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Summary

Shiga toxin-producing E. coli (STEC) are a serious cause of human diseases. The infections are mainly
associated with strains belonging to serogroups 0157, 026, 0103, O111 and O113, while the main source of
infection is contaminated food of animal origin (especially beef). In this study the molecular identification
methods for STEC were used which enabled detection of STEC in raw beef using multiplex PCR (mPCR)
assays, isolation of individual bacterial colonies with digoxigenin (DIG)-labeled DNA probe and characteriza-
tion of the virulence markers by the use of mPCR.

The molecular method was used to examine 272 raw beef samples obtained from slaughterhouses. After the
mPCR-1 analysis 16 stx-positive samples (5.88%) were detected. The STEC isolates were then tested using the
mPCR and PCR assays. Eight of them belonged to O157:H7 serotype by the presence of the rfbO157 and
fliC,, genes. The stx, marker was observed in all E. coli O157:H7 and in four of the non-O157:H7 isolates
tested. Moreover, the stx, gene was detected in all E. coli O157:H7 and in seven of the non-O157:H7, three of
them also possessed the stx, marker. Eight of the rfbO157-negative STEC were examined with the mPCR-3
assay to detect the rfbO111, rfbO113 and O26wzx markers, three of them produced the characteristic amplicon
for the 026 group. These isolates also carried the stx, (one strain) or stx, genes (two isolates). Among the
STEC tested, none belonged to the O111 or O113 groups. The amplification with the mPCR-4 assay showed
that all isolates harbored the enterohemolysin (ehlyA) gene whereas the intimin marker (eaeA) was observed

in all E. coli O157:H7 and O26 isolates.
Keywords: molecular probe, STEC, PCR, beef

Zrédtem zakazen ludzi shigatoksycznymi szczepa-
mi E. coli jest przede wszystkim zywno$¢ pochodze-
nia zwierzgcego (gldwnie wotowina). Zachorowania
wywolane sa najczesciej obecnymi w niej szczepami
STEC (shigatoksyczne E. coli) nalezacymi do grup
serologicznych: 0157, 026, O111 oraz O113. W Pol-
sce do zakazen dochodzi sporadycznie, jednak do-
tychczas szersze badania w tym zakresie nie byty pro-
wadzone. Do identyfikacji STEC w rutynowej diag-
nostyce stosowane sa klasyczne metody mikrobiolo-
giczne, ktore sa czaso- 1 pracochtonne, a ich rezultaty
nie zawsze jednoznaczne. Wynika to, migdzy innymi,
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z r6znic pomigdzy poszczegdlnymi szczepami nale-
zacymi do STEC oraz z malej liczby tych bakterii
w badanym materiale biologicznym w poréwnaniu do
mikroflory towarzyszacej (10). Wprowadzenie testow
opartych na biologii molekularnej, takich jak hybry-
dyzacja DNA ze znakowanymi sondami genetyczny-
mi oraz amplifikacja DNA metoda PCR, znacznie
usprawnito proces specyficznej i szybkiej diagnostyki
tych drobnoustrojéw (12). W dostgpnych publikacjach
brak jednak technik molekularnych, ktore umozliwi-
tyby oznaczenie zaréwno E. coli O157:H7, jak 1 in-
nych serotypéw STEC czgsto wystepujacych w suro-
wej wolowinie.

Celem badan byto okreslenie mozliwos$ci zastoso-
wania sondy molekularnej znakowanej digoksygeni-
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na oraz testow multiplex PCR do identyfikacji shiga-
toksycznych szczepdéw E. coli obecnych w surowej
wolowinie oraz charakterystyki posiadanych przez nie
genotypowych markerow patogennosci.

Materiat i metody

Material do badan. Probki wolowiny (25 g) uzyska-
ne od bydla pochodzacego z wojewodztwa lubelskiego
(n =99), mazowieckiego (n = 70), podkarpackiego (n = 47)
oraz $wigtokrzyskiego (n = 56), pobierano w zaktadach
migsnych z tusz wotowych bezposrednio przed schtodze-
niem i dostarczano w czasie kilku godzin (1-4 h) do labora-
torium.

Hodowla. Do kazdej probki dodawano 225 ml bulionu
TSB, homogenizowano (Stomacher 400, Seward Lab Sys-
tem, Anglia) przez 2 min. z czg¢stotliwoscia 230 uderzen/
min. i inkubowano w cieplarce w temp. 37°C przez 6 h,
z wytrzasaniem (150 rpm). Z tak uzyskanej hodowli wstegp-
nej pobierano 1 ml, przenoszono do 4 ml TSB z mitomycy-
ng C (50 pg/l) i inkubowano przez kolejne 18 h w temp.
37°C z wytrzasaniem (150 rpm).

Matrycowy DNA. Z hodowli pobierano 2 ml, wirowa-
no przez 2 min., 5000 x g. Uzyskany supernatant (1 ml)
wirowano ponownie przez 5 min., (13 000 x g). Otrzyma-
ny osad przemywano PBS (1 ml) i ponownie wirowano,
a osad zawieszano w 200 pl wody redestylowanej. Zawie-
sing ogrzewano w temp. 99°C przez 10 min. i schtadzano
w lodzie przez 20 min. Po kolejnym wirowaniu (13 000 x g,
1 min.) uzyskany supernatant stanowit zrédto matrycowe-
go DNA.

Test mPCR-1. Amplifikacj¢ genow toksyny Shiga (stx)
oraz genu 16S rRNA E. coli wykonywano w mieszaninie
PCR sktadajacej si¢ z matrycowego DNA, 5 ul buforu
enzymatycznego, 5 mM MgClL, 5 pl nukleotydow dNTP
(200 uM), 1 U polimerazy Taq (Fermentas, Litwa), starte-
réw oligonukleotydowych (IBB PAN, Polska) oraz wody
wolnej od DNazy i RNazy (ICN Biomedicals, USA), do-
danej do koncowej objetosci 50 pl. Reakcje amplifikacji
wykonywano w termocyklerze PTM-100 (MJ Research,
USA). Charakterystyke oraz sekwencje nukleotydowe star-
teroéw, jak rowniez parametry amplifikacji przedstawiono
w poprzedniej pracy (24).

Metoda hybrydyzacji. Do identyfikacji pojedynczych
kolonii szczepdw shigatoksycznych E. coli uzyto opisanych
hodowli bulionowych. Hodowle te badano testem mPCR-1.
W przypadku wyniku pozytywnego z hodowli pobierano
2 ml i wirowano wstgpnie przez 2 min., 5000 x g, Uzyska-
ny supernatant rozcienczano buforem PBS i posiewano na
3 ptytki z agarem Tergitol-7, ktére inkubowano w temp.
37°C przez 18 h. Do dalszych badan wybierano te ptytki,
na ktorych uzyskano wzrost w granicach 50-100 kolonii
bakteryjnych. Hybrydyzacje DNA kolonii wykonano w ten
sposob, ze na wyrosni¢te kolonie bakteryjne przyktadano
krazek nitrocelulozowy (NC) (Roche), a po delikatnym zdje-
ciu umieszczano kolejno w roztworze denaturacyjnym,
neutralizacyjnym oraz kalibrujacym i inkubowano, odpo-
wiednio, przez 15 min., 15 min. oraz 10 min. Po wysusze-
niu NC w temp. pokojowej utrwalano bakteryjny DNA
w piecu hybrydyzacyjnym (Biometra OV1, Biometra,
Niemcy) w temp. 80°C przez 45 min. Celem usunigcia

sktadnikow Sciany komorkowej bakterii dodawano protei-
naz¢ K (Sigma) i inkubowano NC w temp. 37°C przez 1 h.

Sonda DNA. Do wykonania sondy molekularnej uzyto
DNA referencyjnego szczepu E. coli 344 1 wykonano tech-
nika PCR (12). Odpowiednie prazki stx wycinano z zelu,
przenoszono do probowek Eppendorfa zawierajacych
200 ul jatowej wody redestylowanej, ogrzewano w temp.
99°C przez 10 min. i schtadzano w lodzie przez 20 min.
Tak przygotowana sond¢ dodawano do roztworu DIG Easy
Hyb (Roche) i wstawiano do lodu. Po tym etapie przeno-
szono ja do butelek hybrydyzacyjnych (Biometra) zawie-
rajacych wczesniej przygotowane krazki nitrocelulozowe
1 wykonywano hybrydyzacje w piecu hybrydyzacyjnym
w 42°C przez 18 h. Nastgpnie membrany ptukano w roz-
tworze ptuczacym w temperaturze pokojowej przez 5 min.,
dodawano koniugat anty-DIG-AP (Roche) (1 pI/NC) i in-
kubowano przez 60 min. w temperaturze pokojowej. Po
dwukrotnym plukaniu membran w buforze ptuczacym
dodawano substrat NBT i BCIP (Roche) w buforze TBS,
w ilo$ci 5 ml/NC i inkubowano bez dostepu $wiatta przez
1 h. Krazki nitrocelulozowe z ciemnymi punktami wska-
zujacymi na obecno$¢ genu stx toksyny Shiga stanowity
podstawe do identyfikacji odpowiadajacych im kolonii bak-
teryjnych na macierzystych plytkach agarowych. Kolonie
te przesiewano nastgpnie na ptytki z agarem LB i inkubo-
wano w temp. 37°C przez 18 h.

Test mPCR-2, mPCR-3 oraz mPCR-4. Szczegdtowa
charakterystyke markerow patogennosci STEC: stx1, stx2,
rfbO157, fliC, ,, wykonano przy uzyciu mPCR-2, ehlyA,
cacA testem mPCR-3 a gendw O26wzx, rfbO111 i rfbO113,
typowych dla E. coli 026, O111 oraz O113 przy uzyciu
testu mPCR-4, ktore szczegdtowo opisano w poprzedniej
pracy (24).

Wyniki i omowienie

Wprowadzenie metod opartych na biologii moleku-
larnej, przede wszystkim amplifikacji okreslonych
gendw za pomoca PCR, znacznie usprawnito proces
specyficznej 1 szybkiej diagnostyki drobnoustrojow
nalezacych do STEC oraz istotnych z klinicznego
punktu widzenia ich genotypowych markeréw pato-
gennos$ci. Z drugiej strony, obecno$¢ w badanym
materiale mioglobiny, hemoglobiny czy NaCl, jak réw-
niez mikroflory towarzyszacej czesto wptywa hamu-
jaco na proces amplifikacji genowej i powoduje uzy-
skanie wynikow fatszywie ujemnych. Z tego wzgledu
w obecnej pracy do identyfikacji STEC w migsie wo-
towym, jak réwniez do p6zniejszej charakterystyki ich
markeréw patogennosci, zastosowano testy multiplex
PCR zawierajace oprocz sekwencji starterowych
charakterystycznych dla badanych genéow STEC,
wewngtrzng kontrolg reakcji w postaci powielania frag-
mentu genu 16S rRNA E. coli.

Przy uzyciu testu mPCR-1 zbadano 272 probki wo-
towiny i stwierdzono 16 stx-dodatnich (5,88%). Naj-
wigcej z nich pochodzito z wojewddztwa lubelskiego
(n = 7) oraz $§wigtokrzyskiego (n = 6), natomiast
w przypadku probek otrzymanych z wojewddztwa ma-
zowieckiego uzyskano dwa wyniki dodatnie, a z pod-
karpackiego jeden taki wynik.
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Badania wykonywane w Polsce przez innych auto-
row koncentrowaty si¢ dotychczas przede wszystkim
na identyfikacji markeréw patogennosci u STEC wy-
osobnionych od ludzi lub zwierzat, a w niewielkim
stopniu dotyczyly wystgpowania tych bakterii w zyw-
nosci. Szych 1 wsp. (19) wyizolowali 5 szczepow
E. coli O157:H7, charakteryzujacych si¢ obecnoscia
wylacznie genu stx . Kwiatek i Rozafiska (7), po prze-
badaniu 210 probek, stwierdzili E. coli O157:H7
w migsie wotowym (8,0%), mielonym migsie wieprzo-
wo-wotowym (16,0%) oraz mleku surowym (5,56%).
Sadowskiej i wsp. (17) udato si¢ wyosobni¢ z 40 pro-
bek zywnosci 2 szczepy E. coli O157:H7, z ktorych
tylko jeden, nalezacy do serotypu O157:H7, na pod-
stawie obecnos$ci genu stx zaliczono do grupy STEC
oraz drugi do grupy 026.

Analiza dostepnych publikacji wykazata, ze pomi-
mo wysokiej czutosci i specyﬁczn0501 testow PCR,
umozliwiajacych identyfikacj¢ genéw charakterystycz-
nych dla STEC, obecno$¢ mikroflory towarzyszacej
uniemozliwia czgsto wyizolowanie pojedynczych ko-
morek bakteryjnych nalezacych do tej grupy. Khan
1 wsp. testem PCR stwierdzili gen stx w 55 ze 111
zbadanych prébek wotowiny, jednak tylko z 4 z nich
udato si¢ wyizolowa¢ drobnoustroje stx-dodatnie (5).
Z podobnym problemem zetkngli si¢ rowniez Pierard
1wsp., ktorzy wyosobnili STEC jedynie z potowy pro-
bek migsa reagujacych dodatnio w tescie PCR (15).

Z tego wzgledu w badaniach wlasnych zastosowa-
no metodg hybrydyzacji umozliwiajaca identyfikacje
1 izolacj¢ pojedynczych
komorek STEC z ptytki
agarowej, dzigki przyta-
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tej pozywki w obecnych badaniach do metody hybry-
dyzacji powodowato jednak powstawanie niespecy-
ficznych, jasnoniebieskich punktéw na membranach
nitrocelulozowych, bigdnie sugerujacych obecno$é
kolonii bakteryjnych zawierajacych gen stx. Zjawisko
to wyeliminowano w trakcie optymalizacji odczynu
hybrydyzacji poprzez zmniejszenie koncentracji uzy-
wanego koniugatu anty-DIG-AP.

Kolonie bakteryjne stx-dodatnie, zidentyfikowane
przy uzyciu sondy molekularnej znakowanej digoksy-
genina, poddano dalszym badaniom testami multiplex
PCR w kierunku genow stx , stx,, rfbO157, fliC,
(mPCR-2), 026wzx, rfbO11, rfbOT113 (mPCR-3) oraz
ehlyA i eacA (mPCR 4).

Wykazano, Ze osiem sposrdd badanych izolatow stx-
dodatnich posiadato gen rfbO157, charakterystyczny
dla grupy serologicznej O157. Szczepy te posiadaly
jednoczesnie gen fliC, , warunkujacy ekspresjg anty-
genu H7 (tab. 1) 1 na tej podstawie zakwalifikowano
Je do serotypu O157:H7. Nie stwierdzono wystepo-
wania genu fliC,_ u zadnego z izolatow E. coli nie na-
lezacych do grupy O157. Gen toksyny Stx1 (stx,) zi-
dentyfikowano tacznie u 12 badanych izolatow, w tym
Wszystklch nalezacych do serotypu O157:H7, jak row-
niez czterech innych niz O157:H7. Gen stx, obecny
byl wérod 15 STEC, w tym rowniez u wszyst tkich wy-
osobnionych E. coli O157:H7. Ponadto marker ten
stwierdzono u 3 nie-O157:H7, u ktérych jednocze$nie
wykazano gen stx, Jak réwniez u 4 STEC nie posia-
dajacych innych genow patogennosci badanych testem
mPCR-2 (tab. 1).

Tab. 1. Charakterystyka genotypowa stx-dodatnich izolatow STEC uzyskanych z prébek wo-
lowiny pobranych w zakladach mi¢gsnych wykonana testami mPCR-2, mPCR-3 oraz mPCR-4

czaniu komplementarnego
oligonukleotydu znako-
wanego digoksygening do

Nr izolatu

0157' | fiic,,!

Marker patogennosci

stx, ! 026wax? | rib01112 | rib01132 | ehiyA® | eaed?

fragmentu genu stx bakte-
rii. Poczatkowo wykorzys-
tano w tym celu ptytki
z agarem LB, stosowane
w badaniach przez Oska
1 Galliena (12) do identy-
fikacji STEC w probkach
katu bydlecego. Ze wzgle-
du na czgsto stwierdzany
zalewowy wzrost mikro-
flory naturalnie obecne;j
w migsie, do izolacji
STEC zastosowano agar
Tergitol-7. Villari 1 wsp.
(23) uzywali go do wykry-
wania oraz oznaczania
liczby komorek E. coli
obecnych w Zywnosci
1 wykazali, Zze skutecznie
hamowat wzrost innych
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Tatarczak 1 wsp. (21) wykazali za pomoca PCR, ze
w obregbie 74 STEC (39 pochodzenia ludzkiego, 11
bydlecego, 18 wyizolowanych od prosiat i 6 uzyska-
nych z zywnosci), 17 posiadato gen stx , 49 stx, a po-
zostale 8 izolatow geny obu toksyn. Marker rfbO157
wystepowat u 44 STEC, przy czym u 12 izolatéw
z jednoczesna obecnoscia genu fliC, .. Wszystkie
STEC uzyskane z zywnos$ci nalezaly do serotypu
O157:H7 1 posiadaty gen toksyny Stx2, a jeden z nich
takze Stx1. Stosujac technike mPCR, Osek (11) stwier-
dzil, ze w grupie 202 izolatéw E. coli pochodzacych
od cielat i ludzi, 25 (12,4%) byto stx-dodatnich. Szes¢
z nich nalezato do serotypu O157:H7, natomiast czte-
ry do O157:H-. U dwoch E. coli O157:H7 obecne byty
geny kodujace obie odmiany toksyny Stx, a u czterech
wylacznie stx,. W grupie pigtnastu nie-O157 STEC
dwa izolaty posiadaty markery stx, i stx,, osiem gen
stx, natomiast u pigciu obecny byt tylko stx,. Wyko-
nane rok pozniej podobne badania wykazaly, ze w gru-
pie 29 STEC izolowanych od ludzi, §win i cielat stwier-
dzono siedemnascie posiadajacych stx,, siedem stx ,
a u pozostatych geny obu odmian Stx (13). Badania
prowadzone za granica, dotyczace wystgpowania
STEC w zywnosci (gléwnie migsie wotowym), kon-
centrowaly si¢ przede wszystkim nad E. coli O157:H7,
natomiast niewiele prac dotyczyto identyfikacji STEC
innych serotypow. Najwigcej przypadkow E. coli
O157:H7 zanotowano w USA (43,6%) (4) oraz w Ar-
gentynie (40,9%) (3). Z drugiej strony, Pierard 1 wsp.
(15) oraz Tarr 1 wsp. (20) nie stwierdzili obecnosci
bakterii tego serotypu w zadnej z badanych probek
wolowiny (15, 20).

Izolaty, ktore nie nalezaty do grupy O157 (n = 8),
zbadano nastgpnie przy uzyciu mPCR-3, pozwalaja-
cego na wykrycie gendéw O26wzx, rfbO111 i rfbO113,
charakterystycznych odpowiednio dla E. coli 026,
Ol111 oraz O113. Stwierdzono, ze amplikon o wiel-
kos$ci 153 pz, charakterystyczny dla genu wzx026 ko-
dujacego antygen 026, wystepowat u E. coli oznaczo-
nych numerami 6, 12, 15. Izolat nr 6 posiadat réwniez
gen stx , natomiast pozostale dwa (nr 12 1 15) zawie-
raty marker stx,. Wsrod badanych E. coli nie wykaza-
no izolatéw nalezacych do grup serologicznych O111
lub O113 (tab. 1).

W krajowych badaniach dotyczacych wystgpowa-
nia STEC w zywnosci, dotychczas jedynie Sadowska
1 wsp. (17) wyosobnili jeden izolat stx-dodatni nale-
zacy do grupy serologicznej O26. Wszystkie STEC izo-
lowane od ludzi z biegunka przez Paciorka (14), nale-
zaty natomiast do grupy serologicznej 026 (14). Wszy-
scy wymienieni autorzy dokonali identyfikacji anty-
genu O E. coli wykonano metoda serologiczna.
W dostgpnym pisSmiennictwie niewiele jest danych do-
tyczacych zastosowania biologii molekularnej, np.
testow PCR, do oceny przynaleznosci E. coli pocho-
dzacych z zywnosci do poszczego6lnych grup serolo-
gicznych O. Do oznaczania STEC 026, O111 oraz
0157 w migsie wolowym opracowano real-time PCR,
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przy pomocy ktorego w 65 zbadanych probkach po-
chodzacych z Irlandii, E. coli grupy O26 obecna byta
w 3 probkach migsa, a E. coli grupy O111 w jednej
(9). Najwigcej STEC nie nalezacych do serotypu
O157:H7 stwierdzono w migsie wolowym w 62,5%,
49,2% oraz 40,9% probek (1, 16, 18). Badania wyko-
nane w Hiszpanii (2) w odniesieniu do STEC innych
serotypow niz O157:H7 wykazaty, ze wsrod 60 szcze-
pow izolowanych z zywnosci, 36 posiadato gen stx,
(60%), 16 stx, (27%), a 8 izolatdw markery kodujace
obie odmiany toksyny Shiga (13%). Szczepy te nale-
zaty do 29 grup serologicznych, z ktérych najczesciej
wystepujacymi 1 jednoczesnie powigzanymi z pato-
geneza HUS byly O26:HI11, O26:H-, O103:H2,
0O103:H-, O113:H21, O174:H21.

Wyosobnione szczepy STEC zbadano nastgpnie, sto-
sujac test mPCR-4, w kierunku obecnosci gendéw
ehlyA 1 eaeA. W niniejszych badaniach markery
ehlyA, kodujacy wytwarzanie enterohemolizyny oraz
eacA, odpowiedzialny za ekspresj¢ intyminy, stwier-
dzono u wszystkich izolatow nalezacych do serotypu
O157:H7. Uzyskane wyniki byty zblizone do rezulta-
tow innych autorow. Toma i wsp. (22) wykazali te geny
u szczepow E. coli O157:H7 oraz O26:H11 pocho-
dzacych z zywnosci. W badaniach Menga i wsp. (8)
oraz Chinena i wsp. (3) 100% wyizolowanych od zwie-
rzat 1z zywnosci STEC serotypu O157:H7 wytwarza-
to intyming i enterohemolizyng.

Odmienne obserwacje dotyczyly obecnosci tych
markeréw u STEC innych niz O157 grup serologicz-
nych. W badaniach wlasnych gen enterohemolizyny
wystgpowat u wszystkich wyizolowanych STEC nie-
-O157, natomiast marker intyminy wytacznie u E. coli
grupy 026. Z dostepnych publikacji wynika, ze w Hisz-
panii na 60 badanych szczepow STEC pochodzacych
z zywnosci 1 reprezentujacych odmienne grupy sero-
logiczne, geny eaeA stwierdzonou 21 (35%), a ehlyA
u 8 (13%) izolatow (2). Natomiast Kumar i wsp. (6)
wykazali, ze wérdd 30 STEC, nie nalezacych do O157,
12 szczepdéw posiadato geny kodujace enterohemoli-
zyng, natomiast tylko 4 intyming. Pierard i wsp. (15)
wykazali réwniez, ze u 67 izolatéw STEC, nie zakla-
syfikowanych jako O157 i pochodzacych z wotowiny,
marker eacA obecny byl jedynie w dwoch, a gen ko-
dujacy enterohemolizyng u 20 szczepow.

Zastosowana w obecnych badaniach metoda diag-
nostyczna polegajaca na uzyciu sondy molekularnej
znakowanej digoksygening oraz testow multiplex PCR,
moze by¢ wykorzystana w praktyce do identyfikacji
oraz charakterystykl STEC w surowej wotowinie, co
moze mie¢ istotne znaczenie dla oceny wystgpowania
tych drobnoustrojow w zywnosci, jak réwniez oceny
potencjalnego zagrozenia dla ludzi.
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