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Development of multiplex PCR assays for identifying and defining the characteristics
of Shiga toxin-producing Escherichia coli

Summary

The aim of the study was to develop multiplex PCR (mPCR) assays which allow identification of shigatoxigenic
Escherichia coli (STEC) strains and a characterization of their virulence properties. As an internal control,
a fragment of 16S rRNA gene - two amplicons of 230 bp (stx gene) and 401 bp (16S rRNA) were obtained in the
test, designated as mPCR-1 for the amplification of the stx gene, characteristic for all known Shiga toxin
variants. The mPCR-2 assay was developed to characterize the stx-positive bacterial colonies, which allowed
the detection of Shiga toxin 1 and/or 2, the affiliation of STEC O157:H7 serotype (rfbO157 and fliC,, genes),
and internal control, resulting in amplicons of 348 bp (stx1), 584 (stx2), 420 bp (rfbO157), 247 bp (fliC,,) and
798 bp (16S rRNA). The detection of markers O26wzx, rfbO111 and rfbO113, typical for E. coli 026, O111
and O113, respectively, was performed with mPCR-3. The products of molecular masses 153, 406 and 593 bp
were observed. All STEC’s were also tested using mPCR-4, for the presence of enterohemolysin (ehlyA) and
intimin (eaeA) markers generating specific bands of 837 bp (eaeA gene), 534 bp (ehlyA) and 401 (16S rRNA).
The mPCR assays developed allow STEC to be identified and characterized and may be used in routine
diagnosis of these bacteria.
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Shigatoksyczne szczepy Escherichia coli (STEC) sta-
nowia grozny czynnik chorobotwérczy U ludzi odpowie-
dzialne s one za rozwoj krwotocznego zapalenia jelita
grubego (HC), hemolitycznego zespotu mocznicowego
(HUS) oraz matoptytkowej plamicy zakrzepowej (TTP).
Rezerwuarem STEC jest przede wszystkim bydto, ktore
bedac bezobjawowym nosicielem, wydala drobnoustroje
z katem. Dotychczas stwierdzono ponad 400 serotypow
E. coli zaliczonych do STEC, przy czym okoto 100 z nich
izolowano z przypadkéw chorobowych u ludzi. Szczepy
te rozmq sig wiaSciwosciami biochemicznymi, fenotypo-
wymi oraz genotypowyml Zrodtem zakazenia jest przede
wszystkim zywno$¢ pochodzenia zwierz¢cego (zwlasz-
cza wolowina), ale notowano rowniez przypadki zacho-
rowania po spozyciu warzyw, owocow, jak tez na skutek
kontaktow bezposrednich zwierze—cziowiek i cztowiek—
—cztowiek (10, 12, 17).

NajwaZniejszym czynnikiem patogennosci STEC jest
kodowana przez gen stx toksyna Shiga (Stx), wystepuja-
ca w dwoch podstawowych odmianach: Stx1 oraz Stx2.
Réznia si¢ one migdzy soba sktadem aminokwasowym,
struktura antygenowa i aktywnoscia biologiczna. Shiga-
toksyczne szczepy E. coli moga wytwarzac tylko Stx1 lub
tylko Stx2 albo obie toksyny réwnocze$nie (11). Do gru-
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py chromosomalnych czynnikoéw patogennosci zalicza sig
rowniez intyming, determinowana przez gen eacA. Wy-
stepuje ona w szeregu wariantach (do chwili obecne;j
znanych jest 18), okreslanych literami alfabetu greckiego
(0-&). Intymina warunkuje przyczepnos¢ E. coli do na-
btonka jelitowego oraz odpowiada za wystapienie szere-
gu zmian histopatologicznych okreslanych jako attaching-
-effacing (A-E). Zalicza si¢ do nich zanik rabka szczo-
teczkowego enterocytow, zaburzenia w transporcie wap-
nia oraz nagromadzenie biatka aktyny, co w efekcie pro-
wadzi do destrukcji komorek (10, 12, 17). Istotnym mar-
kerem patogennosci STEC jest rowniez enterohemolizy-
na (Ehx) kodowana przez gen ehlyA o wielkosci 3,4 kb.
Marker ten wystgpuje u blisko 100% szczepdéw E. coli
0157 oraz u szeregu (22-88%) szczepéw STEC innych
niz O157 grup serologicznych, izolowanych od ludzi cho-
rych na HC i HUS (17, 19).

Identyﬁkacja STEC, opierajaca sig na izolacji kolonii
z uzyciem podtozy selektywnych a nastepnie na ozna-
czaniu czynnikow patogennosci, jest przede wszystkim
czaso- i pracochlonna, a uzyskane rezultaty badan nie za-
wsze sa jednoznaczne. W ostatnich kilku latach wprowa-
dzono szereg testow opartych na biologii molekularnej,
umozliwiajacych wykrycie genow kodujacych wspomnia-
ne markery patogennosci STEC (13). Obok klasycznych
reakcji PCR, coraz czesciej znajduja zastosowanie testy,
okreslone jako multiplex PCR (mPCR), umozliwiajace



Medycyna Wet. 2008, 64 (3)

Tab. 1. Referencyjne szczepy E. coli uzyte do badan

S Oznaczenie .
szczepu migdzynarodowe Genotypowy marker patogennos$ci
E. coli
344 B2 six1, stx2, eaeA, ehlyA, rfth0157, fliCy;
408 b.d.* stx1, eaeA, rth0157, fliCy;
414 BgVV 137/98 stx2, eaeA, rfh0157, fliCy;
427 b.d. stx1, eaeA, ehlyA, 026wzx
440 214/061 stx1, stx2, eaeA, ehlyA, rfb0157
478 D238/03 stx2, ehlyA, rib0113
480 EHO014 stx1, eaeA, ehlyA, rfb0111
390 €600, K-12 -

Objasnienie: * — brak danych

réwnoczesng amplifikacj¢ DNA kilku markeréw choro-
botworczosci (10, 14). Z drugiej strony, brakuje testow
pozwalajacych na szybka i swoista identyfikacj¢ bakterii
zarowno O157:H7, jak i STEC nalezacych do grup O:26,
O:111 oraz O:113.

Celem badan byto opracowano reakcji mPCR umozli-
wiajacych identyfikacj¢ STEC na podstawie obecnosci
genu stx (MPCR-1) oraz szczegdtowa charakterystyke
posiadanych przez nie markeréw patogennosci: stx1, stx2,
rfbO157, fliC,, (mPCR-2) oraz ehlyA, eacA (mPCR-4).
Do wykrycia genéw O26wzx, rfbO111 i rfbO113, cha-
rakterystycznych odpowiednio dla E. coli 026, 0111 oraz
0113, opracowano test mPCR-3. W kazdym z zastoso-
wanych odczynéw identyfikowano gen 16S rRNA, ko-
dujacy wytwarzanie 16S rRNA E. coli, $wiadczacy o pra-
widlowym przeprowadzeniu reakcji amplifikacji.

Materiat i metody

Szczepy bakteryjne. Do opracowania i oceny testow mPCR
uzyto referencyjnych szczepow E. coli, ktérych charakterysty-
ke przedstawiono w tab. 1 oraz szczepow bakteryjnych zebra-
nych w tab. 2.

Matrycowy DNA. W celu uzyskania DNA uzytego do tes-
tow mPCR, oczko ezy bakteriologicznej, zawierajace kolonie
bakteryjne zawieszono w 50 pl jalowej wody redestylowane;.
Zawiesing ogrzewano w temp. 99°C przez 10 min., schtadzano
w lodzie przez 20 min. i odwirowano (13 000 X g, 1 min.). Otrzy-
many supernatant stanowit Zrodlo matrycowego DNA.

Testy PCR. Do identyfikacji genu stx, §wiadczacego o przy-
naleznosci do shigatoksycznych E. coli opracowano test
mPCR-1. Kolejnym testem (mPCR-2) wykrywano geny
poszczegolnych odmian toksyn Stx1 i/lub Stx2 oraz oceniano
przynalezno$¢ do serotypu STEC O157:H7 (markery rfbO157
oraz fliC, ). Przy uzyciu odczynu mPCR-3 identyfikowano geny
026wzx, rfbO111 i rfbO113, charakterystyczne dla E. coli 026,
0111 oraz O113. Opracowano tez test mPCR-4, w celu identy-
fikacji u STEC genow kodujacych enterohemolizyng (ehlyA)
oraz intyming (eacA). Amplifikacje badanych markerow wy-
konywano w mieszaninie PCR sktadajacej si¢ z matrycowego
DNA uzyskanego z referencyjnych szczepdéw bakteryjnych
(tab. 1, tab. 2), 5 pl buforu enzymatycznego, 5 mM MgCl,
(mPCR-1, mPCR-3 i mPCR-4), 4 mM MgCl, (mPCR-2), 5 ul
nukleotydéw dNTP (dATP, dCTP, dGTP i dTTP w koncentracji
200 uM), 1 U (mPCR-1) lub 2 U (mPCR-2, mPCR-3 oraz
mPCR-4) termostabilnej polimerazy Taq (Fermentas, Litwa),
starterow oligonukleotydowych (IBB PAN, Polska) oraz wody,
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dodanej do konco- Tab. 2. Szczepy bakteryjne uzyte do oce-

wej objetosci 50 pl.  ny specyficznosci testéow mPCR
Charakterystyke
oraz sekwencje nu- Szczep bakteryjny Oznaczenie ATCC*
kleotydowe starte- | campylobacter coli ATCC 43478
zgv;/a%r'zgc.lsltf::lfcr}z Campylobacter jejuni ATCC 33291
amplifikacji wyko- | Campylobacter lari ACTC 35221
2}}:&2?2% F’VT{\ZT(;)& Listeria monocytogenes ATCC 7644
(MJ Research, USA) | Salmonella bongori ATCC 43975
UZyWajac paramet- | gamongja Enteritidis ATCC 13076
row przedstawio-
nych w tab. 4. Salmonella Salamae ATCC 15786
Analiza elek- | saimonella Typhimurium ATCC 14028
troforetyczna.
Analize elektrofo- Staphylococcus aureus ATCC 6538

retyczng produk-
tow amplifikacji
genowej wykony-
wano w 1,5% (testy mPCR-1 i mPCR-4) lub 1,7% Zelu agaro-
zowym (testy mPCR-2 i mPCR-3) (Agarose type I: low EEO,
Sigma) w buforze TAE (Tris—kwas octowy—EDTA) przy sta-
tym napigciu 100 V (HE33, Hoeffer Scientific Instruments,
USA). Zele barwiono bromkiem etydyny (Sigma) (5 pg/ml)
przez 2 min., odbarwiano w wodzie redestylowanej (2 min.)
i fotografowano w $wietle UV przy uzyciu zestawu Gel-Doc
2000 (Bio-Rad). Jako standardu masy molekularnej uzyto mar-
kera GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas).

Okreslenie czulo$ci testow mPCR. Do okreslenia czuto$ci
testow mPCR-1, mPCR-2, mPCR-3 i mPCR-4 wykorzystano
izolowany i czg§ciowo oczyszczony DNA referencyjnych szcze-
péw STEC (tab. 1), uzyskany za pomoca zestawu Genomic Mini
(A&A Biotechnology, Polska).

Objasnienie: * — American Type Culture
Collection, USA

Wyniki i omowienie

Do identyfikacji STEC opracowano odczyn mPCR-1,
przy pomocy ktorego amplifikowano fragment genu stx,
kodujacego wszystkie odmiany toksyny Shiga oraz, jako
kontrolg reakcji amplifikacji, fragment genu 16S rRNA
E. coli. Wyboru starterow dokonano opierajac si¢ na da-
nych piSmiennictwa (tab. 3) uwzgledniajac réznice wiel-
kosci poszczegodlnych produktéw amplifikacji. W trakcie
opracowywania testu mPCR-1 ustalono, ze optymalne stg-
zenia starterow, pozwalajace na uzyskanie specyficznych
amplikon6éw, wynosity, odpowiednio, 0,5 puM dla MK1
1 MK2 (stx) oraz 0,05 uM w przypadku el16S-a i e16S-b
(16S rRNA). W odczynie tym uzyskano dwa produkty
reakcji: amplikon o wielkos$ci 230 pz, charakterystyczny
dla genu stx, oraz produkt o wielkosci 401 pz (16S rRNA),
gdy badaniu poddano STEC 344 (stx /stx -dodatni), 427
(stx -dodatni), 478 (stx -dodatni) oraz 480 (stx -dodatni),
a wigc niezaleznie od tego, czy badane szczepy posiadaty
geny kodujace obie odmiany toksyny Stx, czy tez jedna
z nich. Gdy do badan wykorzystano szczep E. coli 390,
nie posiadajacy genu stx, uzyskano jedynie prazek o wiel-
kosci 401 pz, typowy dla genu 16S rRNA. Kiedy bakte-
ryjny DNA zastapiono woda redestylowana, nie stwier-
dzono amplikonow o charakterystycznych wielko$ciach
2301401 pz.

Do szczegotowej charakterystyki kolonii bakteryjnych
stx-dodatnich (tab. 1) opracowano kolejny test (mPCR-2),
ktérym wykrywano geny poszczegolnych odmian toksyn
Stx1 i/lub Stx2, oceniano przynaleznos¢ do serotypu STEC
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Tab. 3. Charakterystyka oraz koncentracje starterow oligonukleotydowych uzytych w testach mPCR

Test sl::;:l; Sekwencja (5°+3) Ampli;i::wanv ﬁ'gg“(';’z'; Ko;::e:%?:ia gdé,’n‘%i%ﬁeguo ;":::m: Pismiennictwo
T | e | e | e | 2|
gy | cmmmemnett | ma | w0 | e | o | S
e | | | m | | [ |
F O I P e R
wne | TSNNSO | o oo | om | e | g8
tey | peommomewntt || ow | e | 108
mr | memoremest | o | w | o | |
ot TS o | we || woms | JED
| | s | aovs | o | | e | 2
ot | ST | oy | w | o | | SR
I e I e B
i R R T I
wina | G| ST |y | w o | w8
s | cmmmemnett | ma | w | e | o | S

O157:H7 na podstawie amplifikacji markerow rfbO157 oraz  dujacych toksyng Shiga Stx1 (gen stx , 348 pz), Stx2 (gen
fliC,,, oraz amplifikowano gen 16S rRNA, stanowiacy stx,, 584 pz), LPS O157 (gen rfbO157, 420 pz), antygenu
wewngetrzng kontrole re-

akcji. W trakcie opraco- Tab. 4. Parametry amplifikacji DNA uzyte w testach mPCR

mggﬁtgﬁglgi‘;sztgrﬂ?a WD Przytaczanie | Wydtuzanie | Denaturacja LRI R
starterow pozwalajacena | Test anﬁ;?i(tiilll(ztc" I:\I‘Imemracla Hslenna toficowe | ek
5 ji| MgCl, (mM) .
uzyskanie specyficznych Temp. (°C)/Czas (min.)
produktow amplifikacji, stx
Wynosily, odpowiednio, mPCR-1 p—— 5 94/5 52/1 21 941 12/5 30
0,25 uM (startery LP30
i LP31 oraz PF8 i PRS) i 0157
oraz 0,05 puM (startery fliC,;
{"1;4}431 (lj-I];ngaszng (S:—-g mPCR-2 stx1 4 94/5 571 2/ 94/1 12/5 30
i 16S-R) (tab. 3). Stwier- stx2
dzono tez, ze najbardziej 16S rRNA
wyrazne amplikony ob-
. rfb 0111
serwowano, gdy w mie-
sznrll\;[n;\?[gglilz reoale EZ mPCR-3 :::60‘1”1: 5 94/5 531 7211 9411 72/5 30
wykonywano uzywajac 56
parametréw podanych
w tab. 4. Wykazano, ze eaeA
test mPCR-2 umOZliIWi?* mPCR-4|  ehlyA 5 94/5 53 721 94/ 72/5 30
roéwnoczesne powielenie
fragmentow genéw ko- 165 rRNA
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H7 (gen fliC,,, 247 pz), jak rdwniez konserwatywnego
odcinka genu 16S rRNA (798 pz). Gdy do mieszaniny
reakcyjnej dodawano DNA szczepow STEC posiadaja-
cych rozne uktady badanych gendéw, obserwowano od
dwoch do pieciu amplikondéw o wielkosciach odpowied-
nich dla danych markeréw patogenno$ci. W przypadku
DNA szczepu 390 (E. coli K12) nie stwierdzono innych
prazkow, poza charakterystycznym dla 16S rRNA.

Przynalezno$¢ STEC do grup E. coli 026, O111 oraz
O113 okreslono w obecnej pracy testem mPCR-3, pozwa-
lajacym na wykrycie odpowiednio gendw O26wzx,
rfbO111 i rfbO113. Drobnoustroje nalezace do tych grup
opisywane byty w wielu publikacjach dotyczacych przy-
padkc')w klinicznych HC, HUS i TTP, izolowano je row-
niez od zwierzat (zwlaszcza bydta) oraz z zywnosci (2, 3,
8,10, 17). W trakcie opracowywania odczynu stw1erdzo-
no, ze optymalne steZenie starteroéw oligonukleotydowych
wyniosto 0,1 uM dla O111-F i O111-R, O113F i O113R
oraz O26wzxF 1 026wzxR oraz 0,05 uM dla 16S-F i 16S-R.
Wykazano, ze test mPCR-3 umozliwil amplifikacj¢ frag-
mentow gendw trzech grup serologicznych: 026, O111
oraz O113 (gen O26wzx, 153 pz; gen rfbO111, 406 pz;
gen rfbO113, 593 pz) jak rowniez konserwatywnego od-
cinka genu 16S rRNA (798 pz). W przypadku uzycia DNA
szczepow 390 oraz 344 (brak genow charakterystycznych
dla badanych grup serologicznych) nie stwierdzono, poza
amplikonem 16S rRNA, innych prazkéw odpowiadaja-
cych identyfikowanym genom STEC.

W celu identyfikacji u STEC genow kodujacych ente-
rohemolizyng (ehlyA) oraz intyming (eaeA), opracowa-
no test mPCR-4. Wykazano, Ze odczyn ten umozliwit row-
noczesna amplifikacj¢ fragmentéw genow kodujacych in-
tyming (gen eaeA, 837 pz) i enterohemolizyng (gen ehlyA,
534 pz), jak rowniez konserwatywnego odcinka genu 16S
rRNA (401 pz). W trakcie jego opracowywania ustalono,
7e optymalne stezenia starterow wynosity 0,05 uM dla
starteroOw Int-FC i1 Int-RC oraz e16S-a i e16S-b, natomiast
0,1 uM dla Hly-AF i Hly-AR (tab. 3). Do oceny mPCR-4
wykorzystano referencyjne szczepy STEC, posiadajace
rozne genotypowe markery wirulencji (tab. 1). W przy-
padku, gdy do mieszaniny reakcyjnej PCR dodawano
DNA szczepow STEC posiadajacych rozne uktady bada-
nych markerow patogennos$ci, obserwowano dwa lub trzy
amplikony o przewidywanych dla danych genow wielkos-
ciach. W przypadku uzycia DNA szczepu 390 (brak gendéw
chorobotworczosci STEC), nie stwierdzono, poza ampli-
konem 16S rRNA o wielkosci 401 pz, innych prazkow.

Oceng specyficznosci opracowanych testow mPCR
(mPCR-1, mPCR-2, mPCR-3 oraz mPCR-4) wykonano
rowniez uzywajac do badan, poza materialem genetycz-
nym STEC, DNA pochodzace z bakterii innych gatun-
koéw niz E. coli (tab. 2) i we wszystkich przypadkach
stwierdzono brak produktow amplifikacji.

W trakcie prowadzonych badan okreslono czuto$¢ tes-
tow mPCR, uzywajac izolowanego i oczyszczonego DNA
referencyjnego szczepu E. coli 344 (mPCR-1, mPCR-3
oraz mPCR-4), jak réwniez DNA szczepow E. coli 427,
478 oraz 480 (tab. 1). W przypadku testu mPCR-1 stwier-
dzono, ze wyrazne prazki o wielkosciach 230 pz oraz 401
pz, odpowiadajace amplikonom stx oraz 16S rRNA uzys-
kano, gdy DNA byt obecny w mieszaninie PCR w ilosci
co najmniej 200 pg/ul. Gdy ocenie poddano test mPCR-2,
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wyrazne prazki odpowiadajace markerom fliC,, stx,, stx,,
rfbO157 oraz 16S rRNA byty obecne, gdy do mleszamny
reakcyjnej PCR dodawano DNA w ilo$ci co najmnigj
1 ng/pl. Poddajac analizie test mPCR-3, wyrazne prazki
w zelu agarozowym, odpowiadajace produktom amplifi-
kacji genowej markerow O26wzx, rfbO113, rfbO111 oraz
16S rRNA E. coli, zaobserwowano w obecnosci bakte-
ryjnego DNA w ilosci co najmniej 1 ng/pl (szczep STEC
427) oraz 5 ng/ul (szczep STEC 478 oraz szczep STEC
480). Z kolei, czuto$¢ testu mPCR-4 okreslono na 20 ng
bakteryjnego DNA/uL

Opracowane testy mPCR pozwalaja na identyfikacje
oraz szczegotowa charakterystyke STEC, a zastosowana
w nich wewngtrzna kontrola amplifikacji w postaci genu
16S rRNA E. coli eliminuje ryzyko uzyskania wynikéw
fatszywie ujemnych. Odczyny te moga znalez¢ zastoso-
wanie w rutynowej diagnostyce tych drobnoustrojow.
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