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the first test, designated as mPCR-1, four primer pairs
n,iaiiants: Stxl, Stx2, Stx2d, and Stx2f. The amplifi-
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Szczepy Escherichia coli wytwarzające toksyny Shi-
ga, określane jako STEC (Shiga toxin-producing E. coli),
s tanowi ą gr o żny d7a 7udzi czy nni k chorob otwórczy, o d-
powiedzialny za rozwój kr-wotocznego zapalenia jelita
grubego (hemorrhagic colitis; HC), hemolltycznego ze-
społu mocznicowego (hemolytic uremic syndrorne;
H U S ) or az małopĘtk owej p l am i cy zal<r zep ow ej (thro m-
botic thrombocytopenic pulpura; TTP) (18, 21). Rezer-
wuarem i żródłem STEC jest przede wszystkim bydło,
ktore będap bezobjawowym nosicielem, wydala drob-
noustroje zkałem (l5, 16,2l). Shigatoksyczne szczępy
E. coli stwierdza się tez u innych zwierząt domowych,
takich jak: śrł,inie , kozy i owce oraz l zwierząt wolno
żyjących (eleni) i ptaków (18). Zrodłemzakażeniahl-
dzi jest przede wszystkim zywnośó pochodzenia zwie-
rzęcego (zwłaszcza wołowina), ale notowano rowniez
przypadki zachorowania po spozycil zakażonego mle-
ka,warzyw, owoców, jakteż na skutek kontaktów bez-
pośrednich zńerzę<ńowiek i człowiek-człowiek (17, 2I).

Naj wazniej szy m czy nnikiem pato genno ś ci szczep ów
STEC jest toksyna Shiga (Stx) występująca w dwóch
podstawowych odmianach : Stx l oraz StxZ, różniagy ch
się między sobą składem aminokwasowym, strukturą
antygenowąi aktywnościąbiologiczną(5, 8, 10, 11, 17,
l8, 2t). Shigatoksycznę szczepy E. coli mogą wytwa-
rzac ty7ko Stx1, tylko Stx2 lub też obie toksyny równo-

cześnie, Toksyna Stx1 jest prawie jednorodna, gdyż
obserwowane róznice dotyczą zaledwie jednego ami-
nokwasu (2ż),natomiast odmiana Stx2 występuje w kil-
ku podstawowych wariantach, oznaczonych jako Stx2c,
Stx2d i Stx2l zbliżonychjednak do siebie pod wzglę-
dem aktywności biologicznej (I'7-I9,21). Dosyć duzą
odmienność wykazuje natomiast odmiana toksyny okreś-
lonajako Stx2e, cechująca się szczególnym powinowac-
twem do glikolipidowych receptorów Gb3, występują-
cych w j elicie c ienkim or az w środbłonku naczy h krwio -

nośnych. Obecność tego wariantu Stx związana jest
z rozw ojem charakterys Ę czny ch zml,an h istopatologicz-
nych u świń w przebiegu choroby obrzękowej orazbie-
gunki u prosiaJ, przede wszystkim w okresie odsadza-
nia od macior (1, 14).

Identyfikacja E. coli grupy STEC opiera sięzazwy-
czaj na izolacji bakterii z ttżyciem podłoży selektyw-
nych, określaniu przynalezności gatunkowej przy zasto-
sowaniu testów biochemicznych, a następnie na ozna-
czaniu czynników patogenności, zwłaszcza toksyn Shi-
ga (2, 1 8). Procedury te są czaso- i pracochłonne, a uzys-
kane rezultaty badańnie zawsze jednoznaczne.

W ostatnich kilku latach wprowadzono szereg nowo-
czesnych testów opartych na biologii molekularnej,
umozliwiaj ących wykrycie genow koduj ących wytwa-
rzanie toksyny Stx. W testach tych wykorzysfuje siętech-
nikę hybrydyzacji DNA ze znakowanymi sondami mo-
lekulamymi lub amplifikację techniką PCR fragmentów*)Praca \\ly](onana rł,ramaclr ptojekfu birda,"vczego KBN PCZ 014-26
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genów stx odpowiedzialnych za ekspresję toksyny Shi-
ga (6,12-14. 16). Obok klasycznych reakcji PCR, w któ-
rychuzlłva się tylko jednej pary starlerów, zwykle kom-
plementamych do konserwatywnego fragmentu genu
stx. coraz częściej znajdujązastosowanie testy określo-
ne jako nrultiplex PCR (mPCR), w których wykorzys-
tuje się drvie i więcej par stafterów umozliwiajapych
rórvnoczesną amplifikację kilku markerów genotypo-
rł,ych szczepów STEC (6, 12-14, I7'). W niniejszym
opracorł,aniu przedstawiono dwustopniową procedurę
opafią na reakcji mPCR, pozwalającą na identyfikację
toksyny Shiga orazróżnicowanie jej odmian genotypo-
wych (Stx1, Stx2), jakteż czterech wariantów toksyny
Stx2 (Stx2c, Stx2d, Stx2f, Stx2e).

Mateilał imetody
Szczepy bakter_ljne. Do opracowania testów uz}to referen-

cyjnych szczepów E, coli, których charakterystyka podana zo-
stała w tab. 1. Ponadto, do oceny skuteczności opracowanego
tesfu mPCR wykorzystano 797 szczepów izolowanych od cie-
1ąt, świń i ludzi. Szczepy te został wcześniej zbadane w kie-
nrnku obęcności genów slxl i stx2 toksyny Shiga (l3, 14,16;).

Tab. l. Charakterl,styka referencyjnych szczepów E. coli uży-
tych do opracowania testów multiplex PCR
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Matrycowy DNA. Do testów PCR uzyto DNA uzyskane-
go przez zawieszenie 1 kolonii bakteryjnej w 25 pl jałowej,
rvolnej od DNaz i RNaz wody redestylowanej (ICN Biome-
dicals, USA). Zawiesinę następnie odwirowano (13 000 x g,
2 min.), a otrzymany superlatant stanowił żródło lrratrycowe-
go DNA. Bakterie do badań inkubowano na podłozu LB lub
agaTzę z krwią w 37'C przez 18 h.

Testy PCR. W pielwszym etapie pracy opracowano multi-
plex PCR (mPCR-l) pozwalający na wykrycie genów toksyn
Stxl i/lub Stx2 oraz dwoch odmian Stx2: Stx2d i Stx2f. Na-
stępnie wprowadzono drugi test mPCR oznaczony jako
mPCR-2, umozliwiający identyfikację kolejnych wariantów
Stx2: Stx2c oraz Stx2e. Ponadto, w obu etapach pracy zasto-
sowano specyficzne stafiery, pozwalające na amplifikację frag-
mentu DNA, kodującego wytwarzanie 165 rRNA E. coli, co
stanowiło kontrolę wewnętrzną wykonanej reakcj i.

Amplifikację genów toksyny Stx i jej odmian wykonlłva-
no w mieszaninię PCR składajapej się z matrycowego DNA
odpowiednich referencyjnych szczepow bakteryjnych, 5 pl
buforu ęLzymatycznego, l0 pl MgCl. (w końcowej koncen-
tracji 5 mM), 5 pl nukleotydów dNTP (dATą dCTŁ dGTP
i dTTP w koncentracji 200 pM), 2 U termostabilnej polime-
razy Taq(Fermentas, Litwa), stafięrów oligonukleotydowych
oraz wody, dodanej do końcowej objętości 50 pl. Charaktery-
styka oraz sekwencje nukleoĘdowe starterów zostały przed-
stawione w tab. 2. Reakcję arnplifikacji wykon}łvano w ter-
mocyklerze PTM-100 (MJ Research, USA) uzywając nastę-
pujących parametrów: 94"C 5 min. (denaturacja wstępna),
a następnie 30 cykli składających sięz94"C (1 min.), 53'C
(1 min.) 1]2'C (2 min,). Końcowy etap wydłużania przepro-
wadzono w temperaturzę JZ,C przez 5 min.

Interpretacja wyników. Analizę elektroforetyczną produk-
tów amplifikacji genowej wykonano w 7,5oń żelu agarozo-
wym w buforze TAE przy stałym napięciu l00 V, Żelębar-
wiono w bromku etydyny (5 pg/ml) przez2 min., odbarwia-
no w wodzie redestylowanej i fotografowano w świetle UV
przy użyciuzęstawu Gel-Doc 2000 (Bio-Rad, USA). W przy-
padku, gdy badany izolat bakteryjny posiadał zdolność eks-
presj i przynaj mniei j ednei z b adany ch toksyn, ob s ęrwowano

Tab.2. Charakterystyka starterów użytych lv testach mPCR do iden§fikacji genów badanych toksyn Shiga
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Nazwa
sta rte ra

Sekwencja (5'-3-) Ampliliko-
Wany gen

Dostęp do
Ba nku

Genowego

mPCR-1

LP30
LP31

LP43
LP44

SlxZd -a

Slxzd-b

128-1
128-2

16s-F
16s-R

CAGTTAATGTCGTGG CGAAGG
CACCAGACAATGTAACCG CTG

ATCCTATTC CCG G GAGTTTACG
G CGTCATCGTATACACAG GAG C

G G TAAAATTGAGTTCTCTAAGTAT
CAG CAAATCCTGAAC CTGACG

AGATTG G G CGTCATTCACTG GTTG
TACTTTAATG G CCG CCCTGTCTCC

AGAGTTTGATCATGG CTCAG
G GACTACCAG GGTATCTAAT

stx1
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3
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mPCB-2

Stx2c-a
Slx2c-b

S LT2vB1
S LT2vB2

1 6s-F
1 6s-B

G CGGTTTTATTTGGATTAGT
AGTACTCTTTTCCGG CCACT

ATG AAGAAGATG TTTATAG CG
TCAGTTAAACTTCACCTGG G C

AGAGTTTGATCATGG CTCAG
G GACTACCAGGGTATCTAAT

stx2c

slx2e

,l6S tRNA

1 1 86-1 205
1 309-1 290

1176-1196
1 439-1 41 9

8-2l
805-798
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267
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0,1

0,2

0,05
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J01 859

22
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Ryc. l. Obraz elektroforetyczny produktów testu multiplex PCR (mPCR-r) uzyskany ze szczepami E, coli
badanymi w kierunku genów toksyn Stxl oraz Stx2 z jej odmianami Stx2f i Stx2d. Poszczególne ścieżki:
M - marker masy molekularnej 100 pz;1- szczepy B2,214lI25 i 551/98 (Stxl, Stx2, Stx2f, Stx2d, 165
rRNA); 2 - szczepy 82 i 551/98 (Stxl, Stx2, Stx2d, 165 rRNA); 3 - szczepy B2 i2141125 (Stxl, Stx2, Stx2f,
165 rRNA); 4 - szczep 82 (Stxl, Stx2, 165 rRNA); 5 - szczep C6O0J1 (Stx1, 165 rRNA); 6 - szczep C6O0W34
(Stx2, 165 rRNA); 7 -szczepy C6O0J1, 2I4l125 i 55U98 (Stxl, Stx2f, Stx2d, 165 rRNA); 8 - szczepy C6O0J1
i 551/98 (Stxl, Stx2d, 16S rRNA); 9 - szczepy C6O0J1 i 2141125 (Stxl, Stx2f, 16S rRNA); 10 - szczepy
C6O0W34,2l4ll25 i 551/98 (Stx2, Stx2f, Stx2d,165 rRNA);11 -szczepy C6O0W34 i 551/98 (Stx2, Stx2d,
165 rRNA); 12 - szczepy C6O0W34 i2141125 (Stx2, Stx2f, 165 rRNA); 13 - szczepy 2l4ll25 i 551/98 (Stx2f,
Stx2d, 165 rRNA); 74 - szczep 551/98 (Stx2d, 165 rRNA); 15 - szczep 2l4ll25 (Stx2f, 165 rRNA); 16 -
szczep C600 (165 rRNA); I7 -H2O (próba ślepa). Strzałkami oznaczono pozycje amplikonów: 163 rRNA
(198 pz), Stx2 (584 pz), Stx2f (428 pz), Stxl (348 pz), Stx2d (115 pz)

obęcność co najmniej dwóch produktów amplifikacji cha-
rakterystycznego dla danej toksyny Stx (i/lub odmiany Stx2)
oraz drugiego, typowego dla genu l65 rRNA E. coli (prążek
o masie 798 pz).

Wyniki iomówienie
Identyfikacja shigatoksycznych szczepów E. coli,

opierająca sięna izolacji badanych drobnousfrojów i wy-
konaniu testów biochemicznych, jest plocesem praco-
chłonnym i czasochłonnym, co nie jest bez znaczenia
w przyp adku T ozp o znaw ani a drobnou stroj Ów p o cho dzą-
cychzprzypadkowklinicznych.Znacznymułatwieniem
procesu diagnosĘcznego jest zastosowanie metody PCR
pozwalającej znacznie skrócić (do kilku godzin)
i usprawnić proces oznaczania genów odpowiedzialnych
za ekspresję toksyny Shiga i jej wariantow, a Ęm sa-
mym zaliczyc badane bakterie do grupy STEC. W łm
celu, w obecnych badaniach opracowane zostaŁV dwa
te sty multiplex PCR, wykorzysfuj ące o dpowi ednio 5 par
stafterów w przypadku testu mPCR-I oraz 3 pary star-
terów w metodzie mPCR-2. W trakcie wykonyłvania
szeregu prac wstępnych zastosowano rózne koncentra-
cje starterów, stęzenia poszczegolnych reagentów, np.
MgCl, a także odmienne parametry dotyczące czasu
i temperatury poszczególnych etapów amplifikacji.
Stwierdzono, ze optymalne wyniki testów mPCR, wi-
doczne w zelu agarozowymw postaci wyrńnychprĘ-
ków uzyskano pTzy zastosowaniu koncentracji starte-
rów, ktore zostŃy podane w tab. 2 oraz w obecności
5 mM jonów magnezu.

Specyficzność
opracowanych tes-
tów oznaczono,
poddając analizte
szereg referencyj-
nych szczepów
E. coli (tab. 2).
W rezultacie. w teś-
cie mPCR-1 uzys-
kano specyftcznę
produkty amplifi-
kacji o następują-
cych masach mole-
kularnych: 175 pz
(Stx2d), 348 pz
(StX1),428 pZ
(Stx20,584 pZ
(Sb,ź) oraz produkt
o masie 798 pz, od-
powiadający 16S
rRNA E, coli, sta-
nowlący wewnętrz-
ną kontrolę reakcji
PCR (ryc. 1). W teś-
cie mPCR-2 uzys-
kano natomiast am-
plikony odpowia-
dające wielkości
124 pz (Stx2c),
ż67 pz (Stx2e)

oraz, podobnie j ak w poprzednim odczynie, 7 9 8 pz (I 63
rRNA) (1yc.2). Nie stwierdzono obecności tych lub in-
nych produktów amplifikacji genowej, gdy do badań
użyto szczepów nie należących do rodzaju E. coli (Cam-
pylobacter jejuni, Proteus vulgaris, Salmonella sp.).

798 pz-+

267 pz-+

124 pz-+

Ryc. 2. Obraz elektroforetyczny produktów testu multiplex PCR
(nPCR-2) uzyskany ze szczepami E, coli badanymi w kierunku
genów toksyn Stx2c i Stx2e. Poszczególne ścieżki: M - marker
masy molekularnej l00 pzi l - szczepy 107186 i 137l98 (Stx2e,
Stx2c, 165 rRNA); 2 - szczep 137/98 (Stx2c, 165 rRNA); 3 -
szczep l07186 (Stx2e, 165 rRNA); 4 - szczep C600 (16S rRNA);
5 - HrO (próba ślepa). Strzałkami oznaczono pozycje ampliko-
nów: 165 rRNA (798 pz), Stx2e (261 pz), Stx2c (124 pz)
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Opracowane testy mPCR-l
i mPCR-2 zastosowano następnie
do analizy gerrotypowych marke-
rów toksyn Shiga uI97 szczepów
E. coli pochodzących od cielaJ,
śu in i ludzi.Izolaty te były badane
poprzednio w kierullku genów stx
przr uzyciu konwencjonalrrych tes-
tolł, PCR. Stwierdzono pełną zgod-
ność pomiędzy wynikami uzyska-
nvtni rv poprzednich badaniach
a obecnymi rezultatami. otrzyma-
nymi przy zastosowaniu testów
mPCR. Wśrod zbadanych 797
szczepów 29 (l4,7%) było Stx-do-
datni ch, pozwal aj ąc y ch zallczy ć j e
do gupy STEC. Str,vierdzono równiez obecność warian-
torł,toksyny Shiga 2: Stx2d (.l szczep) i Stx2c (2 izola-
ty), ktore nie były wykazane w trakcie poprzednich ba-
dań metodą PCR. Nie wykazano natomiast genu stx2f,
koduj ącego stosunkowo rzadko występuj ącą odmianę
tej toksyny Stx (tab. 3).

W ostatnich kilku latach opracowano szereg testów
PCR, rł,ykorzystujących więcej niz jedną parę starterów
oligonukleotydowych, rrmożliwiających identyfikację
roznych markerów genotypowych szczepow STEC
(6, 12-14,17,ż2). Większość tych odczynów opiera się
na amplifikacji fragmentu genu toksyny Slriga (stx), genu
eaeA odpowiedzialnego za ekspresję inĘminy oraz genu
ehlyA kodującego wytwarzanie enterohemolizyny.
Opracowana obecnie metoda, z wykorzy stani em dwóch
testów multiplex PCR, umozliwia szybkie oznaczenie
genów odpowiedzialnych za ekspresję toksyny Shiga
(Stx1, Stx2 orazjej szeregu wariantów), a tym samym
stw i erdzen i e przy należno ś c i b adanych drobnou stroj ów
do grupy STEC. Odpowiednio dobrane startery oligo-
nukleotydowe umozliwiły uzyskanie amplikonow róż-
niących się znacznie masą molekularn% przez co były
łatwe do identyfikacj iw 1,5oń żell agarozowym. Przed-
stawiona metoda, opafta na dwóch testach multiplex
PCR, umo żliw ia zaliczente analizowanych bakterii
E. coli do grupy STEC, jak równiez pozwala na ozna-
czenie wariantów genotypowych toksyny Stx2 w czasie
kilku godzin, co może mieć szczególne znaczenię
wprzypadku szybkiej diagnostyki patogennych dla lu-
dzj i zwierząt izolatow shigatoksyc znych. Opracowane
testy cechowaĘ się wysoką specyficznością (zgodność
wyników testów PCR i mPCR, brak produktow ampli-
fikacji w przypadku zastosowania innych bakterii niz
E. coli), a kontrolę prawidłowości ich wykonania gwa-
rantowała równoczesna amplifikacja genu 165 rRNA
E. coli. Metoda ta może więc być uzyta do szybkiej,
a j e dnoc ze ś nte szcze glłowej charaktery styki genotypo -
wej szczepów STEC,
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Geny wykrywane w teście nPCB

mPCR-1 ] mPCB-2

stx2 ! srx2d slxZl l stxZc slx2e

Stx1

Slx2

Stx1 + Stx2

Stx2 + Stx2d

Slx1 + Stx2c

Stx2e
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