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Shigatoksyczne szczepy Escherichia coli (STEC) sta-
nowi¹ gro�ny czynnik chorobotwórczy. U ludzi odpowie-
dzialne s¹ one za rozwój krwotocznego zapalenia jelita
grubego (HC), hemolitycznego zespo³u mocznicowego
(HUS) oraz ma³op³ytkowej plamicy zakrzepowej (TTP).
Rezerwuarem STEC jest przede wszystkim byd³o, które
bêd¹c bezobjawowym nosicielem, wydala drobnoustroje
z ka³em. Dotychczas stwierdzono ponad 400 serotypów
E. coli zaliczonych do STEC, przy czym oko³o 100 z nich
izolowano z przypadków chorobowych u ludzi. Szczepy
te ró¿ni¹ siê w³a�ciwo�ciami biochemicznymi, fenotypo-
wymi oraz genotypowymi. �ród³em zaka¿enia jest przede
wszystkim ¿ywno�æ pochodzenia zwierzêcego (zw³asz-
cza wo³owina), ale notowano równie¿ przypadki zacho-
rowania po spo¿yciu warzyw, owoców, jak te¿ na skutek
kontaktów bezpo�rednich zwierzê�cz³owiek i cz³owiek�
�cz³owiek (10, 12, 17).

Najwa¿niejszym czynnikiem patogenno�ci STEC jest
kodowana przez gen stx toksyna Shiga (Stx), wystêpuj¹-
ca w dwóch podstawowych odmianach: Stx1 oraz Stx2.
Ró¿ni¹ siê one miêdzy sob¹ sk³adem aminokwasowym,
struktur¹ antygenow¹ i aktywno�ci¹ biologiczn¹. Shiga-
toksyczne szczepy E. coli mog¹ wytwarzaæ tylko Stx1 lub
tylko Stx2 albo obie toksyny równocze�nie (11). Do gru-

py chromosomalnych czynników patogenno�ci zalicza siê
równie¿ intyminê, determinowan¹ przez gen eaeA. Wy-
stêpuje ona w szeregu wariantach (do chwili obecnej
znanych jest 18), okre�lanych literami alfabetu greckiego
(á-î). Intymina warunkuje przyczepno�æ E. coli do na-
b³onka jelitowego oraz odpowiada za wyst¹pienie szere-
gu zmian histopatologicznych okre�lanych jako attaching-
-effacing (A-E). Zalicza siê do nich zanik r¹bka szczo-
teczkowego enterocytów, zaburzenia w transporcie wap-
nia oraz nagromadzenie bia³ka aktyny, co w efekcie pro-
wadzi do destrukcji komórek (10, 12, 17). Istotnym mar-
kerem patogenno�ci STEC jest równie¿ enterohemolizy-
na (Ehx) kodowana przez gen ehlyA o wielko�ci 3,4 kb.
Marker ten wystêpuje u blisko 100% szczepów E. coli
O157 oraz u szeregu (22-88%) szczepów STEC innych
ni¿ O157 grup serologicznych, izolowanych od ludzi cho-
rych na HC i HUS (17, 19).

Identyfikacja STEC, opieraj¹ca siê na izolacji kolonii
z u¿yciem pod³o¿y selektywnych, a nastêpnie na ozna-
czaniu czynników patogenno�ci, jest przede wszystkim
czaso- i pracoch³onna, a uzyskane rezultaty badañ nie za-
wsze s¹ jednoznaczne. W ostatnich kilku latach wprowa-
dzono szereg testów opartych na biologii molekularnej,
umo¿liwiaj¹cych wykrycie genów koduj¹cych wspomnia-
ne markery patogenno�ci STEC (13). Obok klasycznych
reakcji PCR, coraz czê�ciej znajduj¹ zastosowanie testy,
okre�lone jako multiplex PCR (mPCR), umo¿liwiaj¹ce
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równoczesn¹ amplifikacjê DNA kilku markerów choro-
botwórczo�ci (10, 14). Z drugiej strony, brakuje testów
pozwalaj¹cych na szybk¹ i swoist¹ identyfikacjê bakterii
zarówno O157:H7, jak i STEC nale¿¹cych do grup O:26,
O:111 oraz O:113.

Celem badañ by³o opracowano reakcji mPCR umo¿li-
wiaj¹cych identyfikacjê STEC na podstawie obecno�ci
genu stx (mPCR-1) oraz szczegó³ow¹ charakterystykê
posiadanych przez nie markerów patogenno�ci: stx1, stx2,
rfbO157, fliC

H7
 (mPCR-2) oraz ehlyA, eaeA (mPCR-4).

Do wykrycia genów O26wzx, rfbO111 i rfbO113, cha-
rakterystycznych odpowiednio dla E. coli O26, O111 oraz
O113, opracowano test mPCR-3. W ka¿dym z zastoso-
wanych odczynów identyfikowano gen 16S rRNA, ko-
duj¹cy wytwarzanie 16S rRNA E. coli, �wiadcz¹cy o pra-
wid³owym przeprowadzeniu reakcji amplifikacji.

Materia³ i metody
Szczepy bakteryjne. Do opracowania i oceny testów mPCR

u¿yto referencyjnych szczepów E. coli, których charakterysty-
kê przedstawiono w tab. 1 oraz szczepów bakteryjnych zebra-
nych w tab. 2.

Matrycowy DNA. W celu uzyskania DNA u¿ytego do tes-
tów mPCR, oczko ezy bakteriologicznej, zawieraj¹ce kolonie
bakteryjne zawieszono w 50 µl ja³owej wody redestylowanej.
Zawiesinê ogrzewano w temp. 99°C przez 10 min., sch³adzano
w lodzie przez 20 min. i odwirowano (13 000 × g, 1 min.). Otrzy-
many supernatant stanowi³ �ród³o matrycowego DNA.

Testy PCR. Do identyfikacji genu stx, �wiadcz¹cego o przy-
nale¿no�ci do shigatoksycznych E. coli opracowano test
mPCR-1. Kolejnym testem (mPCR-2) wykrywano geny
poszczególnych odmian toksyn Stx1 i/lub Stx2 oraz oceniano
przynale¿no�æ do serotypu STEC O157:H7 (markery rfbO157
oraz fliC

H7
). Przy u¿yciu odczynu mPCR-3 identyfikowano geny

O26wzx, rfbO111 i rfbO113, charakterystyczne dla E. coli O26,
O111 oraz O113. Opracowano te¿ test mPCR-4, w celu identy-
fikacji u STEC genów koduj¹cych enterohemolizynê (ehlyA)
oraz intyminê (eaeA). Amplifikacjê badanych markerów wy-
konywano w mieszaninie PCR sk³adaj¹cej siê z matrycowego
DNA uzyskanego z referencyjnych szczepów bakteryjnych
(tab. 1, tab. 2), 5 µl buforu enzymatycznego, 5 mM MgCl

2
(mPCR-1, mPCR-3 i mPCR-4), 4 mM MgCl

2
 (mPCR-2), 5 µl

nukleotydów dNTP (dATP, dCTP, dGTP i dTTP w koncentracji
200 µM), 1 U (mPCR-1) lub 2 U (mPCR-2, mPCR-3 oraz
mPCR-4) termostabilnej polimerazy Taq (Fermentas, Litwa),
starterów oligonukleotydowych (IBB PAN, Polska) oraz wody,

dodanej do koñco-
wej objêto�ci 50 µl.
Charakterystykê
oraz sekwencje nu-
kleotydowe starte-
rów przedstawiono
w tab. 3. Reakcjê
amplifikacji wyko-
nywano w termo-
cyklerze PTM-100
(MJ Research, USA)
u¿ywaj¹c paramet-
rów przedstawio-
nych w tab. 4.

Analiza elek-
t ro fore tyczna .
Analizê elektrofo-
retyczn¹ produk-
tów amplifikacji
genowej wykony-
wano w 1,5% (testy mPCR-1 i mPCR-4) lub 1,7% ¿elu agaro-
zowym (testy mPCR-2 i mPCR-3) (Agarose type I: low EEO,
Sigma) w buforze TAE (Tris�kwas octowy�EDTA) przy sta-
³ym napiêciu 100 V (HE33, Hoeffer Scientific Instruments,
USA). ¯ele barwiono bromkiem etydyny (Sigma) (5 µg/ml)
przez 2 min., odbarwiano w wodzie redestylowanej (2 min.)
i fotografowano w �wietle UV przy u¿yciu zestawu Gel-Doc
2000 (Bio-Rad). Jako standardu masy molekularnej u¿yto mar-
kera GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas).

Okre�lenie czu³o�ci testów mPCR. Do okre�lenia czu³o�ci
testów mPCR-1, mPCR-2, mPCR-3 i mPCR-4 wykorzystano
izolowany i czê�ciowo oczyszczony DNA referencyjnych szcze-
pów STEC (tab. 1), uzyskany za pomoc¹ zestawu Genomic Mini
(A&A Biotechnology, Polska).

Wyniki i omówienie
Do identyfikacji STEC opracowano odczyn mPCR-1,

przy pomocy którego amplifikowano fragment genu stx,
koduj¹cego wszystkie odmiany toksyny Shiga oraz, jako
kontrolê reakcji amplifikacji, fragment genu 16S rRNA
E. coli. Wyboru starterów dokonano opieraj¹c siê na da-
nych pi�miennictwa (tab. 3) uwzglêdniaj¹c ró¿nice wiel-
ko�ci poszczególnych produktów amplifikacji. W trakcie
opracowywania testu mPCR-1 ustalono, ¿e optymalne stê-
¿enia starterów, pozwalaj¹ce na uzyskanie specyficznych
amplikonów, wynosi³y, odpowiednio, 0,5 µM dla MK1
i MK2 (stx) oraz 0,05 µM w przypadku e16S-a i e16S-b
(16S rRNA). W odczynie tym uzyskano dwa produkty
reakcji: amplikon o wielko�ci 230 pz, charakterystyczny
dla genu stx, oraz produkt o wielko�ci 401 pz (16S rRNA),
gdy badaniu poddano STEC 344 (stx

1
/stx

2
-dodatni), 427

(stx
1
-dodatni), 478 (stx

2
-dodatni) oraz 480 (stx

1
-dodatni),

a wiêc niezale¿nie od tego, czy badane szczepy posiada³y
geny koduj¹ce obie odmiany toksyny Stx, czy te¿ jedn¹
z nich. Gdy do badañ wykorzystano szczep E. coli 390,
nie posiadaj¹cy genu stx, uzyskano jedynie pr¹¿ek o wiel-
ko�ci 401 pz, typowy dla genu 16S rRNA. Kiedy bakte-
ryjny DNA zast¹piono wod¹ redestylowan¹, nie stwier-
dzono amplikonów o charakterystycznych wielko�ciach
230 i 401 pz.

Do szczegó³owej charakterystyki kolonii bakteryjnych
stx-dodatnich (tab. 1) opracowano kolejny test (mPCR-2),
którym wykrywano geny poszczególnych odmian toksyn
Stx1 i/lub Stx2, oceniano przynale¿no�æ do serotypu STEC

Tab. 2. Szczepy bakteryjne u¿yte do oce-
ny specyficzno�ci testów mPCR

Obja�nienie: * � American Type Culture
Collection, USA

ynjyretkabpezczS *CCTAeinezcanzO

ilocretcabolypmaC 87434CCTA

inujejretcabolypmaC 19233CCTA

iralretcabolypmaC 12253CTCA

senegotyconomairetsiL 4467CCTA

irognoballenomlaS 57934CCTA

allenomlaS siditiretnE 67031CCTA

allenomlaS eamalaS 68751CCTA

allenomlaS muirumihpyT 82041CCTA

sueruasuccocolyhpatS 8356CCTA

Tab. 1. Referencyjne szczepy E. coli u¿yte do badañ

Obja�nienie: * � brak danych

remuN
upezczs
iloc.E

einezcanzO
ewodoranyzdêim

ic�onnegotaprekramywopytoneG

443 2B Cilf,751Obfr,Aylhe,Aeae,2xts,1xts 7H

804 *.d.b Cilf,751Obfr,Aeae,1xts 7H

414 89/731VVgB Cilf,751Obfr,Aeae,2xts 7H

724 .d.b xzw62O,Aylhe,Aeae,1xts

044 160/412 751Obfr,Aylhe,Aeae,2xts,1xts

874 30/832D 311Obfr,Aylhe,2xts

084 410HE 111Obfr,Aylhe,Aeae,1xts

093 21-K,006C �
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O157:H7 na podstawie amplifikacji markerów rfbO157 oraz
fliC

H7
, oraz amplifikowano gen 16S rRNA, stanowi¹cy

wewnêtrzn¹ kontrolê re-
akcji. W trakcie opraco-
wywania odczynu ustalo-
no, ¿e optymalne stê¿enia
starterów, pozwalaj¹ce na
uzyskanie specyficznych
produktów amplifikacji,
wynosi³y, odpowiednio,
0,25 µM (startery LP30
i LP31 oraz PF8 i PR8)
oraz 0,05 µM (startery
LP43 i LP44, FLIC-a
i FLIC-b oraz 16S-F
i 16S-R) (tab. 3). Stwier-
dzono te¿, ¿e najbardziej
wyra�ne amplikony ob-
serwowano, gdy w mie-
szaninie PCR u¿yto
4 mM MgCl

2
, a reakcjê

wykonywano u¿ywaj¹c
parametrów podanych
w tab. 4. Wykazano, ¿e
test mPCR-2 umo¿liwia³
równoczesne powielenie
fragmentów genów ko-

duj¹cych toksynê Shiga Stx1 (gen stx
1
, 348 pz), Stx2 (gen

stx
2
, 584 pz), LPS O157 (gen rfbO157, 420 pz), antygenu

Tab. 3. Charakterystyka oraz koncentracje starterów oligonukleotydowych u¿ytych w testach mPCR

tseT awzaN
aretrats

´5(ajcnewkeS ® )´3 ynawokifilpmA
neg

nokilpmA
)zp(RCP

ajcartnecnoK
eic�etw

)Mm(

pêtsoD
uknabod
ogewoneg

ajcazilakoL
eimonegw

owtcinneim�iP

1-RCPm

1KM
2KM

CAGCTCTTCAGATAGCATTT
CTCGCTTTATTAAATATACAC

xts 032 5,0 37491M 452-532
264-244

7

a-S61e
b-S61e

CAGTCAGAAGCAGGTCCCCC
ATAGGAAACAACGGTCGCCA ANRrS61 104 50,0 429530BA

1071-2861
3602-2802 02

2-RCPm

03PL
13PL

GGAAGCGGTGCTGTAATTGAC
GTCGCCAATGTAACAGACCAC

1xts 843 52,0 37491MJ 222-312
835-955

4

34PL
44PL

GCATTTGAGGGCCCTTATCCTA
CGAGGACACATATGCTACTGCG

2xts 485 50,0 56870X 613-592
958-188

4

8FP
8RP

GTTGAGTTGTAGTAGTGC
GTCATTACGGTTGGTTAGA 751Obfr 024 52,0 343940FA

539-819
1231-9331 9

a-CILF
b-CILF

CCTCAACGAAAACGCTACCAT
CCATAGTGATTGCAACGGCTG

Cilf 7H 742 50,0 884822FA 8801-8601
6921-4131

02

F-S61
R-S61

GACTCGGTACTAGTTTGAGA
TAATCTATGGGACCATCAGG

ANRrS61 897 50,0 95810J 72-8
897-508

6

3-RCPm

F-111O
R-111O

CCTTGATTGAACTATTAAAGAGAT
CGATTTGTTCTACAAGTATTGATA

111Obfr 604 1,0 637870FA 1223-7913
9753-3063

51

F311O
R311O

GTGAGGTATACAGTCTTTGCGA
CCTCGGAGAAAACTATGATTGTG

311Obfr 395 1,0 423271FA 2173-0963
9524-2824

71

F-xzw62O
R-xzw62O

ATGTATTCGTTAACGTCGCG
GACTTATTTAACGCCCCTTT xzw62O 351 1,0 080925FA

5906-6706
8026-8916 5

F-S61
R-S61

GACTCGGTACTAGTTTGAGA
TAATCTATGGGACCATCAGG

ANRrS61 897 50,0 95810J 72-8
897-508

6

4-RCPm

CF-tnI
CR-tnI

TACTGCCATTAGCTAGGG
CTCTAATTCCGACTATTT

Aeae 738 50,0 632220FA 72062-01062
23862-74862

1

FA-ylH
RA-ylH

CCTTGCATGCGAACTACTACG
TCGAATTGGTCGAACCGAGTAA Aylhe 435 1,0 93897X

09-07
875-206 81

a-S61e
b-S61e

CAGTCAGAAGCAGGTCCCCC
ATAGGAAACAACGGTCGCCA

ANRrS61 104 50,0 429530BA 1071-2861
3602-2802

02

tseT tkudorP
ijcakifilpma

ajcartnecnoK
lCgM 2 )Mm(

ajcarutaneD
anpêtsw

einazc¹³yzrP eina¿u³dyW ajcarutaneD eina¿u³dyW
ewocñok

abzciL
ilkyc

(.pmeT ° ).nim(sazC/)C

1-RCPm
xts

5 5/49 1/25 1/27 1/49 5/27 03
ANRrS61

2-RCPm

751Obfr

4 5/49 1/75 1/27 1/49 5/27 03

Cilf 7H

1xts

2xts

ANRrS61

3-RCPm

111Obfr

5 5/49 1/35 1/27 1/49 5/27 03
311Obfr

xzw62O

ANRrS61

4-RCPm

Aeae

5 5/49 1/35 1/27 1/49 5/27 03Aylhe

ANRrS61

Tab. 4. Parametry amplifikacji DNA u¿yte w testach mPCR
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H7 (gen fliC
H7

, 247 pz), jak równie¿ konserwatywnego
odcinka genu 16S rRNA (798 pz). Gdy do mieszaniny
reakcyjnej dodawano DNA szczepów STEC posiadaj¹-
cych ró¿ne uk³ady badanych genów, obserwowano od
dwóch do piêciu amplikonów o wielko�ciach odpowied-
nich dla danych markerów patogenno�ci. W przypadku
DNA szczepu 390 (E. coli K12) nie stwierdzono innych
pr¹¿ków, poza charakterystycznym dla 16S rRNA.

Przynale¿no�æ STEC do grup E. coli O26, O111 oraz
O113 okre�lono w obecnej pracy testem mPCR-3, pozwa-
laj¹cym na wykrycie odpowiednio genów O26wzx,
rfbO111 i rfbO113. Drobnoustroje nale¿¹ce do tych grup
opisywane by³y w wielu publikacjach dotycz¹cych przy-
padków klinicznych HC, HUS i TTP, izolowano je rów-
nie¿ od zwierz¹t (zw³aszcza byd³a) oraz z ¿ywno�ci (2, 3,
8, 10, 17). W trakcie opracowywania odczynu stwierdzo-
no, ¿e optymalne stê¿enie starterów oligonukleotydowych
wynios³o 0,1 µM dla O111-F i O111-R, O113F i O113R
oraz O26wzxF i O26wzxR oraz 0,05 µM dla 16S-F i 16S-R.
Wykazano, ¿e test mPCR-3 umo¿liwi³ amplifikacjê frag-
mentów genów trzech grup serologicznych: O26, O111
oraz O113 (gen O26wzx, 153 pz; gen rfbO111, 406 pz;
gen rfbO113, 593 pz) jak równie¿ konserwatywnego od-
cinka genu 16S rRNA (798 pz). W przypadku u¿ycia DNA
szczepów 390 oraz 344 (brak genów charakterystycznych
dla badanych grup serologicznych) nie stwierdzono, poza
amplikonem 16S rRNA, innych pr¹¿ków odpowiadaj¹-
cych identyfikowanym genom STEC.

W celu identyfikacji u STEC genów koduj¹cych ente-
rohemolizynê (ehlyA) oraz intyminê (eaeA), opracowa-
no test mPCR-4. Wykazano, ¿e odczyn ten umo¿liwi³ rów-
noczesn¹ amplifikacjê fragmentów genów koduj¹cych in-
tyminê (gen eaeA, 837 pz) i enterohemolizynê (gen ehlyA,
534 pz), jak równie¿ konserwatywnego odcinka genu 16S
rRNA (401 pz). W trakcie jego opracowywania ustalono,
¿e optymalne stê¿enia starterów wynosi³y 0,05 µM dla
starterów Int-FC i Int-RC oraz e16S-a i e16S-b, natomiast
0,1 µM dla Hly-AF i Hly-AR (tab. 3). Do oceny mPCR-4
wykorzystano referencyjne szczepy STEC, posiadaj¹ce
ró¿ne genotypowe markery wirulencji (tab. 1). W przy-
padku, gdy do mieszaniny reakcyjnej PCR dodawano
DNA szczepów STEC posiadaj¹cych ró¿ne uk³ady bada-
nych markerów patogenno�ci, obserwowano dwa lub trzy
amplikony o przewidywanych dla danych genów wielko�-
ciach. W przypadku u¿ycia DNA szczepu 390 (brak genów
chorobotwórczo�ci STEC), nie stwierdzono, poza ampli-
konem 16S rRNA o wielko�ci 401 pz, innych pr¹¿ków.

Ocenê specyficzno�ci opracowanych testów mPCR
(mPCR-1, mPCR-2, mPCR-3 oraz mPCR-4) wykonano
równie¿ u¿ywaj¹c do badañ, poza materia³em genetycz-
nym STEC, DNA pochodz¹ce z bakterii innych gatun-
ków ni¿ E. coli (tab. 2) i we wszystkich przypadkach
stwierdzono brak produktów amplifikacji.

W trakcie prowadzonych badañ okre�lono czu³o�æ tes-
tów mPCR, u¿ywaj¹c izolowanego i oczyszczonego DNA
referencyjnego szczepu E. coli 344 (mPCR-1, mPCR-3
oraz mPCR-4), jak równie¿ DNA szczepów E. coli 427,
478 oraz 480 (tab. 1). W przypadku testu mPCR-1 stwier-
dzono, ¿e wyra�ne pr¹¿ki o wielko�ciach 230 pz oraz 401
pz, odpowiadaj¹ce amplikonom stx oraz 16S rRNA uzys-
kano, gdy DNA by³ obecny w mieszaninie PCR w ilo�ci
co najmniej 200 pg/µl. Gdy ocenie poddano test mPCR-2,

wyra�ne pr¹¿ki odpowiadaj¹ce markerom fliCH7
, stx

1
, stx

2
,

rfbO157 oraz 16S rRNA by³y obecne, gdy do mieszaniny
reakcyjnej PCR dodawano DNA w ilo�ci co najmniej
1 ng/µl. Poddaj¹c analizie test mPCR-3, wyra�ne pr¹¿ki
w ¿elu agarozowym, odpowiadaj¹ce produktom amplifi-
kacji genowej markerów O26wzx, rfbO113, rfbO111 oraz
16S rRNA E. coli, zaobserwowano w obecno�ci bakte-
ryjnego DNA w ilo�ci co najmniej 1 ng/µl (szczep STEC
427) oraz 5 ng/µl (szczep STEC 478 oraz szczep STEC
480). Z kolei, czu³o�æ testu mPCR-4 okre�lono na 20 ng
bakteryjnego DNA/µl.

Opracowane testy mPCR pozwalaj¹ na identyfikacjê
oraz szczegó³ow¹ charakterystykê STEC, a zastosowana
w nich wewnêtrzna kontrola amplifikacji w postaci genu
16S rRNA E. coli eliminuje ryzyko uzyskania wyników
fa³szywie ujemnych. Odczyny te mog¹ znale�æ zastoso-
wanie w rutynowej diagnostyce tych drobnoustrojów.
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