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in moleculat epidemiology

Summary

The application of molecular techniques for the idenfification and differentiation of E. coli strains has
provided a powerful set of new tools that allow more sensitive and specific determination of both th€ §ource,óf
infection ańd:.,,móde of transmission of these pathogens. New molecular biology methods used for epidemio-
logica| chai:óćtei.nation of E. coli also make it possible to distinguish tŁe pathogenic str.ainś from,the large ,

baekgrónń llll lllń )athagć e::,*solates and to determine that the pathogen is,aśsóciated withl,,thell,diśśńiąll:,Nu,llll
mirous ń ho ,,lMich are ed on DNA analyses have been developed.and,used in molócular,,,:epidCmiologY,,llll

ology.

Uzywane do tej pory metody klasyfikacji i różnico- gii ww. schorzeń. Metoda typizacji serologicznej, sto-
waniamikroorganizmów,zwłaszczatych,któresąod- sunkowo szybka i łatwa do wykonania, posiada jed-
powiedzialnezawystąlienieschorzeńepidemiologicz- nak szereg istotnych ograniczeń, zwtązanych np. z
nych, nięzawsze pozwalająnapostawienie szybkiej i dostępnością do swoistych przeciwciał. Często rów-
jednoznacznej diagnozyjakrownieżczęstoniepozwa- nież izolowanych zprzypadków chorobowych szaze-
lająna właściwe określenie źródŁa i/lub drogi szeTze- pów E" coli nie udaje się zaliczyć do żadnej ze zna-
nia się infekcji. Szczególne znaczenie posiada odroż- nych grup serologicznych, gdyżnie reagują onezuży-
nienie izolowanychzprzypadków chorobowych szcze- wanymi surowicami diagnostycznymi lub wykazują
pow E. coli od występujących powszechnie szczepów efekt autoaglutynacji.
niechorobotworczych,będącychskładnikiemnotmal- Trudności z użyciel::' niektórych testów fenotypo-
nej flory jelitowej, jak również od tych, które będąc wych do identyfikacji szczepów d. coli oraz rozwój
potencjalnie patogenne, nie biorą bezpośredniego szeroko rozumianej biologii molekularnej, a zwŁasz-
udziała w badanym schorzeniu epidemiolo gicznym" cza technik opartych na analizie kwasu DNA, wpły-
Stosowane metody fenotypowe, np. typowanie sero- wająna coraz szersze wprowadzanie do praktyki mi-
loglczne,pozwalająnaoznaczęnie obecności pewnych krobiologicznej nowoczesnych metod genotypowych,
grup serologtcznychE. coli,lważanychzapatogenne pozwalających na dokładntejszącharakterystykę ba-
lub potencjalnie chorobotwórcze. Klasycznym przy- danych szczępow bakteryjnych jak tęż na określenie
kładem możebyctuizolacjaszczepów grupy OI57 z ich stopnia pokrewieństwa klonalnego. W pracy tej
przypadków krwawej biegunki u iudzi lub serotypów przedstawiono i krótko scharakteryzowano obecnie
O138:K81, O139:K82 i O141:K85 w przebiegu cho- najczęściej uzywane do tego celu techniki.
roby obrzękowej świń (25, 33,45). Wykazanie szcze-
póń tych Óhurutit.ryrtycznycńseiotyiow wskazuje z Analiza ptofilu plazmidowego

dużym prawdopodobieństwem na ich udział w etiolo- Jest to historycznie pierwsza zmetodgenotypowych,
użyty chw badaniach mikrobiologicznych i epidemio-
logicznych patogennych szczepów E. coli. Opisana w

*)praca finansowana przez KBN w rarnach projektu badawczego latach 70-tych ptzez Meyersa i wsp. (37) technika ta
5 po6K 027 11 doczekała się szeregu modyfikacji (1, 15, 17 , 23, 26,



28, 47, 65, 66), Oryginalna metoda Meyersa i wsp.

44,60),
Analiza profilu plazmidowego, niewątpliwie naj -

prost
coli,
m.in.

dzo zmienne (18).
Celem bliższego róznicowania plazmidow izolowa-

fragmentów kwasu nukleinowego, a tym samym licz-
bę prążków widocznych w żelu agaTozowym, Jako

tow DNA będzie większa niżw drugim (8).

będzie od położenia tych sekwencji na trawionym
DNA. Jeśli miejsca te są blisko siebie wtedy jeden z

E. coli sto tzn. ta-
kie, które stępują-
ce sekwen ,20,40,
50, 60).

Analiza lestrykcyina chromosomalnego Dl{A

W metodzie tej do trawienia enzymatycznego uży-

sekwencj i nukl eotydowych. Podstawowym o granicze-
niem tej metody są trudności w ocenie uzyskanego
obr azu e 1 ektro fore Ę czne go, b ę dąc e wyniki e m o gro m-
nej liczby widocznych prążków jak też możliwośó
obecności w obrazie linii, pocho dzący ch z trawienta
tow arzy szącego DNA plazmidowego. Metoda ta, rzad-
ko stosowana do analtzy epidemiologtcznej E. coli,
znalazła nieco szersze zastosowanie w ocenie szcze-
pów Campylobacter, Clostridium, Candida (Iż,

Znacznymńatwieniem jest wprowadzęntę do tej tech-
niki różnych sond DNA, będącymi specyficznymi se-



kwencj ami nukleotydowymi, znakowanymi radioizo-
topem lub digoksygeniną (36, 58, 59). W metodzie,
o kre ś l o nej nazw ą analiz y p o l imor ftzmu dłu go ś c i fra g -
mentów restrykcyjnych (Restriction Fragment Length
Polymorphism, RFLP), DNA trawiony jest określoną
endonukleazą a następnie powstałe fragmenty linio-
we kwasu nukleinowego przenoszone są na membra-
ny nitrocelulozowe lub nylonowe i poddawane hybry-
dyzacli z sondą molekularną. Test ten określany jest
rownież tetminem Southern blot, od nazwiska autora,
który pierwszy opisał wym. technikę (52).Używąąc
znakowanych sond DNA można łatwo oznaczyć w
chromosomie bakteryjnym liczbę i położenie fragmen-
tów re strykcyj nych, zaw ier aj ących homo l o gi czne s e -
kwencje nukleotydowe do sekwencji zastosowanej
sondy,

Jednym z pierwszych czynników patogenności
szczępow E. coli, oznaczonych testem Southern blot,
było typowanie obecności genów kodujących wytwa-
rzanie enterotoksyn - LT (ciepłochwiejnej) i ST (cie-
płostałej), a następnie na tej podstawie klonalne róz-
nicowanie badanych izolatów (38). Początkowo, do
testów RFLP uz}.wano sond molekularnych, będących
dość dużymi fragmentami genowymi. Obecnie stosu-
je się przeważnie krótkie sekwencje nukleoĘdowe, sta-
nowiące zwykle syntetyczne oligonukleotydy wytwa-
rzane np . meto dą P CR ( 3 6). P odstawowym warunkiem
jaki musi być spełniony, aby sonda DNA wykazywała
skuteczne dziaŁante, jest jej unikalna sekwencja nu-
kleotydowa, koduj ąca konserwatywny fragment kwa-
su nukleinowe go badany ch szczepów E. c o l i . T aką se-
kwencję zawjęranp. operon odpowiedzialny za synte-
zę rybosomalnego RNA (rRNA). Szczepy E. coli po-
siadają zwykle kilka (od 5 do 7) rybosomalnych ope-
ronów, a uzyskany w procesie hybrydyzacji obraz,
zwanym rybotypem (ribotyping), składa się z 10-15
pr Ękow, p o zw alaj ących na sto sunkowo łatwą an al izę
i interpretację (36, 54). Szczepy E. coli, należące do
tych samych klonów, a izolowane z rożnych źródeł,
dająten sam ribotypingprzez co identyf,rkacja ich po-
krewieństwa nie sprawia trudności.

Elektroforeza puls acyj na (Pul sed Field Ge1 Electro-
phoresis, PFGE) została wprowadzona celem separa-
cji dużych fragmentów chromosomalnego DNA, po-
wstałych w wyniku cięcia przęz endonukleazy, kto-
rych nie możnabyŁo rozdzielić tradycyjną elektrofo-
rezą agarozową. PFGE pozwala na analizę cząstek
DNA o masie powyzej 40-50 kb aż do fragmentów o
wielkości nawet powyżej 10 000 kb (10 mb) (2,22,
24, 3 5, 5 5, 64). W technice tej wykorzystano dwa zj a-
wiska: I) zmiany konfiguracji przestrzennej cząstek
DNA pod wpĘłv emprzyłożonego napięcia pr ądu oraz
2) możliwością powrotu do pierwotnego ułożenia po
usunięciu tego napięcia (9, i1). W przeciwieństwie do
klasycznej elektroforezy, w której przepŁyw prądu na-
stępuje w jednym kierunku, w PFGE występuje ciryła
zmiana pr zyŁo żenta e l ektro dy do datni ej . P o d wp ływem
takich warunków, c ząstki DNA zmieniaj ąs woj ą kon-

figurację przestrzenną i kierunek przemieszczania się
w zelu agaTozowym. Wprowadzęnię impulsów elek-
trycznych o zmiennej długości wpłvwa bezpośrednio
na reorientację fragmentów DNA o rożnej wielkości,
tzn. dhlższe pulsy przyspieszają przemieszczanie slę
większych cząstek, krótsze natomiast mniejszych
fragmentów pociętego przez endonukleazę chromoso-
malnego kwasu nukleinowego (35). Programując od-
powiednio kierunek t czas przepływu prądu (pulsu),
PFGE pozwala na separację fragmentów restrykcyj-
nych o rożnej masie molekularnej (,22). Uży.wane obec-
nie odmiany PFGE, oparle na powyzszym założeniu
teor ety cznym, róznią się przede wszystkim spo sobem
pr zyŁo żenta i zmtany pul suj ąc e go p o la elektryc zne go.
Najczęściej stosuje się metodę odwróconego pola elek-
trycznego (Field Inversion Gel Electrophoresis, FIGE)
(9) lub sześciokątnego jednorodnego pola elekĘcz-
nego (Contour Clamped Homogenous Electic Field,
CHEF) (11). FIGE, wykorzysĘe klasycznąkomorę
elektroforetyczną w której okresowo zmieniane jest
przyłożenie elektrody dodatniej o 180'. Dobierając
odpowiednio częstotliwość zmiany pola elektryczne-
go oraz czas przępływu prądu (pulsu) uzyskuje się
różnąruchliwośc fragmentów DNA zależną od ich
wielkości. W przypadku aparatu CHEF, geocentrycz-
na konfiguracja elektrod determinuje kąt reorientacji
przepływu DNA na 720", który ma istotny wpływ na
rozdział i ruchliwośc cząstek w zelu agafozowym.
Przyłożone na końcach każdej z elektrod odpowied-
nio dobrane napięcie pozwalana uzyskanie jednorod-
nego pola elektrycznego niezbędnego do liniowego
r ozdziału dużych fragmentów chromosomalnego DNA
(22,35).

Pierwszym etapem analizy szczepów E. coli przy
użyciu techniki PFGE jest izolacja całego chromoso-
malnego kwasu nukleinowego. Ponieważ tak dlża
cząstka DNA jest niezwykle wrazliwa na mechanicz-
ne uszkodzenie (np. w trakcie pipetowania), izolację i
trawienie materiału genetycznego wykonuje się w
b 1 o c zkach agar o zow ch, zaw i er ających zawi e s inę b ak-
teryjną badanego szczepv. Agaroza ta, stanowiąc ma-
teriał osłonowy, utrzymuje chromosomalny DNA w
nieuszkodzonym stanie, pozw alając j edn o cze śnie na
swob o dne pr zemieszczanie s ię czynni ków używanych
doIizy ścian, błon komórkowych i białek cytoplazma-
ty czny ch komórek b akteryj nych (prote in aza K, Iizo -
zym) (28,35, 36). Uzyskany DNA jest następnie cięty
in situ na liniowe fragmenty plzy pomocy rzadko tną-
cych enzymów restrykcyjnych. Wykorzystuje się tu
informację, ze większość bakterii gramujemnych, w
tymE, coli,posiada chromosomalny DNA z przewagą
guaniny (G) i cytozyny (C) w stosunku do adeniny (A)
i tyminy (T) (6) Dobierając endonukleazy,Iozpozna-
jące sekwencje bogate w nukleotydy A i T lub teżta-
kie, które są względnie długie (np. 6-8 nukleotydo-
we), uzyskuje się stosunkowo niewielką liczbę frag-
mentów restrykcyjnych (zwykle < 20), które mozna
następnie analtzowac metodą PFGE, W przypadku



mo l ekul arnych b adań ep i demio lo giczny ch szczęp ow
E. coli uzywane sązwykle enzymy restrykcyjne Notl
i Xbal (56). Ten pierwszy rozpoznaje sekwencje
GC ł GGCCGC, a efektem jego dziaŁanlajestpowsta-
nie 12-15 fragmentów o masie 10-1000 kb podczas
gdy Xbal przecina DNA w sekwencji T ,l, CTAGA, pro-
wadząc do generacji ok. 20 prążkow o masie 10-500
kb. Porównując profile DNA uzyskane przy badaniu
różnych szczepow E. coli, poddanych działaniu tego
s ame go enzymu re strykcyj ne go, można okre ś lic i ch po -

krewieństwo genotypowe, Interpretacja uzyskanych
wyników jest niezwykle istotnym elementem testu
PF GE. Anali zuj ąc obt azy e lektro fore ty czne te stow a-

nych szczepow E. coli,można stwierdzić następujące
zależności (56):

a) badane tzolaty sąidentyczne gdy ltczbaprążków
jest taka sama, a ana|ogtczne prązki posiadają tą samą
masę molekularną

b) badane izolaty wykazują ścisłe pokrewieństwo
gdy obraz elektroforeĘczny różni się w przypadku 2-
-3 uzyskanych fragmentów restrykcyj nych DNA. Może
to być wynikiem np. mutacji punktowej chromosomu,
która prowadzi do powstania dodatkowego miejsca
re strykcyj ne go. W miej sce j edne go liniowe go fragmen-
tu DNA powstają wtedy dwa, których łączna masa
molekularna stanowi równowartośó masy cząstki pier-
wotnej. Taki obraz PFGE obserwuje się niekiedy w
przypadku badania tych samych szczepów, zktorych
jeden był szereg razy pasażowany in vitro;

c) b adane izolaty wykazuj ą prawdop o dobne p okre -

wi eństwo gdy uzyskany pro fil e lektro fore ty czny r ożni
się 4-6 prĘkamt, których obecnośc jest efektem mu-
tacji punktowej i/lub wprowadzenia (lub delecji) frag-
mentu DNA;

d) badane tzolaty nie wykazująpokrewieństwa mo-
lekularnego gdy różnice w ilości ijakości uzyskanych
fragmentów re sfrykcyj nych prowadzą do p ows tanta 7

lub wi ę c ej r ożny ch prążków el ektro fore ty czny ch,
Andriza otrzymanego w teście PFGE obrazu elek-

troforetycznego, uwzględniaj ąca powyższe kryteria,
jest stosunkowo trudna i często subiektywna. Celem
standary zacji wyników wprowadzono o statnio szere g
progfamow komputerowych, pozwalających na do-
kładną anal tzę liczby i masy molekularnej uzyskanych
fragmentów DNA. Z ich wykorzystaniem mozliwe jest
szybkie i obiektywne określenie pokrewieństwa geno-
typowego testowanych izolatow bakteryjnych. Stopień
tego pokrewieństwa, oznaczany najczęściej w procen-
tach, jest następnie kalkulowany automatycznie i sta-
nowi podstawę do kreślenia dendrogramów (56).

Test polimelazowei ]eakGii łańcuchowei
(Polymerase Ghain Reaction, PGB)

Opracowany zostałw latach 8O-tych przez Mullisa
i Faloona (39), azastosowany po ruzpierwszy w prak-
tyce przez Saiki i wsp. (48). Polega on na syntezie in
vitro wybranej sekwencj i nukleotydowej DNA. Jest to

niezwykle czttła, szybka i swoista molekularna meto-
da aplikacyjna, która znajiltje szerokie zastosowanie
zarówno w badaniach diagnostycznych, jakteż w okre-
ślaniu stopnia pokrewieństwa (identyczności) szcze-
pów (klonow) bakteryjnych, w tymE, coli. Zasadatę-
stu została szczegołowo opisana w licznych publika-
cjach przeglądowych, w tym również w języku pol-
skim (4, 19, 30, 3I,43,51). W obecnym opracowaniu
zostanie więc tylko przedstawione zastosowanie testu
PCR w badaniach zwtązany ch z epidemiolo gią mole-
kularną.

W latach 9O-tych wprowadzono odmianę tego te-

stu, zwaną RAPD PCR (Random Amplified Polymor-
phic DNA), określanątakże terminem AP PCR (Arbi-
irary Primer) (62,63). Opafiajest ona, analogicznie
jak klasyczny test PCR, na polimerazowej amplifika-
cji fragmentów DNA in vitro. W metodzie RAPD PCR
używa się zwykle starterów długości około 8-12 nu-
kleotydów, o dowolnej sekwencji, która jest komple-
mentarrra do losowo ułożonych odcinkow chromoso-
malnego DNA. Pozwalato w konsekwencji na ampli-
fikację fragmentow kwasu nukleinowego o różnej dłu-
gości (7). W wyniku przeprowadzonych 30-40 cykli
PCR, powstaj ą produkty, które są następni ę rozkłada-
ne w procesie elektroforezy agarozowej i uwidacznia-
neprzęzbarwienie ta-
łychprĘków jest ól-
nycl:l szczepów (kl od
wybranej sekwencji nukleotydowej starlerów. Jest to
metoda stosunkowo prosta, szybka i powtarzalna, a
jej dodatkową za|etąjest minimalna ilość materiału
wyjściowego (szczep bakteryjny lub jego DNA) nie-
zbędna do wykonania reakcji, W przypadku patogen-

nych szczepów E. coll stosowane w metodzie RAPD
PCR startery mająnłrykle następujące sekwencje: CCG-
CAGCCAA; GTGGATGCGA; GCGGAAATAG, a

u zy skana z i ch udziałem ltczb a amp l i fi kow anych frag-
mentów zawlęra się w granicach tr 2- 15 , przez co jest
łatwado analizy wizualnej bez specjalnego i drogiego
oplogramowania komputerowego ( 1 0, 42, 6I). Meto-
da RAPD PCR jest teżbardziej czułaniż inne techni-
kl analizy chromosomalnego DNA (np. RFLP) i wy-
daje się miec dużąprzyszłośc w epidemiologii mole-
kularnej.

Odmianą testu PCR, wprowadzaną obecnie do ba-
dań pokrewieństwa genotypowego szczepow E. coli,
jest ERIC PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus) (21 , 57). W metodzie tej używa się pary
starterów o dośó długich sekwencjach nukleotydo-
wych, komplementamych do określonego fragmentu
genomu b akteri i z r o dziny E n t ero b a c t er i a c e a e, naTw a-

nych ERIC l R (ATGTAAGCTCCTGGGGATTCA)
or az ERICZ (AA GTAAG T GAC T G GG G GT GA G C G)
(57). Sekwencje te sąwysoce konserwatywne ale ich
rozmięszczenie w chromosomalnym DNA róZni się
w zależności od gatunku, a nawet szczepl (klonu) E.
c ol i (I 6, 3 4) . tJ żyw ając testu ERIC -P CR możliwe j est



więc uzyskanie charakterystycznego obrazu fingerprin-
ting, który jest uzywany do łatwego róznicowania po-
szczegolnych szczepów. Jest to więc bardzo zbliżona
w swoim założęniu metoda do opisanego wyżej testu
RAPD PCR, różniąca się tylko specyftcznymokreśle-
niem sekwencji starterów reakcji PCR. Wykazano, tż
uzyskane ptzy użyciu opisanych stafterów ERIC1R i
ERIC2 profi le elektrofore ty czne cechuj ą się stałością
u tych samych szczepów (klonów) E. coli, badanych
w róznym okresie czasu (34,46). ERIC PCR jest więc
niezwykle atrakcyjną metodą która powinna wkrótce
zna7eżc szęrsze zastosowanie do molekularnej anali-
zy rożnych patogennych szczepów bakteryjnych, w tym
E, coli.

Intensywny r ozw oj badań obejmuj ących biologię
molekularn ą p ozw ala obecnie na wprowadzenie wie-
lu metod genotypowych do identyfikacji różnicowa-
ni a p ato gen ny ch szczep ów E. c o l i. S zer e g użlłvanych
technik, opaĘch na analiztę plazmidowe go i/lub chro -

mosomalnego DNA, daje szerokie mozliwości szyb-
kiej i dokładnej oceny cech chorobotwórczości izolo-
wanych bakterii jak równiez pozwala na analizę stop-
nia ich pokrewieństwa, źrodŁa zakażenia oraz dróg
szerzęnia się infekcji. Taka dokładna charakterystyka
szczepow E. coli wymaga zwykle zastosowania rów-
nocześnie więcej niż jednej zprzedstawionych metod
typizacjt genotyp owej, których dopi ero Łączne wyniki
pozw alająna ścisłe określenie klonalnego charakteru
b adany c h szc zep ow b akteryj nyc h. W o znac zaniu ty ch
zależności istotną rolę odgrywa sposób interpretacji
uzyskanych rezultatów. Niezwykle pomocne sąw tym
względzie coraz nowsze i dające większe możliwości
pro gramy komputerowe, p o zwalaj ąc e na altomaty za-
cję i obiektywnąocenę wyników orazichaplikację do
celów rozwij aj ącej się epidemiologii molekularnej .
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