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摘 要

大腸桿菌一直是飲用水及食品中是否遭受糞便污染之微生物指標菌，其檢測是食品衛生檢驗之重要 工作。傳統方法因耗時

費力且具高假陽性率，而利用核酸技術檢測大腸桿菌卻因DNA 探針或聚合?連 鎖反應 ( PCR ) 引子 ( PRIMER ) 之特異性不

佳而正確性堪慮。近年來﹐利用非特異性單一引子進行 PCR所產生的RAPD ( RANDOMLY AMPLIFIED POLYMORPHIC

DNA ) 圖譜 ( PROFILE )已成功地用於逢機篩 選特定菌種( SPECIES )，甚至菌株( STRAIN )之特異性 DNA 探針。本研究利

用市售長度為10個鹼基之引子，針對非病原型、數種病原型大腸桿菌、SHIGELLA SPP.及其他腸內菌株，進行RAPD反應

。結果在由OPQ5+OPQ4及U69的引子所得之RAPD圖譜中產生大小為240 BP及1675 BP之RAPD片段，具有區分E. COLI 

及其他非E. COLI 菌株之潛力，分別命名為Q54E01及U69E3。而採用OPQ3、U76和U82的引子所得之RAPD圖譜中分別產

生大小為456 BP，404 BP及506 BP針對EHEC特有之RAPD片段，這些片段分別命名為Q3H01，U76H15及U82H01。以墨

點雜交反應進行對E. COLI特異性評估，其結果Q54E01片段對E. COLI DNA雜交檢出率為58.8 %，而SHIGELLA SPP. 中

只有S. SONNEI ( SHI20 )呈現干擾之雜交訊號；U69E3片段對E. COLI之檢出率為100 %，但仍無法區別SHIGELLA SPP.。

而Q3H01片段對血清型 O157:H7及O157:NM則具有特異性；U76H15及U82H01對E. COLI之墨點雜交結果與U69E3類似，

其中仍有部分腸內菌株會造成干擾。將上述RAPD片段經定序分析後，針對Q54E01設計兩組聚合?連鎖反應引

子ECP1/ECP2和ECP1/ECP3，以檢測所有大腸桿菌，其結果顯示ECP1/ECP2及ECP1/ECP3對大腸桿菌檢出率分別只

有35 %及31.4 %。由Q3H01片段序列中設計一組聚合 連鎖反應引子AF1/AR1，以檢測所有E. COLI O157:H7，其結果顯

示AF1/AR1引子組對所測試之O157:H7以及O157:NM 血清型特異性佳。而AF1/AR1對目標菌之檢測靈敏度可達每一反應(

25 mL )內含有100 CFU的菌量。該 引子組應用於生牛肉中E. COLI O157:H7之檢測，其檢測靈敏度在每克生牛肉中原含

有100 CFU之 E.CO LI O157:H7細胞，經LB預培養8小時後即可被檢測出。
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