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Summary

The aim of the study was to use selected genetic analysis to differentiate plasmid cured strains of Bacillus
anthracis from transitional strains (Bacillus sp. Ba 813). Two different research techniques (macro restriction
analysis and PCR) were used and they confirmed that the PCR technique facilitated detecting the presence of
the Ba 813 chromosomal sequence in both strains (plasmid cured Bacillus anthracis strain and Bacillus sp. Ba
813). This result indicated that applying the PCR method to differentiate plasmid cured Bacillus anthracis
strains from Bacillus sp. Ba 813 was not possible. The macro restriction method, however, facilitated a precise
differentiation of plasmid cured Bacillus anthracis strains from transitional Bacillus sp. Ba 813.
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Bacillus anthracis jest Gram-dodatnia bakteria
o ksztatcie laseczki, nie wykazujaca ruchu, bezrzgsko-
wa, o wymiarach 1-1,5 x 4-8 um. W zakazonym orga-
nizmie bakterie wytwarzaja otoczke, natomiast w §ro-
dowisku zewngtrznym przy dostegpie tlenu przeksztal-
caja si¢ w przetrwalniki (spory), dzigki czemu sa w sta-
nie przetrwa¢ w Srodowisku nawet kilkadziesiat lat
(10). Zjadliwe szczepy Bacillus anthracis posiadaja
dwa plazmidy pXO1 i pXO2, o wielkos$ci, odpowied-
nio, 181,7 kb oraz 95 kb (16, 20). W plazmidzie pXO1
zlokalizowane sa geny kodujace toksyny, natomiast
w plazmidzie pXO2 otoczke (18). Oprocz szczepdw
zjadliwych, wystgpuja rowniez szczepy Sterne, posia-
dajace tylko plazmid pXO1 (23, 24) oraz szczepy Pas-
teura z plazmidem pXO2 (3, 23). Toksyna waglikowa
(kompleks toksyczny) zbudowana jest z trzech biatek:
EF — edema factor, PA — protective antigen oraz LF —
lethal factor (7, 24). Geny kodujace toksyng nosza naz-
wy: pag (PA), lef (LF) oraz cya (EF) (25). Trzy geny
znajdujace si¢ w plazmidzie pXO2: cap A, cap B,
cap C (20, 21) koduja D-glutaminowa otoczke chro-
niaca komorke bakteryjna przed fagocytoza (13). Biat-
ka sktadajace si¢ na kompleks toksyczny produkowa-
ne sa w logarytmicznej fazie wzrostu bakterii. PA w po-
taczeniu z LF tworzy toksyng letalna, natomiast PA

w potaczeniu z EF stanowi toksyn¢ obrzeku (29).
Wspomniane kompleksy PA-LF oraz PA-EF wywo-
huja zmiany patologiczne i objawy charakterystyczne
dla waglika. Oprocz szczepow Sterne 1 Pasteura wy-
stepuja szczepy Bacillus anthracis nie posiadajace
plazmidoéw (bezplazmidowe), ktore posiadaja wspol-
ne cechy z innymi przedstawicielami grupy Bacillus
cereus (17), przez co moga stwarzac problemy identy-
fikacyjne (19). Szczepy przejsciowe (transitional) Ba-
cillus sp. Ba 813 sa to szczepy Bacillus cereus 1 Bacil-
lus thuringiensis, posiadajace waglikowy marker chro-
mosomalny Ba 813 (1, 18, 19, 21). Sa one izolowane
najcze¢sciej z probek ziemi pobieranej z miejsc pad-
ni¢¢ zwierzat dotknigtych waglikiem (18). Pochodze-
nie szczepow przejsciowych nie jest znane. Sa zdania,
ze moga one wywodzi¢ si¢ od Bacillus anthracis (18,
21).

Celem badan bylo okreslenie mozliwos$ci zastoso-
wania metody makrorestrykcji do réoznicowania bez-
plazmidowych szczepdw Bacillus anthracis od przej-
sciowych Bacillus sp. Ba 813.

Materiat i metody

Szczepy bakterii. Do badan wykorzystano bezplazmi-
dowy szczep Bacillus anthracis (Bacillus anthracis 7700 —
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pXO =29 Ba 813*) oraz szczepy Bacillus sp. z obecnym
markerem Ba 813 wyszczeg6lnione w opisie rycin: 1,2, 4.

Podloze. Do namnazania wszystkich szczepow uzytych
w badaniach wlasnych zastosowano podloze TSB Tryptic
Soy Broth (Difco). Bufory. Uzyto nastepujacych buforow:
bufor SE (25 mM EDTA, 75 M NaCl, pH 7,5), bufor TE
(10 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM EDTA), bufor restrykcyj-
ny S.A. (33 mM Tris acetate, 66 mM Potassium acetate,
10 mM Magnesium acetate, 0,5 mM dithiothereitol pH 7,9
Sigma), bufor PCR (100 mM Tris-HCI, 500 mM KCl,
15 mM MgCl,, 0,01% zelatyna pH 8,3 Sigma), bufor TBE
(Tris-Borate-EDTA Sigma), Mieszanina I (10 mM Tris-HCI,
100 mM EDTA, 1 mM NaCl, 0,2% Sodium Deoxycholate,
0,5% roztwor N-laurylo-sarkozylu, pH 7,4), Mieszanina I1
(1% roztwor N-laurylo-sarkozylu, 0,5 mM EDTA pH 9,5).
Odczynniki i zestawy uzyte w badaniach genetycznych.
Enzymy restrykcyjne: Notl — sekwencja miejsca restrykcji
GC | GGCCGC (Sigma), Smal — sekwencja miejsca res-
trykcji CCC | GGG (Sigma).

Enzymy lityczne. Proteinaza K (Sigma), mutanolizyna
(Sigma), lizozym (Sigma).

Polimeraza. REDTaq DNA Polymerase (Sigma). Nuk-
leotydy: ANTP Mix (2mM dATP, 2mM dCTP, 2mM dGTP,
2 mM TTP Sigma). Agarozy: CleanCut™ Agarose (Bio-
Rad) do wytworzenia bloczkéw agarozowych, Pulsed Field
Certified Agarose (Bio-Rad) do rozdziatu elektroforetycz-
nego w zmiennym polu elektrycznym, PCR Routine Use
Agarose (Sigma) do rozdziatlu elektroforetycznego po re-
akcji PCR. Standardy wielkosci: Gene Ruler™ 100 bp DNA
Ladder Plus (Fermentas), PFGE A ladder (0,005-1 Mb) Con-
catemers of A I 857 Sam 7 (Bio-Rad), Primery zastosowane
w PCR wykrywajace marker chromosomalny Ba 813:

R15’-TTAATTCACTTGCAACTGATGGG-3’,

R25’-AACGATAGCTCCTACATTTGGAG-3’ (Oligo).

Odczynniki. PMSF PhenylMethylSulfonyl Fluoride
(Sigma), bromek etydyny (Sigma), MgCl, (Sigma). Zesta-
wy: zestaw do izolacji genomowego DNA Genomic Mini
(A&A Biotechnology) oraz CHEF Bacterial Genomic DNA
Plug Kit (Bio-Rad).

Metoda makrorestrykcji. Szczepy Bacillus namnaza-
no na pozywce TSB. Do 2 ml pozywki w probowce Falcon
15 przenoszono 5 ul zawiesiny z uprzednio przygotowa-
nej, zamrozonej hodowli ptynnej (mieszanina w stosunku
1:1, 18-godzinna hodowla z 50% glicerolem), ktora inku-
bowano w temperaturze 37°C przy 200 obrotach (rpm) plat-
formy inkubatora przez 18 godzin. Po tym czasie 75 pl ho-
dowli przenoszono do 5 ml pozywki TSB w probowce Fal-
con 50 i pozostawiono na 4 godziny w temperaturze 37°C,
wytrzasajac przy 200 obrotach platformy inkubatora. W celu
oznaczenia gestosci optycznej hodowli zastosowano meto-
de OD (, (Optical Density). Pomiaru dokonywano na spek-
trofotometrze firmy Pharmacia — Biotech, postugujac si¢
programem Basic, przy dtugosci fali — 600 nm. Do pomia-
ru uzyto 1 ml 4-godzinnej hodowli bakteryjnej zawieszo-
nej w kuwecie optycznej. Hodowle badanych szczepow
doprowadzano rozcienczajac buforem SE do gestosci
optycznej 0,5. Kontrole negatywna stanowito jalowe pod-
loze TSB, ktorego uzyto do kalibracji urzadzenia. Po 4 go-
dzinach inkubacji 2,1 ml 4-godzinnej hodowli badanych
szczepOw Bacillus mieszano z 700 pl buforu SE. Zawiesi-

n¢ wirowano przy 3000 obrotach na minute (rpm) przez
5 minut, po czym supernatant usuwano, a osad zawieszano
w 1 ml buforu SE. Czynno$¢ t¢ powtarzano dwukrotnie.
Po trzecim wirowaniu i usunigciu supernatantu osad za-
wieszano w buforze SE, ktory zawierat 1 mg lizozymu oraz
25 jednostek (U) mutanolizyny. Nastgpnie zawiesing pod-
dawano inkubacji w tazni wodnej w temperaturze 50°C
przez 15 minut. W tym samym czasie 2% CleanCut™ Aga-
rose rozpuszczano w kuchence mikrofalowej, a nastgpnie
umieszczano w tazni wodnej (aby zapobiec jej zestaleniu),
w temperaturze 50°C na czas potrzebny do wykonania
bloczkow. Po inkubacji 75 pl zawiesiny mieszano z 75 pl
2% agarozy 1 za pomoca pipety przenoszono do foremek
Disposable Plug Molds, ktore odstawiono na 15 minut
w temperaturze pokojowej, a nast¢pnie na 15 minut w tem-
peraturze 4°C w celu ochtodzenia i zestalenia si¢ agarozy
(wytworzenie bloczka agarozowego). Po 30 minutach
z ramki bloczka agarozowego odklejano dolna warstwe pa-
pierowa, wyjmowano bloczki, ktore przenoszono za pomoca
metalowej szpatutki do probowek Falcon 15, do ktorych
dodawano mieszaning I, zawierajaca 0,5 mg/ml lizozymu
oraz 25 U mutanolizyny. Bloczki agarozowe w probow-
kach inkubowano przez noc w temperaturze 37°C, po czym
po usunigeiu supernatantu bloczki przemywano 1 ml wody
destylowanej przez 15 minut. Po jej odsaczeniu do probo-
wek zawierajacych bloczki agarozowe dodawano po 1 ml
mieszaniny II, zawierajacej 500 pg proteinazy K i pozosta-
wiano w temperaturze 56°C na 48 godzin przy delikatnym
wytrzasaniu (20 rpm). Po tym czasie mieszaning I usuwa-
no, a do probowek zawierajacych bloczki agarozowe do-
dawano po 1 ml dziesigciokrotnie rozcienczonego buforu
TE w celu wyptukania. Nastepnie bloczek agarozowy prze-
noszono do buforu TE zawierajacego 1 mM roztworu PMSF
na 1 godzing w celu zahamowania dziatania proteazy sery-
nowej (proteinaza K). Po tym okresie bloczek przemywa-
no jeszcze trzykrotnie, dziesigciokrotnie rozcienczonym
roztworem buforu TE. Po przemyciu roztw6r TE usuwano,
a do bloczkow agarozowych dodawano dziesigciokrotnie
rozcienczony roztwor buforu restrykcyjnego i pozostawia-
no je przy delikatnym wytrzasaniu (20 rpm) na 1 godzing
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie bufor restryk-
cyjny usuwano, a do bloczkéw agarozowych dodawano
bufor restrykcyjny zawierajacy 50 U enzymu restrykcyj-
nego (Notl, Smal, Sfil) i umieszczano w optymalnej dla
danego enzymu restrykcyjnego temperaturze (Notl — 25°C,
Smal — 37°C, Sfil — 56°C) na 18 godzin. Po tym czasie
bufor restrykcyjny z dodatkiem enzymu usuwano, a bloczki
agarozowe przeplukiwano rozcienczonym dwudziestokrot-
nie buforem TE. Nastepnie bloczki agarozowe umieszcza-
no w zaglebieniach w 1,2% zelu agarozowym za pomoca
szpatulki laboratoryjnej. W zaglebieniu nr 1 umieszczano
marker wielkosci (Concatemers of A 1 857 Sam 7) A ladder
(0,005-1 Mb). Bloczki agarozowe poddawano elektrofore-
zie w zmiennym polu elektrycznym stosujac: czas rozdziatu
20 godzin, temperaturg buforu (0,5 X TBE) 14°C, napigcie
6 V/cm, kat reorientacji czastek DNA — 120°, a czas zmia-
ny napigcia 5-80 sekund. Po 20 godzinach rozdziatu elek-
troforetycznego zel barwiono roztworem bromku etydyny.

DNA do reakcji PCR izolowano uzywajac zestawu DNA
Genomic Mini, zgodnie z zaleceniami producenta. Miesza-



Ryc. 1. Wynik rozdziatu elektroforetycznego w zmiennym polu
elektrycznym szczepow z grupy Bacillus cereus po zastoso-
waniu enzymu restrykcyjnego Notl, gdzie: M — marker wiel-
kosci Lambda ladder, A — Bacillus sp. Ba 813 # 6, B — Bacillus
sp. Ba 813 # 12, C — Bacillus sp. Ba 813 # 13, D — Bacillus sp.
Ba 813 # 16, E — Bacillus anthracis 7700, F — Bacillus sp. Ba
813 #17,G — Bacillus sp. Ba 813 # 14, H — Bacillus sp. Ba 813
#15.

ning reakcyjng przygotowywano w komorze bezpiecznej
pracy mikrobiologicznej drugiej klasy. Sktad mieszaniny:
10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 75 mM KCl, 3,5 mM MgCl,,
0,2 mM dNTP, 1 uM primer R1, 1 uM primer R2, 1 U
polimerazy, 100 ng DNA. Catlos$¢ uzupelniano woda desty-
lowana do koncowej objetosci 50 ul. Reakcje PCR prze-
prowadzono w termocyklerze I-Cycler, postugujac si¢ na-
stepujacym programem: wstgpna denaturacja — 94°C przez
5 min., a nastgpnie 35 cykli: denaturacja — 94°C — 30 se-
kund, przytaczanie — 58°C — 30 sekund, wydtuzanie — 72°C
— 30 sekund. Reakcje¢ zakonczono procesem koncowego
wydtuzania: 72°C przez 7 minut. Produkty PCR (10 pl)
poddawano elektroforezie w 2% zelu agarozowym zawie-
rajacym 100 pug bromku etydyny w 100 ml buforu. Do przy-
gotowania zelu oraz do elektroforezy uzyto dwudziesto-
krotnego rozcienczenia buforu TBE. Elektroforeze prze-
prowadzano na aparacie Blue Power Plus w czasie 1,5 go-
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Ryec. 3. Wynik rozdziatlu elektroforetycznego po reakcji PCR
z zastosowaniem primera sekwencji chromosomalnej Ba 813.
M — marker wielkos$ci 100 bp, A — Bacillus anthracis 7700
(bezplazmidowy szczep Bacillus anthracis), B — Bacillus sp.
Ba 813 # 6, C — Bacillus sp. Ba 813 # 15, D — Bacillus sp. Ba
813 # 17 (szczepy Bacillus sp. z obecng sekwencja chromoso-
malng Ba 813).
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Ryc. 2. Wynik rozdziatu elektroforetycznego w zmiennym polu
elektrycznym szczepow z grupy Bacillus cereus po zastoso-
waniu enzymu restrykcyjnego Smal, gdzie: M — marker wiel-
kosci Lambda ladder, A — Bacillus sp. Ba 813 # 15, B — Bacil-
lus sp. Ba 813 # 17, C — Bacillus sp. Ba 813 # 19, D — Bacillus
sp. Ba 813 # 21, E — Bacillus anthracis 7700, F — Bacillus sp.
Ba 813 # 22, G — Bacillus sp. Ba 813 # 23, H — Bacillus sp. Ba
813 # 24,1 — Bacillus sp. Ba 813 # 28.

dziny, przy napigciu 80 V. Do rynienki pierwszej wprowa-
dzono marker wielkosci Gene Ruler ™ 100 bp DNA Lad-
der Plus w ilosci 5 pl. Wynik reakcji PCR zapisywano przy
pomocy systemu rejestracji zeli Image Master VDS.

Wyniki i omowienie

Przy uzyciu techniki PCR (ryc. 3) u badanych szcze-
pow (Bacillus sp. Ba 813 oraz Bacillus anthracis 7700),
wykryto obecno$¢ produktu amplifikacji o wielkos$ci
152 bp. Natomiast metoda makrorestrykcji zar6wno
w przypadku enzymu restrykcyjnego Notl (ryc. 1, 4),
jak 1 enzymu Smal (ryc. 2, 4) stwierdzono znaczne
réznice we wzorach restrykcyjnych pomiedzy szcze-
pami Bacillus sp. Ba 813, a bezplazmidowym szcze-
pem Bacillus anthracis 7700. Ponadto stwierdzono

Bl B2

Cc2

Ryc. 4. Wynik rozdziatu elektroforetycznego w zmiennym polu
elektrycznym szczepu Bacillus anthracis 7700 oraz Bacillus
sp. Ba 813 # 6 po zastosowaniu restrykcji enzymami Sfil, Notl,
Smal. B 1, B 2 — enzym Notl, B 1 — Bacillus sp. Ba 813 # 6, B
2 — Bacillus anthracis 7700, C 1, C 2 — enzym Smal, C 1 —
Bacillus sp. Ba 813 # 6, C 2 — Bacillus anthracis 7700.
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identyczno$¢ wzordéw restrykcyjnych pomigdzy niekto-
rymi szczepami Bacillus sp. Ba 813 (ryc. 2).

W wyniku przeprowadzonych badan metoda PCR
u obydwu szczepdw, zaréwno Bacillus anthracis, jak
1 Bacillus sp. Ba 813 stwierdzono obecno$¢ sekwen-
cji chromosomalnej Ba 813, w zwiazku z czym nie
moze by¢ ona stosowana do odrdzniania bezplazmi-
dowych szczepdw Bacillus anthracis od szczepodw
Bacillus sp. Ba 813. W przeciwieﬁstwie do wynikow
otrzymanych metoda PCR, uzycie metody makrore-
strykcji pozwolito na odréznienie szczepOdw Bacillus
sp. Ba 813 od bezplazmidowego szczepu Bacillus an-
thracis. Uzyskane wzory restrykcyjne bezplazmldowe-
g0 szczepu Bacillus anthracis znacznie rdznia si¢ od
wzorow restrykeyjnych szczepdw Bacillus sp. Ba 813,
zarOwno przy zastosowanym enzymie restrykcyjnym
Notl, jak i Smal. Nalezy wspomnie¢, ze marker Ba
813 nie jest jedynym markerem chromosomalnym sto-
sowanym w odrdznianiu Bacillus anthracis od innych
szczepdw z grupy Bacillus cereus. Do innych marke-
réw naleza, miedzy innymi: SG-850, virA, virB, virC,
CG3, rpoB (8, 19). Marker Ba 813 do niedawna uwa-
zany byl za wysoce specyficzny dla Bacillus anthra-
cis (17, 21), jednak ostatnio wykazano, ze jest on tak-
ze obecny u szczepow innych gatunkow z grupy Ba-
cillus cereus (1, 18, 19), podobnie jak marker rpoB
(19). Znane sa rowniez szczepy Bacillus anthracis, nie
posiadajace sekwencji rpoB (19). Takze markery: virA,
vrrB, virC, CG3 (8, 12, 26) stosowane w reakcji tan-
demowych powtdérzen (VNTR — Variable-Number
Tandem Repeats) okazaly si¢ nieprzydatne, gdyz
wszystkie pig¢ grup VNTR wykryto wsrod szczepdw
Bacillus sp. (18). Markerem chromosomalnym wyko-
rzystywanym do odrdéznienia Bacillus anthracis od
innych gatunkéw z grupy Bacillus cereus jest rowniez
marker SG-850 (2), jednak otrzymany w wyniku re-
akcji amplikon o wielkos$ci 838 bp (2) wykazuja réw-
niez szczepy z gatunku Bacillus cereus 1 Bacillus thu-
ringiensis (2). W niniejszych badaniach nie stosowa-
no innych metod genetycznych, opartych na reakcji
PCR, gdyz np. metoda multiplex PCR, z pr1meram1
skierowanymi na wykrycie obecnosci genow koduja-
cych cechy zjadliwosci, zlokalizowanych w plazmi-
dzie pXOl1 (lef — czynnik letalny, cya — czynnik obrzg-
ku, pag —antygen ochronny PA) oraz plazmidzie pXO2
(cap — otoczka) (20), pozwala tylko na 1dentyﬁkaCJQ
1 odréznianie zjadliwych od nleZJadhwych SZCZEpOW
Bacillus anthracis, posiadajacych minimum jeden pla-
zmid. W przypadku badania szczepow bezplazmido-
wych odréznienie ich metoda multiplex PCR jest nie-
mozliwe. Wykryto ponadto zjadliwe szczepy Bacillus
anthracis, u ktérych w reakcji PCR nie stwierdzono
obecnosci sekwencji cap lub lef (30). Nalezy wspom-
nie¢, ze brak mozliwosci wykrycia tych genéw nie
oznacza braku zdolnosci tych szczepdéw do ekspresji
czynnikow toksycznych.

Odroéznianie Bacillus anthracis na podstawie obec-
nosci plazmidow moze stwarza¢ trudnosci takze z po-
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wodu transferu plazmidow zachodzacego pomigdzy
szczepami Bacillus sp. (9, 21). Przyktadem tego jest
ekspresja plazmidowych genow Bacillus anthracis
u Bacillus subtilis (29), mozliwo$¢ naturalnej utraty
pXO2 przez Bacillus anthracis (30) oraz horyzontal-
ny transfer plazmidéw wystgpujacy naturalnie u Ba-
cillus cereus 1 Bacillus thuringiensis (28).W przypad-
ku PCR-RFLP, rybotypowania oraz ERIC-PCR stwier-
dzono wystepowanie szczepu Bacillus anthracis
o identycznym profilu genetycznym jak Bacillus ce-
reus (23). Szczepy Bacillus cereus nie moga by¢ od-
roznione od Bacillus anthracis rowniez metoda AFLP,
ze wzgledu na swoje podobienstwo genetyczne do Ba-
cillus anthracis (19). Podobnie metody rybotypowa-
nia 16S rRNA (6, 15) oraz 16S — 23S ITS (9) sa za-
wodne z uwagi na maty polimorfizm genetyczny po-
migdzy Bacillus anthracis a pozostatymi bakteriami
z grupy Bacillus cereus (19). Do odr6zniania szcze-
pow Bacillus sp. od Bacillus anthracis oraz szczepow
Bacillus anthracis od szczepow Bacillus sp. Ba 813
(1) mozna wykorzysta¢ metod¢ LR-REP PCR (Long-
Range Repetitive Element Polymorphism). Przewaga
PFGE nad LR REP-PCR jest jednak mozliwos$¢ (ze
wzgledu na charakterystyczny i unikalny wzor frag-
mentow restrykcyjnych Bacillus anthracis) (5) obser-
wacji zmian zachodzacych w chromosomie na skutek
samoistnej lub spowodowanej ingerencja cztowieka
mutacji. Polega ona na utworzeniu lub utraceniu miej-
sca restrykcji na skutek insercji badz delecji fragmen-
tu DNA (27). Metodg analizy makrorestrykcyjnej wy-
korzystywano z sukcesem w badaniach wielu gatun-
kow bakterii (4, 5, 11, 14), dzigki czemu mozna byto
obserwowac zjawiska ewolucyjne, $ledzi¢ dynamike
kolonizacji (4), przeprowadza¢ dochodzenie epidemio-
logiczne (4, 22) i kliniczne (11, 14). Wyniki uzyskane
w niniejszych badaniach sa powtarzalne, a wzorce res-
trykcyjne, jak wykazano, pozwalaja na odréznienie
szczepOw Bacillus anthracis od szczepow Bacillus sp.
Ba §13.

Podsumowanie

Analiza makrorestrykcyjna jest metoda pozwalaja-
ca na réznicowanie bezplazmidowych szczepow Ba-
cillus anthracis od szczepow przejsciowych Bacillus
sp. Ba 813. Moze by¢ stosowana w badaniach identy-
fikacyjnych Bacillus anthracis jako metoda weryfika-
cyjna wynikow watpliwych dotyczacych w szczego6l-
nosci szczepow przejsciowych.
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