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The aim Uf the present study was to develop a method based on multiplex PCR (mPCR) to identity Shlga;
toxin and its genotypic subclasses. The procedure involved the amplification of the stx gene and its variants
with the primers described earlier by other authors. In the first test, designated as mPCR-1, four primer pairs
were used that were specific for the followi ing Shiga toxin variants: Stx1, Stx2, Stx2d, and Stx2f. The amplifi-
cation reaction generated PCR products of molecular masses 348, 584 I‘?S and 428 bp, respectively. The
secnn[l test (mPCR-2) which used primers specific for Stx2¢ and Stx2e, generated the amplicons of 124 and

Szczepy Escherichia coli wytwarzajace toksyny Shi-
ga, okreslane jako STEC (Shiga toxin-producing E. coli),
stanowia grozny dla ludzi czynnik chorobotwérczy, od-
powiedzialny za rozwoj krwotocznego zapalenia jelita
grubego (hemorrhagic colitis; HC), hemolitycznego ze-
spotu mocznicowego (hemolytic uremic syndrome;
HUS) oraz matoptytkowej plamicy zakrzepowej (throm-
botic thrombocytopenic purpura; TTP) (18, 21). Rezer-
wuarem i zrédtem STEC jest przede wszystkim bydto,
ktore bedac bezobjawowym nosicielem, wydala drob-
noustroje z katem (15, 16, 21). Shigatoksyczne szczepy
E. coli stwierdza sig tez u innych zwierzat domowych,
takich jak: $winie, kozy i owce oraz u zwierzat wolno
Zyjacych (jeleni) 1 ptakow (18) Zrodtem zakazenia lu-
dzi jest przede wszystkim zywno$¢ pochodzenia zwie-
rzecego (zwlaszcza wotowina), ale notowano réwniez
przypadki zachorowania po spozyciu zakazonego mle-
ka, warzyw, owocow, jak tez na skutek kontaktow bez-
posrednich zwierze-czlowick i czlowick—cztowiek (17, 21).

Najwazniejszym czynnikiem patogennosci szczepow
STEC jest toksyna Shiga (Stx) wystgpujaca w dwoch
podstawowych odmianach: Stx1 oraz Stx2, r6zniacych
si¢ miedzy soba sktadem aminokwasowym, struktura
antygenowa 1 aktywnoscia biologiczna (5, 8, 10, 11, 17,
18, 21). Shigatoksyczne szczepy E. coli moga wytwa-
rza¢ tylko Stx1, tylko Stx2 lub tez obie toksyny rowno-

*) Praca wykonana w ramach projektu badawczego KBN PCZ 014-26,

espectively. In addition, in each test, primers specific to the E. coli 16S rRNA were used as an internal
and mPCR-2 were then validated by analyzing the 197 previously characterized E. coli
,es, pigs and chlldren The results ohtamed \uth the mPCR tests were compared

czesnie. Toksyna Stx1 jest prawie jednorodna, gdyz
obserwowane réznice dotycza zaledwie jednego ami-
nokwasu (22), natomiast odmiana Stx2 wystepuje w kil-
ku podstawowych wariantach, oznaczonych jako Stx2c,
Stx2d 1 Stx2f, zblizonych jednak do siebie pod wzgle-
dem aktywnosci biologicznej (17-19, 21). Dosy¢ duza
odmienno$¢ wykazuje natomiast odmiana toksyny okres-
lona jako Stx2e, cechujaca si¢ szczegoInym powinowac-
twem do glikolipidowych receptoréw Gb3, wystepuja-
cych w jelicie cienkim oraz w srédbtonku naczyn krwio-
nosnych. Obecno$é tego wariantu Stx zwigzana jest
z rozwoj em charakterystycznych zmian histopatologicz-
nych u $win w przebiegu choroby obrzgkowe) oraz bie-
gunk1 u pr051at przede wszystkim w okresie odsadza-
nia od macior (1, 14).

Identyfikacja E. coli grupy STEC opiera si¢ zazwy-
czaj na izolacji bakterii z uzyciem podiozy selektyw-
nych, okreslaniu przynaleznosci gatunkowej przy zasto-
sowaniu testow biochemicznych, a nastgpnie na ozna-
czaniu czynnikow patogennosci, zwlaszcza toksyn Shi-
ga (2, 18). Procedury te sa czaso- i pracochtonne, a uzys-
kane rezultaty badan nie zawsze jednoznaczne.

W ostatnich kilku latach wprowadzono szereg nowo-
czesnych testow opartych na biologii molekularnej,
umozliwiajacych wykrycie genéw kodujacych wytwa-
rzanie toksyny Stx. W testach tych wykorzystuje sig tech-
nike¢ hybrydyzacji DNA ze znakowanymi sondami mo-
lekularnymi lub amplifikacjg technikg PCR fragmentow
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genow stx odpowiedzialnych za ekspresj¢ toksyny Shi-
ga (6, 12-14, 16). Obok klasycznych reakcji PCR, w kt6-
rych uzywa si¢ tylko jednej pary starteréw, zwykle kom-
plementarnych do konserwatywnego fragmentu genu
stx. coraz czg¢$ciej znajduja zastosowanie testy okreslo-
ne jako multiplex PCR (mPCR), w ktérych wykorzys-
tuje sie dwie 1 wigcej par starterow umozliwiajacych
rownoczesng amplifikacje kilku markerow genotypo-
wych szczepow STEC (6, 12-14, 17). W niniejszym
opracowaniu przedstawiono dwustopniowa procedure
oparta na reakc)i mPCR, pozwalajaca na identyfikacje
toksyny Shiga oraz rdznicowanie jej odmian genotypo-
wych (Stx1, Stx2), jak tez czterech wariantéw toksyny
Stx2 (Stx2c¢, Stx2d, Stx2f, Stx2e).

Materiat i metody

Szczepy bakteryjne. Do opracowania testow uzyto referen-
cyjnych szczepow E. coli, ktorych charakterystyka podana zo-
stata w tab. 1. Ponadto, do oceny skutecznosci opracowanego
testu mPCR wykorzystano 197 szczepdw izolowanych od cie-
lat, $wif 1 ludzi. Szezepy te zostaly wezedniej zbadane w kie-
runku obecnosci genow stx1 1 stx2 toksyny Shiga (13, 14, 16).

Tab. 1. Charakterystyka referencyjnych szczepow E. coli uzy-
tych do opracowania testow multiplex PCR

Szczep Serotyp :G'e'"ngﬁi;’;"“"" Pismiennictwo
B2 0157:H7 stx1, stx2 7
C600J1 K-12 stx1 1
C600W34 K-12 stx2 7
137/98 0157:NM stx2c 7
551/98 062:H- stx2d 7
107/86 0139:K12 stx2e 1
214/125 0-:H18 stx2f 20
ce600 K-12 brak 7
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Matrycowy DNA. Do testow PCR uzyto DNA uzyskane-
go przez zawieszenie 1 kolonii bakteryjnej w 25 ul jatowej,
wolnej od DNaz i RNaz wody redestylowanej (ICN Biome-
dicals, USA). Zawiesing nastepnie odwirowano (13 000 x g,
2 min.), a otrzymany supernatant stanowit zrodlo matrycowe-
go DNA. Bakterie do badan inkubowano na podtozu LB lub
agarze z krwia w 37°C przez 18 h.

Testy PCR. W pierwszym etapie pracy opracowano multi-
plex PCR (mPCR-1) pozwalajacy na wykrycie gendéw toksyn
Stx1 i/lub Stx2 oraz dwoéch odmian Stx2: Stx2d i Stx2f. Na-
stepnic wprowadzono drugi test mPCR oznaczony jako
mPCR-2, umozliwiajacy identyfikacje kolejnych wariantéw
Stx2: Stx2c¢ oraz Stx2e. Ponadto, w obu etapach pracy zasto-
sowano specyficzne startery, pozwalajace na amplitfikacje frag-
mentu DNA, kodujacego wytwarzanie 16S rRNA E. coli, co
stanowito kontrolg wewngtrzna wykonanej reakcji.

Amplifikacj¢ gendw toksyny Stx i jej odmian wykonywa-
no w mieszaninie PCR sktadajacej si¢ z matrycowego DNA
odpowiednich referencyjnych szczepow bakteryjnych, 5 ul
buforu enzymatycznego, 10 pul MgCL (w koncowej koncen-
tracji 5 mM), 5 ul nukleotydé6w dNTP (dATP, dCTP, dGTP
1dTTP w koncentracji 200 uM), 2 U termostabilnej polime-
razy Taq (Fermentas, Litwa), starteréw oligonukleotydowych
oraz wody, dodanej do koncowej objetosci 50 ul. Charaktery-
styka oraz sekwencje nukleotydowe starteréw zostaty przed-
stawione w tab. 2. Reakcje amplifikacji wykonywano w ter-
mocyklerze PTM-100 (MJ Research, USA) uzywajac naste-
pujacych parametrow: 94°C 5 min. (denaturacja wstepna),
a nastepnie 30 cykli sktadajacych si¢ z 94°C (1 min.), 53°C
(1 min.) 1 72°C (2 min.). Kofcowy etap wydtuzania przepro-
wadzono w temperaturze 72°C przez 5 min.

Interpretacja wynikow. Analizg elektroforetyczna produk-
tow amplifikacji genowej wykonano w 1,5% zelu agarozo-
wym w buforze TAE przy statym napieciu 100 V. Zele bar-
wiono w bromku etydyny (5 pg/ml) przez 2 min., odbarwia-
no w wodzie redestylowanej i fotografowano w swictle UV
przy uzyciu zestawu Gel-Doc 2000 (Bio-Rad, USA). W przy-
padku, gdy badany izolat bakteryjny posiadat zdolno$¢ eks-
presji przynajmniej jednej z badanych toksyn, obserwowano

Tab. 2. Charakterystyka starteréw uzytych w testach mPCR do identyfikacji genow badanych toksyn Shiga

Mullt(i;%lex sb::rzt‘grz Sekwencja (5°~3") :/n;r‘:\llné?n '.I;u:::::ﬁii: ?,'g;“{';u;; Kuw“étzgt;?:ia DoBs;ﬁﬁudo Pi§miennictwo |

mPCR (M) | Genowego '
P |ccoacacanTeTAMCoRGTE | W | seqan | 08 | 01 | amems |
[Pid  |ccoTCATCOTATAGAGAGBAGE | ® | maiage | % | 01 | XuTess ;
MPCRT Shads | CAGGAAATCOTOAACCTOACG | %0 | tsgsags | 1S | 01 | AT | 22
2 | TACTITMMTCGCGCGOTGTGTCe | M | sapas | 28 | 005 | AWOmO |
6Sh |GGACTACCACGGTATCTAAT | TOS™RNA | gy | 798 | 0ms | urtass :
Sherh | AGTACTCTTITGCGOCCACT wee | oot w | | wew |
MPCRZ |Sitavg2 |TCAGTTAMAGTICACGTOSEC | % | lisedire | 2 | 02 e[
16 |GOAGTACAGGGTATOTAAT | SSTRNA | gocfes | 798| ogs | yotass ‘
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Ryc. 1. Obraz elektroforetyczny produktéw testu multiplex PCR (mPCR-1) uzyskany ze szczepami E. coli
badanymi w kierunku gendéw toksyn Stx1 oraz Stx2 z jej odmianami Stx2f i Stx2d. Poszczegolne Sciezki:
M — marker masy molekularnej 100 pz; 1 — szczepy B2, 214/125 i 551/98 (Stx1, Stx2, Stx2f, Stx2d, 168
rRNA); 2 — szczepy B2 i 551/98 (Stx1, Stx2, Stx2d, 16S rRNA); 3 - szczepy B2 i 214/125 (Stx1, Stx2, Stx2f,
16S rRNA); 4 —szcezep B2 (Stx1, Stx2, 16S rRNA); 5 —szezep C600J1 (Stx1, 16S rRNA); 6 —szczep C600W34
(Stx2, 16S rRNA); 7—szezepy C600J1, 214/125i 551/98 (Stx1, Stx2f, Stx2d, 16S rRNA); 8 — szczepy C600J1
i 551/98 (Stx1, Stx2d, 168 rRNA); 9 — szczepy C600J1 i 214/125 (Stx1, Stx2f, 16S rRNA); 10 — szczepy
C600W34, 214/125 i 551/98 (Stx2, Stx2f, Stx2d, 16S rRNA);11 — szczepy C600W34 i 551/98 (Stx2, Stx2d,
16S rRNA); 12 — szczepy C600W34 i 214/125 (Stx2, Stx2f, 16S rRNA); 13 —szczepy 214/125 1 551/98 (Stx2f,
Stx2d, 16S rRNA); 14 — szczep 551/98 (Stx2d, 16S rRNA); 15 — szczep 214/125 (Stx2f, 16S rRNA); 16 —
szczep C600 (16S rRNA); 17 — H,O (proba $lepa). Strzatkami oznaczeno pozycje amplikonow: 16S rRNA
(798 pz), Stx2 (584 pz), Stx2f (428 pz), Stx1 (348 pz), Stx2d (175 pz)

Specyficznosé
opracowanych tes-
tow oznaczono,
poddajac analizie
szereg referencyj-
nych szczepow
E. coli (tab. 2).
W rezultacie, w tes-
cie mPCR-1 uzys-
kano specyficzne
produkty amplifi-
kacji o nastgpuja-
cych masach mole-
kularnych: 175 pz
(Stx2d), 348 pz
(Stx1), 428 pz
(Stx2f), 584 pz
(Stx2) oraz produkt
o masie 798 pz, od-
powiadajacy 16S
rRNA E. coli, sta-
nowiacy wewnetrz-
ng kontrole reakcji
PCR (ryc. 1). W tes-
cie mPCR-2 uzys-
kano natomiast am-
plikony odpowia-
dajace wielkosci
124 pz (Stx2c),

obecnos¢ co najmniej dwoch produktow amplifikacji — cha-
rakterystycznego dla danej toksyny Stx (i/lub odmiany Stx2)
oraz drugiego, typowego dla genu 16S rRNA E. coli (prazek
o masie 798 pz).
Wyniki i omdwienie

Identyfikacja shigatoksycznych szczepoéw E. coli,
opierajgca sig na izolacji badanych drobnoustrojow i wy-
konaniu testow biochemicznych, jest procesem praco-
chtonnym i czasochlonnym, co nie jest bez znaczenia
w przypadku rozpoznawania drobnoustrojéw pochodza-
cych z przypadkéw klinicznych. Znacznym utatwieniem
procesu diagnostyczne g0 jest zastosowanie metody PCR
pozwalaj acej znacznie skréci¢ (do kilku godzin)
1 usprawni¢ proces oznaczania genoéw odpowiedzialnych
za ekspresj¢ toksyny Shiga i jej wariantow, a tym sa-
mym zaliczy¢ badane bakterie do grupy STEC. W tym
celu, w obecnych badaniach opracowane zostaly dwa
testy multiplex PCR, wykorzystujace odpowiednio 5 par
starterow w przypadku testu mPCR-1 oraz 3 pary star-
terow w metodzie mPCR-2. W trakcie wykonywania
szeregu prac wstepnych zastosowano rozne koncentra-
cje starterdw, stgzenia poszczegoélnych reagentow, np.
MgCl,, a takze odmienne parametry dotyczace czasu
1 temperatury poszczeg6lnych etapow amplifikacji.
Stwierdzono, ze optymalne wyniki testow mPCR, wi-
doczne w zelu agarozowym w postaci wyraznych praz-
koéw uzyskano przy zastosowaniu koncentracji starte-
row, ktore zostaty podane w tab. 2 oraz w obecnosci
5 mM jondéw magnezu.

267 pz (Stx2e)
oraz, podobnie jak w poprzednim odczynie, 798 pz (16S
rRNA) (ryc. 2). Nie stwierdzono obecnosci tych lub in-
nych produktéw amplifikacji genowej, gdy do badan
uzyto szczepdw nie nalezacych do rodzaju E. coli (Cam-
pylobacter jejuni, Proteus vulgaris, Salmonella sp.).

798 pz —>

267 pz—>
124 pz >

Ryec. 2. Obraz elektroforetyczny produktow testu multiplex PCR
(mPCR-2) uzyskany ze szczepami E. coli badanymi w kierunku
gendw toksyn Stx2c i Stx2e. Poszczegélne $ciezki: M — marker
masy molekularnej 100 pz; 1 — szczepy 107/86 i 137/98 (Stx2e,
Stx2¢, 16S rRNA); 2 — szczep 137/98 (Stx2c¢, 16S rRNA); 3 —
szczep 107/86 (Stx2e, 16S rRNA); 4 — szczep C600 (16S rRNA);
5 — H,O (proba Slepa). Strzalkami oznaczono pozycje ampliko-
néw: 16S rRNA (798 pz), Stx2e (267 pz), Stx2c¢ (124 pz)



Opracowane testy mPCR-1
1 mPCR-2 zastosowano nastg¢pnie
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Tab. 3. Profil toksyezny szczepow E. coli pochodzacych od cielat, $wifi i ludzi, oznaczony
opracowanymi testami mPCR

d,O analizy geniotypowych marlfe- Geny wykrywane w teScie mPCR
row toksyn Shiga u 197 szczepow Profil Liczha
E. coli pochodzacych od cielat, | ftoksyezny | szczepiw mPfR'1 fECR-2
$win i ludzi. Izolaty te byty badane stxt sz | std stx2f stkzc | six2e
poprzednio w kierunku gendw stx | stx1 7 o - - - 3 -
przy uzyciukonwencjonalnych tes- |,

o : %2 11 - + - - - -
tow PCR. Stwierdzono peing zgod- -
no$¢ pomiedzy wynikami uzyska- | Su1+Stx2 3 * * h & - -
nymi w poprzednich badaniach |st2 + Stxed 1 - + + - - -
a obe_cnyml rezultataml,. otrzyrr}a— Stel+ Stx2e 2 . i - - .
nymi przy zastosowaniu testow
mPCR. Wéréd zbadanych 197 |St2e d - i : = R Sy
szczepOw 29 (14,7%) byto Stx-do- | Ujemny 168 = S 5 = 5 =

datnich, pozwalajacych zaliczy¢ je
do grupy STEC. Stwierdzono rowniez obecno$¢ warian-
tow toksyny Shiga 2: Stx2d (1 szczep) i Stx2c¢ (2 izola-
ty), ktore nie byty wykazane w trakcie poprzednich ba-
dan metoda PCR. Nie wykazano natomiast genu stx2f,
kodujacego stosunkowo rzadko wystepujaca odmiane
tej toksyny Stx (tab. 3).

W ostatnich kilku latach opracowano szereg testow
PCR, wykorzystujacych wigcej niz jedna parg starterow
oligonukleotydowych, umozliwiajacych identyfikacje
réznych markeréw genotypowych szczepdéw STEC
(6, 12-14, 17, 22). Wigkszo$¢ tych odczynow opiera sie
na amphﬁkaql fragmentu genu toksyny Shiga (stx), genu
caeA odpowiedzialnego za ekspresje intyminy oraz genu
chlyA kodujacego wytwarzanie enterohemolizyny.
Opracowana obecnie metoda, z wykorzystaniem dwoch
testow multiplex PCR, umozliwia szybkie oznaczenie
genow odpowiedzialnych za ekspresje toksyny Shiga
(Stx1, Stx2 oraz jej szeregu wariantow), a tym samym
stwierdzenie przynaleznosci badanych drobnoustrojow
do grupy STEC. Odpowiednio dobrane startery oligo-
nukleotydowe umozliwilty uzyskanie amplikonéw roz-
niacych si¢ znacznie masa molekularna, przez co byly
tatwe do identyfikacji w 1,5% zelu agarozowym. Przed-
stawiona metoda, oparta na dwdch testach multiplex
PCR, umozliwia zaliczenie analizowanych bakterii
E. coli do grupy STEC, jak réwniez pozwala na ozna-
czenie wariantow genotypowych toksyny Stx2 w czasie
kilku godzin, co moze mieé¢ szczegodlne znaczenie
w przypadku szybkiej diagnostyki patogennych dla lu-
dzi 1 zwierzat izolatéw shigatoksycznych. Opracowane
testy cechowaly si¢ wysoka specyficznoscia (zgodnosé
wynikow testow PCR 1 mPCR, brak produktéw ampli-
fikacji w przypadku zastosowania innych bakterii niz
E. coli), a kontrolg prawidlowosci ich wykonania gwa-
rantowata robwnoczesna amplifikacja genu 16S rRNA
E. coli. Metoda ta moze wigc by¢ uzyta do szybkiej,
a jednocze$nie szczegotowej charakterystyki genotypo-
wej szczepow STEC.
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