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Wed³ug klasyfikacji Bergeya (6), bakterie z rodziny
Bacillaceae rodzaju Bacillus dzieli siê na dwie grupy:
tlenowców oraz beztlenowców. W 1980 roku cz³onko-
wie komitetu ICSPSTBRO (International Committee on
Systematics of Prokaryotes Subcommittee on the Ta-
xonomy of Bacillus and Related Organisms) zatwier-
dzili nowy podzia³ taksonomiczny bakterii z rodzaju
Bacillus, ustanawiaj¹c now¹ grupê w obrêbie rodzaju
Bacillus obejmuj¹c¹: Bacillus cereus, Bacillus weihen-
stephanensis, Bacillus thuringiensis, Bacillus mycoides
oraz Bacillus anthracis, nadaj¹c jej nazwê � grupa Ba-
cillus cereus (8). Niektórzy autorzy sugeruj¹ nawet, ¿e
Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis i Bacillus anth-
racis nale¿¹ do jednego gatunku (17). Bakterie z grupy
Bacillus cereus s¹ tlenowymi laseczkami (4). Natural-
nym �rodowiskiem wystêpowania tych bakterii jest gle-
ba (15). Dla cz³owieka oraz zwierz¹t wybitnie choro-
botwórczy jest tylko jeden gatunek � Bacillus anthra-
cis, czynnik etiologiczny w¹glika. Bacillus cereus mo¿e
produkowaæ emetyki i enterotoksyny, które s¹ czêstym
powodem psucia siê chleba, m¹ki i przetworów m¹cz-
nych, a jego produkty metaboliczne mog¹ byæ przyczy-
n¹ zatruæ pokarmowych u ludzi (18). Bacillus weihen-
stephanensis s¹ to psychrotolerancyjne szczepy Bacil-
lus cereus. Bacillus thuringiensis wykazuje chorobo-
twórczo�æ jedynie dla owadów (4), natomiast Bacillus

mycoides uwa¿any jest za bakteriê wspomagaj¹c¹ pro-
ces wegetacji ro�lin (11).

Szczepy przej�ciowe (transitional) Bacillus sp. Ba
813 s¹ to szczepy Bacillus cereus i Bacillus thuringien-
sis, posiadaj¹ce w swoim chromosomie w¹glikowy
marker chromosomalny Ba 813 (8, 24-26). S¹ one izo-
lowane najczê�ciej z prób ziemi pobieranej z miejsc
padniêæ zwierz¹t dotkniêtych w¹glikiem (26). Posia-
daj¹ one sekwencjê chromosomaln¹ Ba 813 o wielko�-
ci 277 bp, charakterystyczn¹ dla szczepów Bacillus
anthracis (29). Pochodzenie szczepów przej�ciowych
nie jest znane. S¹ zdania, ¿e mog¹ one wywodziæ siê od
Bacillus anthracis (26, 29).

Analizê makrorestrykcyjn¹ wykorzystywano w ba-
daniach genetycznych wielu bakterii, miêdzy innymi
z rodzajów: Streptococcus, Staphylococcus, Klebsiel-
la, Enterococcus, Shigella, Acinetobacter, Clostridium,
Campylobacter, Legionella i innych (1, 7, 13, 20, 22,
30). Metoda ta znalaz³a praktyczne zastosowanie w do-
chodzeniu epidemiologicznym E. coli O157:H7 w 1993
roku w USA. (36). Jedyn¹, dostêpn¹ publikacj¹ doty-
cz¹c¹ wykorzystania analizy makrorestrykcyjnej w ba-
daniach nad Bacillus anthracis jest praca Harrell i wsp.
(15). Jednak badaniom poddano tylko trzy szczepy
Bacillus anthracis. Carlson i wsp. (9) wykorzystali tê
metodê w badaniu ca³ego genomu Bacillus cereus, two-
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rz¹c wirtualn¹ mapê chromosomu badanej bakterii. Liu
i wsp. (22) wykorzystali tê metodê w dochodzeniu epi-
demiologicznym schorzeñ wywo³anych przez Bacillus
cereus. Ustalenie przydatno�ci analizy makrorestrykcyj-
nej w typowaniu molekularnym tej grupy bakterii mo¿e
stanowiæ wa¿ny element w udoskonalaniu procedur
diagnostycznych, zarówno w aspekcie potrzeb zdrowot-
nych, jak i w dochodzeniu epidemiologicznym oraz
kryminalnym.

Celem badañ by³o:
� okre�lenie przydatno�ci enzymów restrykcyjnych

SfiI, NotI i SmaI w analizie makrorestrykcyjnej szcze-
pów Bacillus anthracis i pozosta³ych szczepów z gru-
py Bacillus cereus (Bacillus cereus, Bacillus thuringien-
sis) oraz szczepów przej�ciowych Bacillus sp. Ba 813;

� porównanie wzorów restrykcyjnych szczepów Ba-
cillus anthracis: Sterne (pXO1+/2�, Ba813+), Pasteura
(pXO1�/2+, Ba813+), szczepów bezplazmidowych
(pXO1�/2�, Ba813+) oraz u pozosta³ych badanych szcze-
pów z grupy Bacillus cereus;

� analiza podobieñstwa badanych szczepów na pod-
stawie wspó³czynnika Dice.

Materia³ i metody
Szczepy bakterii. Do badañ wykorzystano 89 szczepów

z grupy Bacillus cereus, z czego 23 stanowi³y szczepy Bacil-
lus anthracis (szczepy zarówno Sterne, Pasteura, jak i bez-
plazmidowe), 44 Bacillus thuringiensis, 19 Bacillus sp. Ba
813 oraz 3 szczepy Bacillus cereus.

Pod³o¿e. Do namna¿ania wszystkich szczepów u¿ytych
w badaniach w³asnych zastosowano pod³o¿e TSB Tryptic Soy
Broth (Difco).

Bufory. U¿yto nastêpuj¹cych buforów: bufor SE (25 mM
EDTA, 75 M NaCl, pH 7,5), bufor TE (10 mM Tris-HCl
pH 7,5, 1 mM EDTA), bufor restrykcyjny S.A. (33 mM Tris
acetate, 66 mM Potassium acetate, 10 mM Magnesium aceta-
te, 0,5 mM dithiothereitol pH 7,9 Sigma), bufor PCR (100 mM
Tris-HCl, 500 mM KCl, 15 mM MgCl

2
, 0,01% ¿elatyna pH 8,3

Sigma), bufor TBE (Tris-Borate-EDTA Sigma). Mieszanina I
(10 mM Tris-HCl, 100 mM EDTA, 1 mM NaCl, 0,2% So-
dium Deoxycholate, 0,5% roztwór N-laurylo-sarkozylu,
pH 7,4). Mieszanina II (1% roztwór N-laurylo-sarkozylu,
0,5 mM EDTA pH 9,5).

Odczynniki i zestawy u¿yte w badaniach genetycznych.
Enzymy restrykcyjne: NotI � sekwencja miejsca restrykcji
GC¯GGCCGC (Sigma), SmaI � sekwencja miejsca restryk-
cji CCC¯GGG (Sigma). Enzymy lityczne: proteinaza K
(Sigma), mutanolizyna (Sigma), lizozym (Sigma). Agarozy:
CleanCutTM Agarose (Bio-Rad) do wytworzenia bloczków
agarozowych, Pulsed Field Certified Agarose (Bio-Rad) do
rozdzia³u elektroforetycznego w zmiennym polu elektrycz-
nym. Standardy wielko�ci: PFGE l ladder (0,005-1 Mb)
Concatemers of l I 857 Sam 7 (Bio-Rad). Odczynniki: PMSF
PhenylMethylSulfonyl Fluoride (Sigma), bromek etydyny
(Sigma), MgCl

2
 (Sigma). Zestawy: CHEF Bacterial Genomic

DNA Plug Kit (Bio-Rad).
Metoda makrorestrykcji. Szczepy Bacillus namna¿ano

na po¿ywce TSB. Do 2 ml po¿ywki w probówce Falcon 15
przenoszono 5 µl zawiesiny z uprzednio przygotowanej,
zamro¿onej hodowli p³ynnej (mieszanina w stosunku 1 : 1
18-godzinna hodowla z 50% glicerolem), któr¹ inkubowano

w temperaturze 37°C przy 200 obrotach (rpm) platformy in-
kubatora przez 18 godzin. Po tym czasie 75 µl hodowli prze-
noszono do 5 ml po¿ywki TSB w próbówce Falcon 50 i pozo-
stawiono na 4 godziny w temperaturze 37°C, wytrz¹saj¹c przy
200 obrotach platformy inkubatora. W celu oznaczenia
gêsto�ci optycznej hodowli zastosowano metodê OD

600
 (Opti-

cal Density). Pomiaru dokonywano na spektrofotometrze fir-
my Pharmacia-Biotech pos³uguj¹c siê programem Basic, przy
d³ugo�ci fali � 600 nm. Do pomiaru u¿yto 1 ml 4-godzinnej
hodowli bakteryjnej zawieszonej w kiuwecie optycznej.
Hodowle badanych szczepów doprowadzano rozcieñczaj¹c
buforem SE do gêsto�ci optycznej 0,5. Kontrolê negatywn¹
stanowi³o ja³owe pod³o¿e TSB, które u¿yto do kalibracji
urz¹dzenia. Po 4 godzinach inkubacji 2,1 ml 4-godzinnej ho-
dowli badanych szczepów Bacillus mieszano z 700 µl buforu
SE. Zawiesinê wirowano przy 3000 obrotach na minutê (rpm)
przez 5 minut, po czym supernatant usuwano, a osad zawie-
szano w 1 ml buforu SE. Czynno�æ tê powtarzano dwukrot-
nie. Po trzecim wirowaniu i usuniêciu supernatantu osad za-
wieszano w buforze SE, który zawiera³ 1 mg lizozymu oraz
25 jednostek (U) mutanolizyny. Nastêpnie zawiesinê podda-
wano inkubacji w ³a�ni wodnej w temperaturze 50°C przez
15 minut. W tym samym czasie 2% CleanCutTM Agarose roz-
puszczano w kuchence mikrofalowej, a nastêpnie umieszcza-
no w ³a�ni wodnej, (aby zapobiec jej zestaleniu) w tempera-
turze 50°C na czas potrzebny do wykonania bloczków. Po
inkubacji 75 µl zawiesiny mieszano z 75 µl 2% agarozy i za
pomoc¹ pipety przenoszono do foremek Disposable Plug
Molds, które odstawiono na czas 15 minut w temperaturze
pokojowej, a nastêpnie na 15 minut w temperaturze 4°C w celu
och³odzenia i zestalenia siê agarozy (wytworzenie bloczka
agarozowego). Po 30 minutach z ramki bloczka agarozowe-
go odklejano doln¹ warstwê papierow¹, wyjmowano bloczki,
które przenoszono za pomoc¹ metalowej szpatu³ki do probó-
wek Falcon 15, do których dodawano mieszaninê I, zawiera-
j¹c¹ 0,5 mg/ml lizozymu oraz 25 U mutanolizyny. Bloczki
agarozowe w probówkach inkubowano przez noc w tempera-
turze 37°C, po czym po usuniêciu supernatantu bloczki prze-
mywano 1 ml wody destylowanej przez 15 minut. Po jej od-
s¹czeniu, do probówek zawieraj¹cych bloczki agarozowe do-
dawano po 1 ml mieszaniny II, zawieraj¹cej 500 µg proteina-
zy K i pozostawiano w temperaturze 56°C na 48 godzin przy
delikatnym wytrz¹saniu (20 rpm). Po tym czasie mieszaninê
II usuwano, a do probówek zawieraj¹cych bloczki agarozo-
we dodawano po 1 ml dziesiêciokrotnie rozcieñczonego bu-
foru TE w celu wyp³ukania. Nastêpnie bloczek agarozowy
przenoszono do buforu TE zawieraj¹cego 1 mM roztworu
PMSF na 1 godzinê w celu zahamowania dzia³ania proteazy
serynowej (proteinaza K). Po tym okresie bloczek przemy-
wano jeszcze trzykrotnie dziesiêciokrotnie rozcieñczonym roz-
tworem buforu TE. Po przemyciu roztwór TE usuwano, a do
bloczków agarozowych dodawano dziesiêciokrotnie rozcieñ-
czony roztwór buforu restrykcyjnego i pozostawiano je przy
delikatnym wytrz¹saniu (20 rpm) na 1 godzinê w temperatu-
rze pokojowej. Po tym czasie bufor restrykcyjny usuwano,
a do bloczków agarozowych dodawano bufor restrykcyjny za-
wieraj¹cy 50 U enzymu restrykcyjnego (NotI, SmaI, SfiI)
i umieszczano w optymalnej dla danego enzymu restrykcyj-
nego temperaturze (NotI � 25°C, SmaI � 37°C, SfiI � 56°C)
na 18 godzin. Po tym czasie bufor restrykcyjny z dodatkiem
enzymu usuwano, a bloczki agarozowe przep³ukiwano roz-
cieñczonym dwudziestokrotnie buforem TE. Nastêpnie blocz-
ki agarozowe umieszczano w zag³êbieniach w 1,2% ¿elu aga-
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rozowym za pomoc¹ szpatu³ki laboratoryjnej.
W zag³êbieniu nr 1 umieszczano marker wiel-
ko�ci (Concatemers of l I 857 Sam 7) l ladder
(0,005-1 Mb). Bloczki agarozowe poddawano
elektroforezie w zmiennym polu elektrycznym,
stosuj¹c: czas rozdzia³u 20 godzin, temperaturê
buforu (0,5 × TBE) 14°C, napiêcie 6 V/cm, k¹t
reorientacji cz¹stek DNA � 1200, a czas zmiany
napiêcia 5-80 sekund. Po 20 godzinach rozdzia³u
elektroforetycznego ¿el barwiono roztworem
bromku etydyny.

Wyniki analizowano opieraj¹c siê na pracy
Tenovera i wsp. (33) oraz porównuj¹c je przy
pomocy programu Quantity One. Podobieñstwo
(Similarity) obliczono na podstawie wspó³czyn-
nika Dice (20), a metod¹ UPGMA zestawiono
zbiory wzorów restrykcyjnych o najwiêkszym po-
dobieñstwie i wyra¿ono to graficznie w postaci
dendrogramu:
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xy
 � liczba fragmentów identycznych szczepów x i y.

Wyniki i omówienie
W wyniku przeprowadzonych analiz, przy u¿yciu

enzymu SfiI, otrzymano trzy fragmenty restrykcyjne
szczepów Bacillus anthracis. Wielko�æ fragmentów res-
trykcyjnych szczepów Bacillus anthracis waha³a siê od
436 kb do powy¿ej 630 kb. Po zastosowaniu enzymu
NotI otrzymano osiem fragmentów restrykcyjnych
u szczepów Bacillus anthracis. Wielko�æ fragmentów
restrykcyjnych wynosi³a od 48 kb do 533 kb. Po zasto-
sowaniu enzymu SmaI otrzymano siedemna�cie frag-
mentów restrykcyjnych szczepów Bacillus anthracis.
Wielko�æ fragmentów restrykcyjnych wynosi³a od 48 kb
do powy¿ej 436 kb (ryc. 1). Przy analizie szczepów
z grupy Bacillus cereus enzymem SfiI, otrzymano od
trzech do piêciu, w zale¿no�ci od gatunku fragmentów
restrykcyjnych. Wielko�æ fragmentów restrykcyjnych
waha³a siê od 48 kb do powy¿ej 630 kb. W przypadku
NotI enzym ten generowa³ od piêciu do czternastu frag-
mentów restrykcyjnych o wielko�ci od 48 kb do powy-
¿ej 533 kb. Enzymem SmaI w tych badaniach otrzyma-
no: od 12 do 20 fragmentów restrykcyjnych u Bacillus
sp. Ba 813 i od 15 do 19 u Bacillus cereus oraz od 14
do 21 u Bacillus thuringiensis. Ich wielko�æ waha³a siê
od 48 kb do powy¿ej 436 kb. Po zastosowaniu pierw-
szego enzymu � SfiI, u szczepów bezplazmidowych,
szczepów posiadaj¹cych tylko pierwszy plazmid oraz
tylko drugi plazmid stwierdzono identyczn¹ wielko�æ
otrzymanych fragmentów restrykcyjnych. Przy u¿yciu
enzymu NotI stwierdzono brak ró¿nic w powsta³ych
fragmentach restrykcyjnych, u bezplazmidowych szcze-
pów Bacillus anthracis, jak i posiadaj¹cych pierwszy
plazmid oraz tylko drugi plazmid. Po dzia³aniu enzy-

mu SmaI otrzymane fragmenty by³y równie¿ o iden-
tycznej wielko�ci u wszystkich szczepów Bacillus an-
thracis, zarówno u bezplazmidowych (Bacillus anth-
racis Vollum, Bacillus anthracis 067), jak i u szczepów
Sterne, u których wystêpuje tylko pierwszy plazmid:
Bacillus anthracis 044, Bacillus anthracis 041, Bacil-
lus anthracis AC 2 oraz szczepów Pasteura, z obecnym
tylko drugim plazmidem: Bacillus anthracis A 60, Ba-
cillus anthracis A 18, Bacillus anthracis A 19 (ryc. 2).
Przy porównywaniu wzorów restrykcyjnych Bacillus

kb

48.5

145.5

242.5

339.5

436.5

GEDCBAM IHF

Ryc. 1. Wynik rozdzia³u elektroforetycznego w zmiennym polu elektrycz-
nym szczepów z grupy Bacillus cereus po zastosowaniu enzymu restryk-
cyjnego SmaI, gdzie: M � marker wielko�ci Lambda ladder, A � Bacillus
sp. Ba 813 # 25, B � Bacillus anthracis A 60, C � Bacillus anthracis 044, D �
Bacillus anthracis 041, E � Bacillus anthracis A 19, F � Bacillus anthracis
AC 2, G � Bacillus anthracis A 18, H � Bacillus anthracis 067, I � Bacillus
anthracis Vollum

Ryc. 2. Wynik wykrywania fragmentów restrykcyjnych szcze-
pów z grupy Bacillus cereus po analizie makrorestrykcyjnej
z zastosowaniem enzymu SmaI, gdzie: 1 � marker wielko�ci
Lambda ladder, 2 � Bacillus sp. Ba 813 # 25, 3 � Bacillus anth-
racis A 60, 4 � Bacillus anthracis 044, 5 � Bacillus anthracis
041, 6�Bacillus anthracis A 19, 7�Bacillus anthracis AC 2, 8 �
Bacillus anthracis A 18, 9 � Bacillus anthracis 067, 10 � Bacil-
lus anthracis Vollum
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anthracis z wzorami pozosta³ych badanych szczepów
zastosowano enzym SmaI. Stwierdzono, ¿e wystêpuje
jeden szczep Bacillus thuringiensis i jeden Bacillus ce-
reus, które ró¿ni¹ siê od Bacillus anthracis sze�cioma
fragmentami. Pozosta³e badane szczepy z grupy Bacil-
lus cereus ró¿ni¹ siê od Bacillus anthracis wiêcej ni¿
sze�cioma (od siedmiu do czternastu) fragmentami res-
trykcyjnymi. Po porównaniu wzorów restrykcyjnych
u badanych szczepów z grupy Bacillus cereus stwier-
dzono:

� identyczne wzory restrykcyjne miêdzy niektórymi
badanymi szczepami Bacillus thuringiensis oraz u nie-
których Bacillus sp. Ba 813; ró¿nicê trzech fragmen-
tów restrykcyjnych miêdzy 5 szczepami Bacillus thu-
ringiensis; ró¿nicê czterech fragmentów restrykcyjnych
miêdzy 3 szczepami: Bacillus sp. Ba 813; ró¿nicê sze�-
ciu fragmentów restrykcyjnych miêdzy niektórymi
szczepami: Bacillus thuringiensis i Bacillus sp. Ba 813.
Jednak wiêkszo�æ z badanych szczepów ró¿ni³a siê wiê-
cej ni¿ sze�cioma fragmentami restrykcyjnymi.

Podobieñstwo szczepów Bacillus anthracis na pod-
stawie wspó³czynnika Dice (41) obliczono w oparciu
o program Quantity One. Otrzymano 100% podobieñ-
stwa pomiêdzy wszystkimi szczepami Bacillus anthra-
cis, zarówno bezplazmidowymi, jak i Sterne oraz Pa-
steura (ryc. 3). Podobieñstwo pozosta³ych szczepów do
Bacillus anthracis waha³o siê od 20% do 78,6%. Tak¿e
podobieñstwo tych szczepów wzglêdem siebie wyno-
si³o od 15,4% do 100%. Podobieñstwo miêdzy bada-
nymi szczepami Bacillus anthracis ilustruje dendrogram
(ryc. 4).

W celu identyfikacji bakterii z grupy Bacillus cereus
stosowane s¹ klasyczne metody bakteriologiczne, bio-
chemiczne, biologii molekularnej oraz inne (np. spek-
tometria masowa). Do metod klasycznych nale¿¹, miê-

dzy innymi, testy serologiczne oraz badanie wra¿liwo�-
ci na bakteriofagi (2). Stosowanie tych metod jest jed-
nak ograniczone z powodu braku na rynku surowic diag-
nostycznych. Test fagowy nie daje pewnych wyników
z uwagi na wystêpowanie szczepów opornych na sto-
sowane fagi (12), a metody biochemiczne � PhP (Phe-
nePlate system), API system (23), s¹ przydatne diag-
nostycznie zw³aszcza do badañ skriningowych. Stoso-
wane s¹ tak¿e inne metody, jak na przyk³ad technika
spektometrii masowej � MALDI (Matrix-Assisted
Laser Desorption-Ionization), oparta na laserowym od-
czycie obecno�ci specyficznych dla danej bakterii mar-
kerów bia³kowych (16). Pozwala ona, miêdzy innymi,
na rozró¿nienie grupy Bacillus cereus od innych bakte-
rii Bacillus sp., ale odró¿nienie t¹ metod¹ wewn¹trz gru-
py Bacillus cereus wci¹¿ jest niemo¿liwe (31). Wyniki
uzyskane dziêki wspomnianym technikom powinny byæ
jednak weryfikowane metodami genetycznymi (23).

Do metod stosowanych w analizie genetycznej gru-
py Bacillus cereus nale¿¹: multiplex PCR (28), PCR-
-RFLP, rybotypowanie (32), ERIC-PCR (32), LR-REP
PCR (8), AFLP (34), FAFLP ze znakowanymi karbo-
ksyfluorescein¹ primerami (18), analiza amplifikacji
fragmentu 16S rRNA (19) oraz badanie pokrewieñstwa
genetycznego, opartego na metodzie fingerprintingu
(odcisk palca) fragmentu 16S-23S ITS (Intergenic

Ryc. 3. Wyniki badañ podobieñstwa na podstawie wspó³czyn-
nika Dice szczepów z grupy Bacillus cereus po zastosowaniu
enzymu restrykcyjnego SmaI, gdzie: 1 � marker wielko�ci
Lambda ladder, 2 � Bacillus sp. Ba 813 # 25, 3 � Bacillus anth-
racis A 60, 4 � Bacillus anthracis 044, 5 � Bacillus anthracis
041, 6 � Bacillus anthracis A 19, 7�Bacillus anthracis AC 2,
8 � Bacillus anthracis A 18, 9 � Bacillus anthracis 067, 10 �
Bacillus anthracis Vollum

Ryc. 4. Dendogram pokrewieñstwa wyznaczony
metod¹ UPGMA szczepów z grupy Bacillus cereus
po zastosowaniu enzymu restrykcyjnego SmaI,
gdzie 1 � marker wielko�ci Lambda ladder, 2 �
Bacillus sp. Ba 813 # 25, 3 � Bacillus anthracis A 60,
4 � Bacillus anthracis 044, 5 � Bacillus anthracis
041, 6 � Bacillus anthracis A 19, 7 � Bacillus anth-
racis AC 2, 8 � Bacillus anthracis A 18, 9 � Bacillus
anthracis 067, 10 � Bacillus anthracis Vollum
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Transcribed Spacers) rybosomalnego operonu (10), ty-
powanie plazmidowe (plasmid fingerprinting), analiza
enzymatyczna MEE (Multilocus Enzyme Electropho-
resis) (17), analiza chromosomalnego wzorca restryk-
cyjnego (PFGE) (15, 24, 25). W badaniach w³asnych
zastosowano technikê CHEF (Contour � Clamped Ho-
mogeneous Electric Fields) ze wzglêdu na jej du¿¹ zdol-
no�æ separacyjn¹ (do 7000 kb) (5, 21), któr¹ niektórzy
autorzy wykorzystali przy badaniu innych rodzajów
bakterii (7, 13, 14, 30). Badania w³asne rozpoczêto
od okre�lenia przydatno�ci enzymów restrykcyjnych.
Z kryteriów oceny przydatno�ci enzymów restrykcyj-
nych w analizie makrorestrykcyjnej, zaproponowanych
przez Tenovera i wspó³pracowników (33), wynika, ¿e
enzym restrykcyjny musi generowaæ przynajmniej dzie-
siêæ fragmentów restrykcyjnych, gdy¿ w przeciwnym
razie interpretacja wyników staje siê trudna, a nawet
niemo¿liwa (33). W �wietle w³asnych badañ enzym SfiI
generowa³ trzy fragmenty restrykcyjne Bacillus anth-
racis, NotI osiem, a SmaI siedemna�cie, w zwi¹zku
z tym do dalszych badañ wybrano tylko enzym SmaI.
W przypadku pozosta³ych szczepów z grupy Bacillus
cereus, w niektórych przypadkach równie¿ enzym NotI
generowa³ powy¿ej dziesiêciu fragmentów restrykcyj-
nych, jednak tylko u 30% przebadanych szczepów
Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis oraz Bacillus sp.
Ba 813. Bior¹c to pod uwagê, enzym ten powinien byæ
stosowany w tej metodzie jedynie jako enzym alterna-
tywny. W badaniach w³asnych do interpretacji wyni-
ków wykorzystano kryteria pokrewieñstwa zapropono-
wane przez Tenovera i wsp. (33), z uwagi na istnienie
bliskiego pokrewieñstwa genetycznego pomiêdzy szcze-
pami Bacillus anthracis, Bacillus cereus oraz Bacillus
thuringiensis, co wykaza³ Helgason i wsp. (17). Przy
porównaniu wzorów restrykcyjnych badanych szcze-
pów z grupy Bacillus cereus, w oparciu o te kryteria
mo¿na je zaszeregowaæ do grupy szczepów identycz-
nych, posiadaj¹cych tê sam¹ liczbê fragmentów o tej
samej wielko�ci, grupy szczepów blisko spokrewnio-
nych (jedna ró¿nica genetyczna), grupy szczepów praw-
dopodobnie spokrewnionych (dwie ró¿nice genetycz-
ne), w których szczepy ró¿ni¹ siê czteroma, piêcioma
lub sze�cioma fragmentami restrykcyjnymi, przy iden-
tycznej wielko�ci pozosta³ych, grupy szczepów niespo-
krewnionych (trzy i wiêcej ró¿nic genetycznych), przy
których liczba ró¿nic we wzorze restrykcyjnym szcze-
pów jest wiêksza od sze�ciu.

Na podstawie wspomnianych kryteriów dotycz¹cych
liczby uzyskiwanych fragmentów restrykcyjnych bada-
nych szczepów (33) porównania dokonano tylko
w oparciu o analizê enzymem SmaI. W tym �wietle wzo-
ry restrykcyjne generowane przez szczepy Bacillus an-
thracis, zarówno Sterne, Pasteura, jak i bezplazmido-
we �wiadcz¹ o ich identyczno�ci. Zgodnie z za³o¿enia-
mi Tenovera i wsp. (33), nale¿y przyj¹æ, i¿ szczepy Ba-
cillus thuringiensis oraz Bacillus cereus ró¿ni¹ce siê
od Bacillus anthracis 6 fragmentami mog¹ byæ praw-
dopodobnie z nim spokrewnione. Szczepy te by³y izo-

lowane od pacjentów, u których wystêpowa³y objawy
chorobowe (objawy grypopodobne oraz posocznica
bakteryjna). Mo¿na by domniemywaæ, ¿e wszystkie
szczepy z grupy Bacillus cereus nie nale¿¹ce do Bacil-
lus anthracis, a wywo³uj¹ce objawy chorobowe praw-
dopodobnie mog¹ byæ z nim spokrewnione. Potwier-
dzeniem tej sugestii mo¿e byæ wykazane du¿e podo-
bieñstwo genetyczne do Bacillus anthracis szczepów
Bacillus cereus izolowanych z przypadków zapalenia
przyzêbia (27). Dalsze badania w³asne dotycz¹ce po-
równania wzorów restrykcyjnych miêdzy pozosta³ymi
badanymi szczepami z grupy Bacillus cereus z u¿yciem
enzymu restrykcyjnego SmaI, da³y mo¿liwo�æ rozró¿-
nienia poszczególnych szczepów, a tak¿e stwierdzenie
ich identyczno�ci, bliskiego lub prawdopodobnego po-
krewieñstwa. Kieruj¹c siê tymi przes³ankami, z du¿ym
prawdopodobieñstwem mo¿na stwierdziæ, ¿e niektóre
szczepy Bacillus sp. Ba 813 s¹ szczepami Bacillus thu-
ringiensis. Pozosta³e badane szczepy ró¿ni¹ siê miêdzy
sob¹ wiêcej ni¿ sze�cioma fragmentami restrykcyjny-
mi, co �wiadczy o braku pokrewieñstwa miêdzy nimi.
Wykazane w niniejszej pracy ró¿nice we fragmentach
restrykcyjnych, mog¹ byæ wykorzystywane nie tylko
w celach diagnostycznych, ale równie¿ w dochodze-
niach epidemiologicznych, przy analizie geograficzne-
go rozprzestrzeniania siê szczepów oraz wystêpowa-
niu ognisk chorobowych wywo³ywanych szczepami
chorobotwórczymi, a nie bêd¹cymi Bacillus anthracis
(22). Przy analizie podobieñstwa badanych szczepów
na podstawie wspó³czynnika Dice (20), dokonano in-
terpretacji wyników w oparciu o pracê Huang i wsp.
(20), bior¹c pod uwagê tylko te szczepy, które spe³nia-
³y kryteria pokrewieñstwa wg Tenovera i wsp. (33).
Za³o¿ono, ¿e szczepy z podobieñstwem: poni¿ej 50%
i ró¿nic¹ 8-7 fragmentów restrykcyjnych oraz 50%-60%
i ró¿nic¹ 7-6 fragmentów restrykcyjnych nie s¹ spokrew-
nione. Natomiast z podobieñstwem 60%-68% i ró¿ni-
c¹ 6-5 fragmentów restrykcyjnych, 68%-75% i ró¿nic¹
5-4 fragmentów restrykcyjnych oraz 75%-80% i ró¿ni-
c¹ 4-3 fragmentów restrykcyjnych s¹ prawdopodobnie
spokrewnione. Blisko spokrewnione s¹ przy podobieñ-
stwie 80%-90% i ró¿nicy 3-2 fragmentów restrykcyj-
nych oraz powy¿ej 90% i ró¿nicy 2-1 fragmentów res-
trykcyjnych. Szczepy s¹ identyczne przy podobieñstwie
99%-100% i braku ró¿nic we wzorze restrykcyjnym.
Przeprowadzone badania pozwoli³y na stwierdzenie
identyczno�ci wszystkich dwudziestu trzech badanych
szczepów Bacillus anthracis, co wskazuje na ich mo-
nomorfizm genetyczny. W�ród badanych czterdziestu
czterech szczepów Bacillus thuringiensis obserwowa-
no trzy grupy (trzy, dwa i dwa szczepy) identycznych
szczepów, a spo�ród dziewiêtnastu szczepów Bacillus
sp. Ba 813 dwie grupy (cztery i dwa szczepy). Bliskie
pokrewieñstwo stwierdzono miêdzy dwoma szczepa-
mi: Bacillus sp. Ba 813, a tak¿e miêdzy jednym szcze-
pem Bacillus thuringiensis a Bacillus sp. Ba 813. Praw-
dopodobne pokrewieñstwo obserwowano miêdzy szcze-
pami: Bacillus anthracis oraz jednym szczepem Bacil-
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lus thuringiensis i jednym Bacillus cereus, miêdzy czte-
rema szczepami Bacillus sp. Ba 813, o�mioma Bacillus
thuringiensis. Innych badanych szczepów z grupy Ba-
cillus cereus pomimo podobieñstwa powy¿ej 60% nie
analizowano z powodu wiêkszej liczby ni¿ sze�æ ró¿-
nicy fragmentów restrykcyjnych miêdzy sob¹.

Metodê analizy makrorestrykcyjnej wykorzystywa-
no z sukcesem w badaniach wielu gatunków bakterii
(7, 13, 14, 30), dziêki czemu mo¿na by³o obserwowaæ
zjawiska ewolucyjne, �ledziæ dynamikê kolonizacji (14),
przeprowadzaæ dochodzenie epidemiologiczne (14, 30)
i kliniczne (1, 13). Wyniki uzyskiwane w niniejszej pra-
cy s¹ powtarzalne, ró¿nicuj¹ce szczepy z grupy Bacil-
lus cereus, a wzorce restrykcyjne, co wykazano w pra-
cy, pozwalaj¹ na odró¿nienie szczepów Bacillus anth-
racis od szczepów Bacillus sp.Ba 813. Te walory uza-
sadniaj¹ postawienie wniosku, ¿e analiza makrorestryk-
cyjna jest �z³otym standardem� w typowaniu moleku-
larnym bakterii (3), w tym równie¿ bakterii z grupy
Bacillus cereus.

Podsumowanie
Analiza makrorestrykcyjna jest metod¹ pozwalaj¹c¹

na ró¿nicowanie szczepów bakterii z grupy Bacillus
cereus. Z przebadanych enzymów (SfiI, NotI i SmaI),
jedynie enzym SmaI jest enzymem najbardziej przy-
datnym w analizie makrorestrykcyjnej szczepów zarów-
no Bacillus anthracis, jak i pozosta³ych szczepów z gru-
py Bacillus cereus. Wszystkie 23 badane szczepy Ba-
cillus anthracis cechowa³y siê monomorfizmem gene-
tycznym. Przebadane szczepy Bacillus cereus, Bacil-
lus thuringiensis oraz Bacillus sp. Ba 813 cechuje du¿y
polimorfizm genetyczny.
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