami fago-
wymi determinujacymi wytwarzanie roznych odmian tok-
syn SLTI i SLTII, natomiast s/tIle jako geny chromoso-
malne zwierzecych szczepdw VTEC — koduja toksyng
SLTIIe (8, 20, 21). Wnikliwa analiza wymienionych czyn-
nikow zjadliwosci wydaje si¢ wskazana chociazby z uwagi
na koniecznos¢ opracowania adekwatnej diagnostyki SLT
pozytywnych szczepow bakteryjnych (17, 18). Dobrym
rozwigzaniem wydaje si¢ zastosowanie do tego celu me-
tody PCR-RFLP umozliwiajacej analize specyficznych
polimorfizmow dtugosci fragmentdw restrykeyjnych uzy-
skiwanych produktow PCR.

Celem przeprowadzonych badan bylo przygotowanie
systemu diagnostycznego opartego na metodzie PCR-
RFLP, umozliwiajacego wysoce specyficzna i szybka
identyfikacj¢ patogennych szczepow STEC s/t (+) w roz-
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norodnym materiale, a takze typowanie genow s/t, po-
zwalajace na diagnozowanie wymienionych paleczek
E. coli w zakresie ich verotoksycznosci.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na probkach katu pochodzace-
go od ludzi, gldwnie dzieci (ponizej 10 1. z.) z objawami
krwawej biegunki, szczegodlnie o przebiegu bezgoraczkowym
oraz katu 1 wymazow katowych pobranych od chorych i zdro-
wych zwierzat. Badano takze materiat pobierany sekcyjnie
od padtych zwierzat — wycinki narzgdoéw wewngtrznych (je-
lita cienkiego, jelita grubego, zotadka, we¢ztow chlonnych
krezkowych, watroby, sledziony, nerck, migsnia sercowego
i ptuc), a takze zywnos¢ pochodzenia zwierzecego (migso,
mleko oraz wedliny, gtéwnie surowe typu metka tatarska).
Ogodtem przebadano 525 probek.

Materiat badan stanowito ponadto, 60 szczepow pateczek
E. coli, w tym 2 sorbiotolo-ujemne serotypy: A-1 0157 : H7
1 0157 : H7 (345/96) pochodzace z kolekcji Panstwowego
Zaktadu Higieny (PZH) w Warszawie, 5 serotypdw: A2/0157
cH19 (1495), E68II/O141 : K85 (725), G1253/0147 (1372),
(G205/08 : K87, K88ac (1565) i sorbitolo-ujemny szczep
E. coli O157 : H7 (1644) z Panstwowego Instytutu Wetery-
naryjnego (PIW) w Putawach, 3 scrotypy: A2/0157 : H-,
Abbotstown/O149 : K91, K88ac 1 E681/0141 : K85, K&8ab
z Centralnego Laboratorium Weterynaryjnego Weybridge
(CVL — Central Veterinary Laboratory, Weybridge, Surrey
KT153NB, U.K.) oraz 2 serotypy: E681/O141 : K85, K88ab/
971G1253/0147 : K89, K88ac/96 z Katedry Immunologii i
Mikrobiologii (KIM) AR w Szczecinie. Czes¢ szczepdw
E. coli o nie ustalonym typie serologicznym uzyskano tez z
Wojewodzkiego Zespolonego Szpitala Klinicznego (WZSK)
1 Terenowej Stacji Sanitarno-Epidemiologicznej (TSSE) w
Szczecinie. Pozostale szczepy E. colf wyosobniono w la-
tach 1996-2000 w Katedrze Immunologii i Mikrobiclogii, a
zrodlo ich izolacji stanowit gtownie material patologiczny
pobierany sekcyjnie (wycinki narzadow wewngtrznych roz-
nych gatunkow zwierzat) oraz material kliniczny (probki katu
pochodzace z przypadkéw biegunki ludzi 1 zwierzat), jak
rowniez produkty spozywceze pochodzenia zwierzgcego.
Ogdtem przebadano 60 szczepdw E. coll.

Pie¢ wzorcowych szczepow E. coli st (+): E68L/
0141 : K85, K88ab — CVL, E68I1/O141 : K85 (725) — PIW,
A-1 O157:H7 — PZH, O157 : H7 (345/96) — PZH
10157 : H7 (1644) — PIW, wykorzystano jako wzorce dia-
gnostyczne (probki dodatnie w zakresie genow s/+l, s/l
1 s/t-11le) dla zaproponowanego schematu badawczego.

Badania prowadzone byty przy uzyciu metod PCR i RFLP
polaczonych z tradycyjng analiza mikrobiologiczna, zgod-
nie z przygotowanym schematem badawczym, ktory reali-
zowano w uktadzie z wstgpnym namnazaniem bakterii obec-
nych w badanym materiale (6 h/37°C), prowadzonym w se-
lektywnym (dla szczepow EHEC) bulionie mTSB z nowo-
biocyng (Merck).

Reprezentatywne probki materiatu (w przypadku surow-
cédw i produktéw spozywcezych — migso 1 wedliny oraz mie-
ko, pobierane zgodnie z PN-83/A-82054 1 PN-93/A-86034/
03), rozcieficzano i poddawano wstepnemu namnazaniu
przez 6 h/37°C w selektywnym bulionie mTSB z nowobio-
cyna, w proporcjach zgodnych z wymienionymi normami,
tzn. 10 g (10 ml)/90 ml bulionu lub w przypadku innych
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prébek (wycinki narzadéw wew., kat, wymazy katowe) ok.
1 g/9 ml bulionu. Po 6 h inkubacj1, z uzyskanego koncowe-
go rozcienczenia w stosunku 1 : 10, pobierano 1 ml w celu
izolacji DNA obecnych w materiale drobnoustrojow, a na-
stepnie przeprowadzenia reakcji PCR 1 analizy produktow
amplifikacji. Pojedyncze (1-5 j.t.k.) kolonie bakteryjne w
czyste] hodowli pobierano z podtoza stalego, zawieszano w
10 ml bulionu i inkubowano (6 h/37°C), a nastgpnie pobic-
rano 1 ml hodowli bakteryjnej do procesu izolacji i oczysz-
czania DNA.

[zolacja 1 oczyszczanie bakteryjnego DNA. DNA izolo-
wano w oparciu o protokét izolacji 1 oczyszczania chromo-
somalnego DNA bakterii Gram-ujemnych oraz komponen-
ty, firmy EPICENTRE Technologies.

W celu identyfikacji bakteryjnego DNA w wyizolowa-
nym materiale, przeprowadzano reakcj¢ PCR ze starterami
(primerami) flankujacymi regiony genomu shigatoksycznych
szczepow Escherichia coli, zdefiniowane jako s/EIA, s/FITA
1 s/tlleA, determinujace synteze podjednostki A verotok-
syn typu 11 2 oraz ,,zwierzgcego™ wariantu toksyny typu 2.
Reakcje PCR przygotowano w oparciu o dane Hilla (6), na-
tomiast startery wyselekcjonowano na podstawie badan Kar-
chaiwsp. (7) oraz Briana i wsp. (1). Sekwencje nukleotydo-
we starterdw zastosowanych w reakcji PCR oraz przewidy-
wana wielkosé produktow amplifikacji, podano w tab. 1.

Amplifikacje bakteryjnego DNA wykonano zgodnie z
wezednie] wystardaryzowanymi warunkami reakcji PCR.
Reakcje¢ przeprowadzono w koncowej objetosei 20 ul, w
mieszaninie reakcyjnej zawierajacej nastepujace sktadniki:
wode dejonizowana — 11,45 ul, 10-krotnie x st¢zony bufor
do Taq polimerazy — 2 pl, 25 mM MgCl, do stgzenia konco-
wego 2 mM — 1,6 ul, 2.5 mM dNTP (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) do stezenia koncowego 0,2 mM kazdego z deoksy-
nukleotydoéw (dNTP) — 1,6 ul, pare starterow A 1 A, —spe-
cyficznych dia s/t1A w stezeniu 0,02 nM (na starter) — po |
ul (na kazdy starter) lub pare starterow B, 1 B, — specyficz-
nych dla s/£lIA i dodatkowo dla s/elleA w stezeniu 0,02
nM (na starter), albo pare starteréw C, i C, — specyficznych
zarowno dla s/E1A 1 sielleA, jak 1 s/t1A (ztozona PCR) w
stezeniu 0,02 nM (na starter) oraz Taq polimeraze — 0,35 pl
(1,75 U). Wszystkie sktadniki reakcji PCR przygotowane
zostaly w oparciu o komponenty firmy EPICENTRE Tech-
nologies oraz Integrated DNA Technologies, Inc. Do kazdej
mieszaniny reakcyjnej (19 ul), dodawano 1 pl roztworu,

Tab. 1. Pary starteréw (primeréw) uzytych do amplifikacji
genow slt-IA, sit-11A isir-lleA, zlokalizowanych w chromoso-
malnym DNA szczepow STEC (wg 1, 7)

. Region AT Diugosé
SEnchy amplifikowany SERRENCIIE A produktu
A 5 AAATCGCCATTCGTTGACTACTTCT 3' |
1 sitA 370 pz
A, 5 TGCCATTCTGGCAACTCGCGATGCA 3’
B 5 CAGTCGTCACTCACTGGTTTCATCA 3
1 SIHIA, sitlleA 283 pz
B, 5’ GGATATTCTCCCCACTCTGACACC 3’ |
5' TTTACGATAGACTTTTCGAC 3’
SitIA | 224 pz
¢ | 5 CACATATAAATTATTTCGCTC 3’
G, ' 5 TTTACGATAGACTTTTCGAC 3
2217 pz

SIFNA, sitlleA
‘ 5 CACATATAAATTATTTCGCTC 3’
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zawierajacego wezesniej wyizolowany i oczyszczony DNA
bakteryjny. Amplifikacj¢ wykonywano w termocykierze
Omn-E Hybaid, firmy Hybaid Limited. Probki poddawano
wstepnej denaturacji przez 3 min. w temp. 95°C (w przy-
padku pary starteréw C, i C, — przez 2 min.), a nastepnie
wykonywano 35 cykli amplifikacji (w przypadku C, i C, —
30 cykli amplifiakacji). Na kazdy cykl sktadaty sie: denatu-
racja — 30 sek. w 93°C, przylaczenie starteréw — 45 sek. w
60°C (w przypadku starterow C i C, — w 43°C) oraz synteza
komplementarnego DNA (wydhuzenie taficucha DNA) — 30
sek. w 72°C. W ostatnim 35 (30 dla C, i C,) cyklu wydhizano
etap syntezy komplementarnego DNA do 2 min. w temp. 72°C.

Analiza produktow amplifikacji. Produkty PCR analizo-
wano poprzez elektroforezg w 2% zelu agarozowym, wy-
barwionym 1% wodnym roztworem bromku etydyny (2 ul/
30 ml zelu). Rozdziat elektroforetyczny prowadzono w temp.
22-25°C, przy statym napigciu (70 V; 5 V/1 c¢m zelu), przez
45 min. w buforze 1xXTAE.

W celu wykrycia wsrod wigkszych grup (stad) osobni-
kow zwierzgeych (przede wszystkim bydta) nosiciela szcze-
pu STEC s/t (+), zastosowano typowanie molekularne pro-
bek — poczatkowo zbiorczych, a nastepnie pojedynczych —
przy uzyciu PCR. Najpierw wstepnie namnazano bakterie
obecne w badanych pojedynczych probkach (np. katu lub
wymazow katowych) w mTSB z nowobiocyna, a nastepnie
tworzono z uzyskanych hodowli bakteryjnych mieszaniny
(probki zbiorcze), sktadajace sie z okreslonych pojedynczych
probek, po 1 ml kazda. Wykrycie obecnosci genéw s/t w
danej probee zbiorczej umozliwiato nastepnie zidentyfiko-
wanie nosiciela STEC, na podstawie kolejnych oznaczen
przeprowadzonych z probkami, z ktérych wezesniej utwo-
rzono probke zbiorezg, droga stopniowej eliminacji probek
negatywnych.

Dodatkowa analize produktow PCR, polegajaca na po-
twierdzeniu specyficznosci (lub wykazaniu ewentualnych
réznic w sekwencji nukleotydowej) zamplifikowanych frag-
mentow genow s/tIA, s/elA 1 sitlleA, przeprowadzano w
oparciu o metodg analizy restrykeyjnej (RFLP) przy uzyciu
enzymow {irmy MBI Fermentas. Do zamplifikowanej proby
PCR (10 pl) dodawano | pl dziesigciokrotnie stezonego
buforu dostarczonego wraz z odpowiednig endonukleazg oraz
0,5 ul (5 U) odpowiedniego enzymu. W celu enzymatycz-
nego trawienia zamplifikowanych gendw s/fzastosowano trzy
restryktazy: Pvull, Bst11071 (Snal) oraz Alul wraz z odpo-
wiednimi buforami G, O" i Y/TANGO (MBI Fermentas).
Proby poddawano inkubacji w cieplarce (1-3 h/37°C). Stra-
wione produkty PCR analizowano poprzez elektroforeze w
3% zelu agarozowym, wybarwionym 1% wodnym roztwo-
rem bromku etydyny (2 ul/30 ml zelu). Rozdziat elektrofo-
retyczny prowadzono w temp. 22-25°C, przy statym napie-
ciu (70 V; 5 V/1 ecm zelu), przez 1 h w buforze 1 x TAE.

Warunki metody PCR-RFLP, dobrano i zoptymalizowa-
no na podstawie danych pismiennictwa (6), jak rowniez sy-
mulacji komputerowych, pozwalajacych na wyszukanie
miejsc rozpoznawanych przez okreslenie restryktazy, w ob-
rebie zamplifikowanego regionu s/t. Wykorzystano w tym
celu specjalistyczne programy komputerowe, takie jak: Pri-
mer Premier 4 (BioMol Technology) oraz dostepne w inter-
necie, pod adresami: www.genome.wi.mit.edu/primer 3 oraz
www.neb.com/rebase.
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Wyniki i omdwienie

Przygotowano system badawczy, ktérego zasadnicze
sktadowe stanowity: polimerazowa reakcja tancuchowa
(PCR), rozszerzona dodatkowo o analize specyficznych
polimorfizméw dlugosci fragmentdw restrykcyjnych pro-
duktow PCR (PCR-RFLP) zamplifikowanych genow s/t-
1A, s/EITA 1 s/t-TleA.

Wykonujac amplifikacje specyficznych regiondéw ge-
nomu shigatoksycznych szczepoéw E. coli zdefiniowa-
nych jako s/tIA, s/tITA 1 slt-lleA, kodujacych podjed-
nostke A toksyn SLT, otrzymano charakterystyczne pro-
dukty PCR o wielkosci 370 pz, 283 pz, 227 pz 1224 pz,
identyfikujace verotoksyczne pateczki STEC (EHEC)
obecne zardwno w badanym materiale, jak i pochodza-
ce z czystych hodowli. Badania laboratoryjne przepro-
wadzane z trzema wzorcowymi szczepami E. coli
O157 : H7, o potwierdzonej verotoksycznosci (PZH i
PIW) oraz dwoma wzorcowymi ,,zwierzecymi” szcze-
pami STEC : E681/0141 : K85, K88ab (CVL) i E68II/
/0141 : K85 (PIW), pozwolity osiagnaé¢ odpowiednio
zoptymalizowany, wystandaryzowany i powtarzalny, a
takze czasooszczgdny proces badawczy przydatny w dia-
gnostyce tej grupy patogendw bakteryjnych. Uzyskane
wyniki wykorzystano do opracowania wzorcow diagno-
stycznych w zakresie fagowych genow s/l 1 s/e1l oraz
chromosomalnych genow s/t-lle, umozliwiajacych kon-
trole poprawnosci wykonywanych oznaczen PCR.

W toku przeprowadzonych badan monitoringowych
w kierunku wystepowania w srodowisku Pomorza Za-
chodniego (wojewodztwa zachodniopomorskiego) shi-
gatoksycznych szczepoéw E. coli, zwhaszcza nalezacych
do zoonotycznych serotypow (glownie 0157 : H7), prze-
badano tacznie 525 probek pochodzacych od ludzi, zwie-
rzat oraz z surowcow 1 produktow zywnosci pochodze-
nia zwierzecego. Sposrod wszystkich probek przeanali-
zowanych przy uzyciu PCR, tylko w przypadku pigciu
udato si¢ oznaczy¢ obecnosé genow s/it. W dwach préb-
kach pochodzacych od prosigcia i cielgcia, z ktorych
wyizolowano w czystej hodowli szczepy STEC, wykry-
to ,,zwierzecy” typ genu s/t-1le (s/t-1leA) oraz ,ludzki”
fagowy typ genu s/t1 (s/t1A). Natomiast w trzech prob-
kach surowego migsa wieprzowego, zidentyfikowano
region DNA zdefiniowany jako s/tlleA, charakterystycz-
ny dla szczepéw STEC chorobotworczych dla zwierzat.
Zbyt niska koncentracja bakterii w badanym migsie unie-
mozliwifa jednak ich wykrycie droga posiewu, a tym
samym przeprowadzenie dalszej analizy mikrobiologicz-
nej). Wyniki oznaczen pozostatych probek okazaty sie
ujemne.

Sposrod 60 réznych szczepow E. coli o ustalonym lub
nicokreslonym typie serologicznym, przebadanych przy
uzyciu techniki PCR i/lub PCR-RFLP, osiem wiaczajac
3 wzorcowe szczepy O157 : H7 (PZH i PIW), 2 wzorco-
we ,,zwierzece” szczepy STEC: E681/0141 : K85, K88ab
(CVL), E68I1/0141 : K85 (725) (PIW), 1 ,,zwierzecy”
szczep E. coli G1253/0147 : K89, K88ac/96 (pocho-
dzacy z kolekcji KIM) oraz 2 wyizolowane z materiatu
zwierzecego (£. coli NS . 12/96 1 NS 26/99), wy-
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kazywaly verotoksynogennosc¢, czyli genetycznie uwa-



runkowang wtasciwos¢ syntetyzowania verotoksyny
SLTI, SLTII lub SLTlle.

Podczas grupowego oznaczania (typowania moleku-
larnego w kierunku gendéw s/t probek katu 1 wymazow
kalowych pobranych tacznie od 192 kréw i cielat po-
chodzacych z dwoch wielkotowarowych gospodarstw
rolnych, zlokalizowanych na terenie wojewodztwa za-
chodniopomorskiego), wykryto w jednej probce zbior-
czej pochodzacej od 52 cielat, obecnos¢ fragmentu bak-
teryjnego DNA zdefiniowanego jako s/&1A o wielkosci
370 pz, charakterystycznego dla SLTI pozytywnych
szczepow EHEC. Zidentyfikowano w ten sposéb grupe
(stado) 52 cielat, w ktdrej znajdowat sie nosiciel szcze-
pu STEC s/t (+). Po okresleniu przynaleznosci wyizolo-
wanego szczepu do gatunku . col, ustalono réwniez,
iz nie nalezy on do serogrupy O157 (NS ). Wykryty
szczep s/El (+) okreslono jako £. coliNS | 26/99, gdzie
26 oznacza numer kolejny izolatu, a 99 — rok izolacji.

Metoda PCR (w zaproponowanym systemie) okazata
si¢ testem uniwersalnym pozwalajacym wykrywaé bak-
terie STEC nalezace do roznych serotypdw, na podsta-
wie tylko jednego czynnika zjadliwosci. Dodatkowo
umozliwiata szybka identyfikacje prébek zawierajacych
bakterie STEC, wystepujace w mieszanej hodowli, po-
mijajac jednoczesnie koniecznos¢ uprzedniego rozizo-
lowywania poszczegolnych kolonii bakteryjnych, co jest
niezbedne w przypadku tradycyjnej analizy mikrobiolo-
gicznej. Przedstawiona procedura diagnostyczna, jest
zgodna z aktualnym podejsciem metodycznym uwzgled-
niajagcym w wykrywaniu, réznicowaniu i charakteryzo-
waniu szczepdw STEC (zwlaszcza serogrupy O157),
obok tradycyjnych metod fenotypowych, takze PCR i
jej liczne odmiany (16, 17, 18).

Laczne uzycie metod PCR i RFLP (PCR-RFLP) umoz-
liwito analize specyficznych polimorfizmow dlugosci
fragmentow restrykcyjnych uzyskiwanych produktow
PCR. Metoda ta okazata sig¢ przydatna do potwierdzania
specyficznosci uzyskiwanych produktow PCR, a takze
typowania poszczegdlnych genow s/t. Na podstawie zna-
nych sekwencji nukleotydowych gendéw s/t zamplifiko-
wanych przy uzyciu odpowiedniej pary starteréw, zlo-
kalizowano miejsca rozpoznawane przez swoiste dla nich
endonukleazy restrykcyjne oraz ustalono wielkosci (du-
gosci par zasad) fragmentow restrykceyjnych uzyskiwa-
nych w wyniku ich trawienia (tab. 2). Powstate w ten
sposOb wzory restrykcyjne (profile trawienne RFLP)
analizowanych gendéw s/, pozwolity na doktadniejsza
charakterystyke szczepow STEC w zakresie ich vero-
toksycznosci oraz umozliwity réznicowanie pomigdzy
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okreslonymi typami (wariantami) genow s/t. Sposrod kil-
kudziesigciu enzymow restrykeyjnych, wyselekcjonowa-
no trzy najbardziej przydatne pod katem analizy wybra-
nych fragmentow genow s/t1A, s/-1TA 1 sie-TleA, tzn.
Pvull, Bst11071 (Snal) i Alul. Uzyskiwanie réznych po-
limorfizméw dlugosci fragmentow restrykcyjnych w
zakresie genow s/t, umozliwito roznicowanie (na pozio-
mie molekularnym) — verotoksyn wytwarzanych przez
szczepy patogenne dla ludzi lub zwierzat, a ponadto,
wykrywanie polimorfizméw DNA pojawiajacych si¢ w
obrebie gendw s/t.

Rozne profile restrykcyjne genow s/I11A 1 s/tlleA,
uzyskiwane dzieki zastosowaniu jednej restryktazy
(Bst11071), pozwolity na réznicowanie pateczek STEC
s/E1T (+), na podstawie rodzaju wytwarzanej verotoksy-
ny, a tym samym okreslenie tzw. ,ludzkiego” (wytwa-
rzanie SLTII i/lub SLTI) oraz ,,zwierzgcego” (SLTlle)
typu chorobotwérczosci. Zbiorcze zestawienie wynikow
reakcji PCR-RFLP przeprowadzonej z DNA shigatok-
sycznych szczepow E. coli, przedstawia ryc. 2.

Przy uzyciu PCR-RFLP ustalono, ze w sekwencji nu-
kleotydowej genu s/-IA o wielkosci 224 pz (zamplifi-
kowanego parg starterow C, i C,), wykrytego w przy-
padku szczepu £. colINS | _ 26/99 istnieje polimorfizm
DNA, rézmacy go od genu s/=IA obecnego w genomie
wzorcowego szczepu £. coliO157 : H7 (PZH). Wykryty
polimorfizm dotyczyt sekwencji 5°=>GTATAC<3’ (roz-
poznawanej przez enzym Bsi11071), ktora rdzni sie od
sekwencji nukleotydowej obecnej w normalnym genie
sIEIA dwiema parami zasad, tzn. w pierwszej parze —
tymina (T) wymieniona zostala z adening (A), natomiast
w drugiej — adenina (A) wymieniona zostata z cytozyna
(C), zmieniajac tym samym sekwencje 5 >GTTTAA <3’
na 5’>GTATAC<3" we fragmencie genu s/FIA (ryc. 1).
Z uwagi na t¢ roznicg oraz w celu odréznienia wykryte-
go genu od normalnego s/+-IA, okreslono go jako s/-
IvA. Fragment tego genu o wielkosci 224 pz poddany
dziataniu restryktazy Bst11071 (Snal) zostat pocigty (w
miejscu wykrytego polimorfizmu DNA) na dwa mniej-
sze fragmenty po: 180 i 44 pz (tab. 2, ryc. 2), ktérych
wielkos$¢ odpowiadata diugosei fragmentow wyliczonych
na podstawie sekwencji nukleotydowej produktu PCR
(ryc. 1). Analogicznie fragment genu s/#IA (wzorcowe-
go szczepu O157 : H7) o wielkosci 224 pz poddany dzia-
faniu tego samego enzymu nie zostat pocigty, w odroz-
nieniu od s/+IvA (ryc. 2). Dodatkowe zastosowanie w
analizie restrykcyjnej genu s/t-IvA enzymu Alul, nie
przyczynito sie do wykrycia innych polimorfizméw w
obrebie analizowanego fragmentu (ryc. 2). Wykryty po-

156—atatgaaaataattatttttagagtgctaacttttttetitgtiatcttttcagttaatgtggtigegaagga TTTACCGATAGACTTTTCGAC tgeaaagacgtatgtagattcgetgaatgtcattcuctetgeaataggtaciceatt

acagaclatttcatcaggaggtacgtctitactgagattgatagtggeacaggggataattigtttgeagttgatgleagagggatagatccagaggaaggge GGTATACT aatetacggettattgtt GAACGAAATAATT
TATATGTG acaggatttgttaacaggacaaataatgttttitatcgetitgetgatttitcacatgliacctitccaggtacaacageggttacattglelggtgacaglagetataccacgttacagegtgttgeagggatcagtegtacggggatg
cagat AAATCGCCATTCGTTGACTACTTCT tatctggatttaalgtcgeatagtggaacctcaclgacgeagtetgtggeaagagegatgttacggtttgttactgtga CAGCTG aagetttacgttttcggceaaatac
agaggpgalttcgtacaacactggatgatctcagtgggcgttcttatglaatgactgctgaagatgtigatettacattgaactggggaaggttgagtagtgtectgectgactatcatggacaagactetgttegigtaggaagaattectittganaageatt
aatgcaattctgggaagegtggcattaatactgaattgtcatcatca TGCATCGCGAGTTGCCAGAATGGCA tetgatgagtttecttctatgtglccggeagalggaagaglecgtgggaliacgeacaalaaaatattglg

ggattcatccactetgggegceaattctgatgegeagaactatta< 1103

Rye. 1. Odcinek genu s/t-IvA kodujacy podjednostke A verotoksyny SLTI (wg 19; zmodyfikowany) oraz startery (do PCR)

i enzymy restrykcyjne (do PCR-RFLP), rozpoznajgce w jego obre¢bie specyficzne sekwencje nukleotydowe (wg 1, 7)
Objasnienia: AAATCGCCATTCGTTGACTACTTCT — starter A (3" =AY 370 pz: TGCATCGCGAGTTGCCAGAATGGCA — starler A (37> 5/1A) 370 pz: TTTACGATAGACTTTTCGAC

starter C, (5"=>s/F1A) 224 pz: GAACCGAAATAATTTATATGTG - starter C, (3" =s/1A) 224 pz; CAG (TG — enzym restrykeyjny Pl G'I’AlTAC enzym restrykeyjny Bsrl1071 (Snal)
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Ryec. 2. Zbiorcze zestawienic
wynikéw reakeji PCR-RFLP
przeprowadzonej z DNA shi-
gatoksycznych szczepow E.
coli, uzyskane po rozdziale
clektroforetycznym w 3%
zelu agarozowym i wybarwie-
niu bromkiem etydyny

Objasnienia: Sciezki (gora): M —standacd mas
DNA (301-67 pz): 1 — gen s#-1A (370 pr)
zamplilikowany 2 DNA wzorcowego szeze-
puOT37: H7(PZH). pocicty restiyktaza v
1122 = gen si-IVA (370 pz) zamphiTkowany 7
DNA shigatoksycznego szezepu £, coli

NS, .- 26099, pocicty restryktazy Al 3
24 pry zamplifikowany z DNA V\ZO]LO\‘\L 1o szezepu Q157 HY (PZH). raw ony

wen si-IA (2
restryktaza HsL 071 (Snal), ale nie pociety; 4 — gen SIEIVA (224 pz) zamplifikowany z DNA

shigatoksyeznego szezepu £, coliNS 2699, pociely restryktazy Bl 1071 (Saal): S - gen
SIEIVA(224 2y caamplifikowany 2 DNA shigatoksyezmego szezepu £ colf NS .- 26 799
dodatkowo trawiony restryktaza A/ul. ale nie pocicty. Sciezki (dol): M — standard mas DNA
(301-67 pzy. | gen si-lleA (227 pzy zamplifikowany z DNA wzorcowego Lzwierzeceuo”
szezepu 12681 O141: K83 K88ab. pociety restrykraza  4ul: 2 — gen s/-11A (283 pz) zampli-
fikowany 2 DNA wzorcowego szezepu Q157 H7 (PTW). pociety restrvklaza Bse11071 { Snal):
3 gen s/-lTeA (283 pz) zamplifikowany 2 DNA wzorcowego .zwierzecego™ szezepu L681

O14]: K83, K88ab. rawiony restryktaza Bs11071 (Snal). ale nie pocigly: 4 — gen s/-lIA
(227 pzy zamphfikowany # DNA wzorcowego szezepu O157: H7 (PIW), pociety It\tl\kll/l
Bsel 1071 (Snal): 5 — gen si-TleA (227 pr) zamplifikowany 7 DNA Lzwierzecego™ szezepu
E6RI - O141: K83, K88ab, pociety restryktuza Bstl 1071 (Snal). Profile resirykeyjne (dlugosci
pz) genow sirpoddanych analizie PCR-RILP przedstawiono w tabeli 2

Tab. 2. Fragmenty DNA (pz) uzyskiwane w wyniku trawicnia
enzymatycznego produktéw PCR, zamplifikowanych przy uzy-
ciu odpowiedniej pary starteréw (ryc. 2)

i Tl Fragmenty DNA (pz) uzyskiwane w
para | Amplifikowany | Wielko$é wyniku pocigcia produktu PCR
starlerdw | 69100 gendw | produktu odpowiednia endonukleaza:
sit PCR (pz) }
Pvull | Bst1071(Snal) Al
o in sILIA 370 | 262,108
i
B slt-IvA 370 | 262,108 |
B sit-llA 283 178, 105
i
T slt-lleA 283 | ‘
slt-1A 224
i sht-lvA 224 180, 44
i
L sit-lIA 227 174, 53
slt-lleA 227 103, 72, 52 129, 98

limirfizm DNA nie wplywal na fenotypowy efekt, czyli
produkt toksyny SLTI.

Ustalono ponadto, ze zastosowanie enzymu Bst11071
(Snal) do analizy restrykcyjnej produktow PCR uzyski-
wanych w uktadzie z’foZonym (SIFIA/SIETTA/ sTETTeA)
wykonywanym przy uzyciu pary starterow C, i C,, umoz-
liwiajacych zamplifikowanie fragmentow g,enow SIFIA
(s/-1vA) o wielkosci 224 pz oraz s/t-11IA 1 sit-ITe A o wiel-
kosci 227 pz, ktore sa nie do odroznienia podczas roz-
dziatu elektroforetycznego z uwagi na zblizone masy
czasteczkowe, pozwala uzyskaé rozne profile restryk-
cyjne tych gendw, a tym samym przyczynia si¢ do do-
datkowego typowania genéw s/t podczas jednego bada-
nia (ryc. 2).

Zastosowanie metody PCR-RFLP umozliwito znacz-
ne skrocenie diagnostyki mikrobiologicznej ukierunko-
wanej na wykrywanie w srodowisku oraz roznicowanie
pateczek STEC (EHEC). W zaproponowanym systemie
diagnostycznym, przewidujacym wst¢pne namnazanie
bakterii (6 h/37°C), taczny czas badania PCR wynosit

ok. 10 h, a dodatkowa analiza RFLP wydtuzata go o

kolejne 3 h. Natomiast w wypadku pominiecia wstepne-

go namnazania czas przeprowadzenia jednostkowego

oznaczenia metoda PCR-RFLP ulegat skroceniu o 6 h.
Whnioski

1. Metoda PCR powinna znalez¢ szerokie zastosowa-
nie w rutynowej diagnostyce réznych serotypow vero-
toksycznych pateczek STEC. Dlatego tez mozna ja po-
leci¢ do realizacji w laboratoriach, zajmujacych si¢ ba-
daniem zywnosci pochodzenia zwierzecego, szczegol-
nie w diagnostyce patogenow, ktore w bardzo niewiel-
kiej 1losci zanieczyszczaja badany material.

2. Metoda PCR-RFLP umozhiwia okreslenie . ludz-
kiego” badz ,,zwierzecego™ pochodzenia i1 charakteru
chorobotworczosci szezepoéw STEC. Wykryty tg meto-
da polimorfizm sekwencji nukleotydowej w obrebie genu
s/t-IvA wskazuje na obecno$¢ wsrdd genow s/+1 innych
wariantéw, wystepujacych do tej pory przede wszystkim
w obrebie gendéw s/e-11.
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