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Applying macro-restriction analysis in differentiating selected strains of the Bacillus cereus group
Summary

The aim of the study was to apply macro-restriction analysis in order to differentiate selected strains of the
Bacillus cereus group. Three different restriction enzymes (Sfil, Notl and Smal) were used during the research
process and it was confirmed that Smal is the best restriction enzyme applied in macrorestriction analysis of
the Bacillus cereus group. The study used 89 Bacillus cereus group strains, and an identical restriction pattern
generated by restriction enzymes was confirmed among 23 of the studied Bacillus anthracis strains. Two groups
of strains (four and two strains) among 19 Bacillus sp. Ba 813 and three groups (three, two and two strains)
among 44 strains of Bacillus thuringiensis showed identical restriction profiles. The similarity of studied strains
was ascertained on the basis of the Dice coefficient, and confirmed that strains showing the same restriction
profiles were identical (100% similarity). The similarity between the remaining strains of the Bacillus cereus
group and the Bacillus anthracis strains oscillated between 20% to 78.6%, while the similarity of these strains
to each other oscillated from 15.4 % to 100%. Dendrograms were also constructed using the UPGMA method.
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Wedlug klasyfikacji Bergeya (6), bakterie z rodziny
Bacillaceae rodzaju Bacillus dzieli si¢ na dwie grupy:
tlenowcow oraz beztlenowcow. W 1980 roku cztonko-
wie komitetu ICSPSTBRO (International Committee on
Systematics of Prokaryotes Subcommittee on the Ta-
xonomy of Bacillus and Related Organisms) zatwier-
dzili nowy podziat taksonomiczny bakterii z rodzaju
Bacillus, ustanawiajac nowa grupe w obrgbie rodzaju
Bacillus obejmujaca: Bacillus cereus, Bacillus weihen-
stephanensis, Bacillus thuringiensis, Bacillus mycoides
oraz Bacillus anthracis, nadajac jej nazwe — grupa Ba-
cillus cereus (8). Niektorzy autorzy sugeruja nawet, ze
Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis 1 Bacillus anth-
racis naleza do jednego gatunku (17). Bakterie z grupy
Bacillus cereus sa tlenowymi laseczkami (4). Natural-
nym srodowiskiem wystgpowania tych bakterii jest gle-
ba (15). Dla cztowieka oraz zwierzat wybitnie choro-
botworczy jest tylko jeden gatunek — Bacillus anthra-
cis, czynnik etiologiczny waglika. Bacillus cereus moze
produkowa¢ emetyki i enterotoksyny, ktore sa czgstym
powodem psucia si¢ chleba, maki i przetworéw macz-
nych, a jego produkty metaboliczne moga by¢ przyczy-
na zatru¢ pokarmowych u ludzi (18). Bacillus weihen-
stephanensis sa to psychrotolerancyjne szczepy Bacil-
lus cereus. Bacillus thuringiensis wykazuje chorobo-
tworczo$¢ jedynie dla owadow (4), natomiast Bacillus

mycoides uwazany jest za bakteri¢ wspomagajaca pro-
ces wegetacji roslin (11).

Szczepy przejSciowe (transitional) Bacillus sp. Ba
813 sa to szczepy Bacillus cereus 1 Bacillus thuringien-
sis, posiadajace w swoim chromosomie waglikowy
marker chromosomalny Ba 813 (8, 24-26). Sa one izo-
lowane najczg$ciej z prob ziemi pobieranej z miejsc
padnig¢ zwierzat dotknigtych waglikiem (26). Posia-
daja one sekwencjg chromosomalng Ba 813 o wielkos-
ci 277 bp, charakterystyczna dla szczepow Bacillus
anthracis (29). Pochodzenie szczepoéw przejsciowych
nie jest znane. Sa zdania, ze moga one wywodzi¢ si¢ od
Bacillus anthracis (26, 29).

Analize makrorestrykcyjna wykorzystywano w ba-
daniach genetycznych wielu bakterii, migdzy innymi
z rodzajow: Streptococcus, Staphylococcus, Klebsiel-
la, Enterococcus, Shigella, Acinetobacter, Clostridium,
Campylobacter, Legionella 1 innych (1, 7, 13, 20, 22,
30). Metoda ta znalazta praktyczne zastosowanie w do-
chodzeniu epidemiologicznym E. coli O157:H7 w 1993
roku w USA. (36). Jedyna, dostepna publikacja doty-
czaca 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 tg
metode w badaniu catego genomu Bacillus cereus, two-
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rzac wirtualng mape chromosomu badanej bakterii. Liu
1 wsp. (22) wykorzystali t¢ metode w dochodzeniu epi-
demiologicznym schorzen wywotanych przez Bacillus
cereus. Ustalenie przydatnosci analizy makrorestrykcyj-
nej w typowaniu molekularnym tej grupy bakterii moze
stanowi¢ wazny element w udoskonalaniu procedur
diagnostycznych, zar6wno w aspekcie potrzeb zdrowot-
nych, jak 1 w dochodzeniu epidemiologicznym oraz
kryminalnym.

Celem badan byto:

— okreslenie przydatnosci enzymow restrykeyjnych
Sfil, Notl i Smal w analizie makrorestrykcyjnej szcze-
pOw Bacillus anthracis i pozostalych szczepow z gru-
py Bacillus cereus (Bacillus cereus, Bacillus thuringien-
sis) oraz szczepow przejsciowych Bacillus sp. Ba 813;

—poréwnanie wzorow restrykcyjnych szczepow Ba-
cillus anthracis: Sterne (pXO17/2°, Ba813+), Pasteura
(pXO17/27%, Ba813+), szczepoéw bezplazmidowych
(pXO17/27, Ba813+) oraz u pozostatych badanych szcze-
pow z grupy Bacillus cereus;

— analiza podobienstwa badanych szczepdw na pod-
stawie wspolczynnika Dice.

Materiat i metody

Szczepy bakterii. Do badan wykorzystano 89 szczepow
z grupy Bacillus cereus, z czego 23 stanowily szczepy Bacil-
lus anthracis (szczepy zarowno Sterne, Pasteura, jak i1 bez-
plazmidowe), 44 Bacillus thuringiensis, 19 Bacillus sp. Ba
813 oraz 3 szczepy Bacillus cereus.

Podloze. Do namnazania wszystkich szczepéw uzytych
w badaniach wtasnych zastosowano poditoze TSB Tryptic Soy
Broth (Difco).

Bufory. Uzyto nast¢pujacych buforéw: bufor SE (25 mM
EDTA, 75 M NacCl, pH 7,5), bufor TE (10 mM Tris-HCI
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-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 NacCl, 0,2% So-
dium Deoxycholate, 0,5% roztwér N-laurylo-sarkozylu,
pH 7,4). Mieszanina II (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 restryk-
cji CCC| GGG (Sigma). Enzymy lityczne: proteinaza K
(Sigma), mutanolizyna (Sigma), lizozym (Sigma). Agarozy:
CleanCut™ Agarose (Bio-Rad) do wytworzenia bloczkow
agarozowych, Pulsed Field Certified Agarose (Bio-Rad) do
rozdziatu elektroforetycznego w zmiennym polu elektrycz-
nym. Standardy wielkos$ci: PFGE A ladder (0,005-1 Mb)
Concatemers of 4 1 857 Sam 7 (Bio-Rad). Odczynniki: PMSF
PhenylMethylSulfonyl Fluoride (Sigma), bromek etydyny
(Sigma), MgCl, (Sigma). Zestawy: CHEF Bacterial Genomic
DNA Plug Kit (Bio-Rad).

Metoda makrorestrykeji. Szczepy Bacillus namnazano
na pozywce TSB. Do 2 ml pozywki w probéwce Falcon 15
przenoszono 5 pl zawiesiny z uprzednio przygotowanej,
zamrozonej hodowli ptynnej (mieszanina w stosunku 1 : 1
18-godzinna hodowla z 50% glicerolem), ktéra inkubowano
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w temperaturze 37°C przy 200 obrotach (rpm) platformy in-
kubatora przez 18 godzin. Po tym czasie 75 pl hodowli prze-
noszono do 5 ml pozywki TSB w prébdwce Falcon 50 i pozo-
stawiono na 4 godziny w temperaturze 37°C, wytrzasajac przy
200 obrotach platformy inkubatora. W celu oznaczenia
gestosci optycznej hodowli zastosowano metodg OD (Opti-
cal Density). Pomiaru dokonywano na spektrofotometrze fir-
my Pharmacia-Biotech postugujac si¢ programem Basic, przy
dhugosci fali — 600 nm. Do pomiaru uzyto 1 ml 4-godzinnej
hodowli bakteryjnej zawieszonej w kiuwecie optyczne;j.
Hodowle badanych szczepoéw doprowadzano rozcienczajac
buforem SE do gestosci optycznej 0,5. Kontrolg negatywna
stanowilo jalowe podloze TSB, ktére uzyto do kalibracji
urzadzenia. Po 4 godzinach inkubacji 2,1 ml 4-godzinnej ho-
dowli badanych szczepow Bacillus mieszano z 700 pl buforu
SE. Zawiesing wirowano przy 3000 obrotach na minutg¢ (rpm)
przez 5 minut, po czym supernatant usuwano, a osad zawie-
szano w 1 ml buforu SE. Czynnos¢ t¢ powtarzano dwukrot-
nie. Po trzecim wirowaniu 1 usuni¢ciu supernatantu osad za-
wieszano w buforze SE, ktory zawieral 1 mg lizozymu oraz
25 jednostek (U) mutanolizyny. Nastepnie zawiesing podda-
wano inkubacji w tazni wodnej w temperaturze 50°C przez
15 minut. W tym samym czasie 2% CleanCut™ Agarose roz-
puszczano w kuchence mikrofalowej, a nastgpnie umieszcza-
no w tazni wodnej, (aby zapobiec jej zestaleniu) w tempera-
turze 50°C na czas potrzebny do wykonania bloczkéw. Po
inkubacji 75 pl zawiesiny mieszano z 75 pl 2% agarozy i za
pomoca pipety przenoszono do foremek Disposable Plug
Molds, ktére odstawiono na czas 15 minut w temperaturze
pokojowej, a nastgpnie na 15 minut w temperaturze 4°C w celu
ochtodzenia i zestalenia si¢ agarozy (wytworzenie bloczka
agarozowego). Po 30 minutach z ramki bloczka agarozowe-
go odklejano dolng warstwe papierowa, wyjmowano bloczki,
ktore przenoszono za pomoca metalowej szpatutki do probo-
wek Falcon 15, do ktorych dodawano mieszaning I, zawiera-
jaca 0,5 mg/ml lizozymu oraz 25 U mutanolizyny. Bloczki
agarozowe w probdwkach inkubowano przez noc w tempera-
turze 37°C, po czym po usuni¢ciu supernatantu bloczki prze-
mywano 1 ml wody destylowanej przez 15 minut. Po jej od-
saczeniu, do probéwek zawierajacych bloczki agarozowe do-
dawano po 1 ml mieszaniny II, zawierajacej 500 ug proteina-
zy K i pozostawiano w temperaturze 56°C na 48 godzin przy
delikatnym wytrzasaniu (20 rpm). Po tym czasie mieszaning
II usuwano, a do proboéwek zawierajacych bloczki agarozo-
we dodawano po 1 ml dziesi¢ciokrotnie rozcienczonego bu-
foru TE w celu wyptukania. Nast¢pnie bloczek agarozowy
przenoszono do buforu TE zawierajacego 1 mM roztworu
PMSF na 1 godzing w celu zahamowania dziatania proteazy
serynowej (proteinaza K). Po tym okresie bloczek przemy-
wano jeszcze trzykrotnie dziesigciokrotnie rozcienczonym roz-
tworem buforu TE. Po przemyciu roztwoér TE usuwano, a do
bloczkéw agarozowych dodawano dziesigciokrotnie rozcien-
czony roztwor buforu restrykcyjnego i pozostawiano je przy
delikatnym wytrzasaniu (20 rpm) na 1 godzing w temperatu-
rze pokojowej. Po tym czasie bufor restrykcyjny usuwano,
a do bloczkow agarozowych dodawano bufor restrykcyjny za-
wierajacy 50 U enzymu restrykcyjnego (Notl, Smal, Sfil)
1 umieszczano w optymalnej dla danego enzymu restrykcyj-
nego 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 roz-
cienczonym dwudziestokrotnie buforem TE. Nast¢pnie blocz-
ki agarozowe umieszczano w zagtebieniach w 1,2% zelu aga-
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rozowym za pomoca szpatutki laboratoryjne;j.
W zaglebieniu nr 1 umieszczano marker wiel-
kosci (Concatemers of A I 857 Sam 7) A ladder
(0,005-1 Mb). Bloczki agarozowe poddawano
elektroforezie w zmiennym polu elektrycznym, kb
stosujac: czas rozdziatu 20 godzin, temperatur¢ 436.5
buforu (0,5 x TBE) 14°C, napigcie 6 V/cm, kat 339.5
reorientacji czastek DNA — 1200, a czas zmiany ’
napigcia 5-80 sekund. Po 20 godzinach rozdzialu
elektroforetycznego zel barwiono roztworem
bromku etydyny.

Wyniki analizowano opierajac si¢ na pracy
Tenovera 1 wsp. (33) oraz poréwnujac je przy
pomocy programu Quantity One. Podobienstwo
(Similarity) obliczono na podstawie wspolczyn-
nika Dice (20), a metoda UPGMA zestawiono
zbiory wzorow restrykcyjnych o najwigkszym po-
dobienstwie 1 wyrazono to graficznie w postaci
dendrogramu:
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Ryc. 1. Wynik rozdzialu elektroforetycznego w zmiennym polu elektrycz-

2n nym szczepow z grupy Bacillus cereus po zastosowaniu enzymu restryk-
= (0. +n) cyjnego Smal, gdzie: M — marker wielkosci Lambda ladder, A — Bacillus
X y

n_—liczba powstatych fragmentow restrykcyjnych
szczepu X,
n—liczba powstatych fragmentow restrykcyjnych
szczepu y,
n  — liczba fragmentow identycznych szczepow x i y.

Wyniki i omowienie

W wyniku przeprowadzonych analiz, przy uzyciu
enzymu Sfil, otrzymano trzy fragmenty restrykcyjne
szczepOw Bacillus anthracis. Wielko$¢ fragmentow res-
trykcyjnych szczepow Bacillus anthracis wahata sig od
436 kb do powyzej 630 kb. Po zastosowaniu enzymu
Notl otrzymano osiem fragmentdéw restrykcyjnych
u szczepow Bacillus anthracis. Wielkos¢ fragmentow
restrykcyjnych wynosita od 48 kb do 533 kb. Po zasto-
sowaniu enzymu Smal otrzymano siedemnascie frag-
mentoéw restrykcyjnych szczepow Bacillus anthracis.
Wielkos¢ fragmentdw restrykcyjnych wynosita od 48 kb
do powyzej 436 kb (ryc. 1). Przy analizie szczepow
z grupy Bacillus cereus enzymem Sfil, otrzymano od
trzech do pigciu, w zalezno$ci od gatunku fragmentow
restrykcyjnych. Wielkos¢ fragmentow restrykcyjnych
wahala si¢ od 48 kb do powyzej 630 kb. W przypadku
Notl enzym ten generowat od pigciu do czternastu frag-
mentow restrykeyjnych o wielkos$ci od 48 kb do powy-
zej 533 kb. Enzymem Smal w tych badaniach otrzyma-
no: od 12 do 20 fragmentéw restrykcyjnych u Bacillus
sp. Ba 813 1 0od 15 do 19 u Bacillus cereus oraz od 14
do 21 u Bacillus thuringiensis. Ich wielko$¢ wahata si¢
od 48 kb do powyzej 436 kb. Po zastosowaniu pierw-
szego enzymu — Sfil, u szczepdéw bezplazmidowych,
szczepOw posiadajacych tylko pierwszy plazmid oraz
tylko drugi plazmid stwierdzono identyczna wielko$¢
otrzymanych fragmentow restrykcyjnych. Przy uzyciu
enzymu Notl stwierdzono brak réznic w powstatych
fragmentach restrykcyjnych, u bezplazmidowych szcze-
pOw Bacillus anthracis, jak 1 posiadajacych pierwszy
plazmid oraz tylko drugi plazmid. Po dziataniu enzy-

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, 1 — Bacillus
anthracis Vollum

mu Smal otrzymane fragmenty byly roéwniez o iden-
tycznej wielko$ci u wszystkich szczepow Bacillus an-
thracis, zarbwno u bezplazmidowych (Bacillus anth-
racis Vollum, Bacillus anthracis 067), jak i u szczepow
Sterne, u ktérych wystepuje tylko pierwszy plazmid:
Bacillus anthracis 044, Bacillus anthracis 041, Bacil-
lus anthracis AC 2 oraz szczepow Pasteura, z obecnym
tylko drugim plazmidem: Bacillus anthracis A 60, Ba-
cillus anthracis A 18, Bacillus anthracis A 19 (ryc. 2).
Przy porownywaniu wzorow restrykcyjnych Bacillus

Ryec. 2. Wynik wykrywania fragmentow restrykcyjnych szcze-
pow z grupy Bacillus cereus po analizie makrorestrykcyjnej
z zastosowaniem enzymu Smal, 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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1as (Raw 1-D Image)
Calculation Method: Dice Coefficient

May 4, 2004
Lane 2 3 4 5 6 7 8 9 10
2 1000 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
3 0.0 100.0 1000 1000 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
4 0.0 1000 1000 1000 100.0 100.0 100.0 1000 100.0
5 00 1000 1000 1000 100.0 1000 100.0 1000 100.0
B 0.0 1000 1000 1000 1000 1000 1000 100.0 100.0
7 0.0 1000 1000 1000 100.0 1000 1000 100.0 100.0
8 00 1000 1000 1000 100.0 1000 1000 100.0 100.0
9 0.0 1000 1000 1000 100.0 1000 1000 100.0 100.0

10 0.0 100.0 1000 1000 100.0 1000 100.0 100.0 100.0

Ryc. 3. Wyniki badan podobienstwa na podstawie wspolczyn-
nika Dice szczepow z grupy Bacillus cereus po zastosowaniu
enzymu restrykcyjnego Smal, gdzie: 1 — marker wielkoSci
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

anthracis z wzorami pozostatych badanych szczepow
zastosowano enzym Smal. Stwierdzono, ze wystepuje
jeden szczep Bacillus thuringiensis i jeden Bacillus ce-
reus, ktore roznia sie od Bacillus anthracis sze$cioma
fragmentami. Pozostate badane szczepy z grupy Bacil-
lus cereus r6znia si¢ od Bacillus anthracis wigcej niz
szescioma (od siedmiu do czternastu) fragmentami res-
trykcyjnymi. Po poréwnaniu wzoréw restrykcyjnych
u badanych szczepow z grupy Bacillus cereus stwier-
dzono:

—identyczne wzory restrykcyjne migdzy niektorymi
badanymi szczepami Bacillus thuringiensis oraz u nie-
ktorych Bacillus sp. Ba 813; rdznice trzech fragmen-
tow restrykcyjnych migdzy 5 szczepami Bacillus thu-
ringiensis; roznicg czterech fragmentow restrykcyjnych
migdzy 3 szczepami: Bacillus sp. Ba 813; r6znicg szes-
ciu fragmentéw restrykcyjnych migdzy niektérymi
szczepami: Bacillus thuringiensis i Bacillus sp. Ba 813.
Jednak wigkszo$¢ z badanych szczepow rdznita sig wig-
cej niz szeScioma fragmentami restrykcyjnymi.

Podobienstwo szczepdw Bacillus anthracis na pod-
stawie wspolczynnika Dice (41) obliczono w oparciu
o program Quantity One. Otrzymano 100% podobien-
stwa pomigdzy wszystkimi szczepami Bacillus anthra-
cis, zardbwno bezplazmidowymi, jak i Sterne oraz Pa-
steura (ryc. 3). Podobienstwo pozostatych szczepdéw do
Bacillus anthracis wahato sig¢ od 20% do 78,6%. Takze
podobienstwo tych szczepow wzgledem siebie wyno-
sito od 15,4% do 100%. Podobienstwo migdzy bada-
nymi szczepami Bacillus anthracis ilustruje dendrogram
(ryc. 4).

W celu identyfikacji bakterii z grupy Bacillus cereus
stosowane sa klasyczne metody bakteriologiczne, bio-
chemiczne, biologii molekularnej oraz inne (np. spek-
tometria masowa). Do metod klasycznych naleza, mig-
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Ryc. 4. Dendogram pokrewienstwa wyznaczony #5
metoda UPGMA szczepdéw z grupy Bacillus cereus
po zastosowaniu enzymu restrykcyjnego Smal,
gdzie 1 — marker wielko$ci Lambda ladder, 2 —
Bacillus sp. Ba 813 # 25, 3 — Bacillus anthracis A 60, #4
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 #3

dzy innymi, testy serologiczne oraz badanie wrazliwos-
ci na bakteriofagi (2). Stosowanie tych metod jest jed-
nak ograniczone z powodu braku na rynku surowic diag-
nostycznych. Test fagowy nie daje pewnych wynikow
Z uwagi na wystgpowanie szczepOw opornych na sto-
sowane fagi (12), a metody biochemiczne — PhP (Phe-
nePlate system), API system (23), sa przydatne diag-
nostycznie zwlaszcza do badan skriningowych. Stoso-
wane sa takze inne metody, jak na przyktad technika
spektometrii masowej — MALDI (Matrix-Assisted
Laser Desorption-lonization), oparta na laserowym od-
czycie obecnosci specyficznych dla danej bakterii mar-
kerow biatkowych (16). Pozwala ona, migdzy innymi,
na rozroznienie grupy Bacillus cereus od innych bakte-
rii Bacillus sp., ale odréznienie ta metoda wewnatrz gru-
py Bacillus cereus wciaz jest niemozliwe (31). Wyniki
uzyskane dzigki wspomnianym technikom powinny by¢
jednak weryfikowane metodami genetycznymi (23).
Do metod stosowanych w analizie genetycznej gru-
py Bacillus cereus naleza: multiplex PCR (28), PCR-
-RFLP, rybotypowanie (32), ERIC-PCR (32), LR-REP
PCR (8), AFLP (34), FAFLP ze znakowanymi karbo-
ksyfluoresceing primerami (18), analiza amplifikacji
fragmentu 16S rRNA (19) oraz badanie pokrewienstwa
genetycznego, opartego na metodzie fingerprintingu
(odcisk palca) fragmentu 16S-23S ITS (Intergenic
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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 wlasnych
zastosowano technike CHEF (Contour — Clamped Ho-
mogeneous Electric Fields) ze wzgledu na jej duza zdol-
nos$¢ separacyjna (do 7000 kb) (5, 21), ktora niektorzy
autorzy wykorzystali przy badaniu innych rodzajow
bakterii (7, 13, 14, 30). Badania wlasne rozpoczgto
od okreslenia przydatnosci enzymow restrykcyjnych.
Z kryteridow oceny przydatnosci enzymow restrykcyj-
nych w analizie makrorestrykcyjnej, zaproponowanych
przez Tenovera i wspotpracownikow (33), wynika, ze
enzym restrykcyjny musi generowac przynajmniej dzie-
SIQC fragmentow restrykcyjnych, gdyz W przeciwnym
razie interpretacja wynikow staje sig¢ trudna, a nawet
niemozliwa (33). W $wietle wlasnych badan enzym Sfil
generowal trzy fragmenty restrykcyjne Bacillus anth-
racis, Notl osiem, a Smal siedemnascie, w zwigzku
z tym do dalszych badan wybrano tylko enzym Smal.
W przypadku pozostatych szczepow z grupy Bacillus
cereus, w niektorych przypadkach rowniez enzym Notl
generowal powyzej dziesigciu fragmentow restrykceyj-
nych, jednak tylko u 30% przebadanych szczepow
Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis oraz Bacillus sp.
Ba 813. Biorac to pod uwagg, enzym ten powinien by¢
stosowany w tej metodzie jedynie jako enzym alterna-
tywny. W badaniach wtasnych do interpretacji wyni-
kéw wykorzystano kryteria pokrewienstwa zapropono-
wane przez Tenovera i wsp. (33), z uwagi na istnienie
bliskiego pokrewienstwa genetycznego pomigdzy szcze-
pami Bacillus anthracis, Bacillus cereus oraz Bacillus
thuringiensis, co wykazal Helgason i wsp. (17). Przy
porownaniu wzordw restrykcyjnych badanych szcze-
pow z grupy Bacillus cereus, w oparciu o te kryteria
mozna je zaszeregowac¢ do grupy szczepdéw identycz-
nych, posiadajacych t¢ sama liczbg fragmentow o tej
samej wielkosci, grupy szczepow blisko spokrewnio-
nych (jedna r6znica genetyczna), grupy szczepoOw praw-
dopodobnie spokrewnionych (dwie r6znice genetycz-
ne), w ktorych szczepy rdznia si¢ czteroma, pigcioma
lub szescioma fragmentami restrykcyjnymi, przy iden-
tycznej wielkosci pozostalych grupy szczepow niespo-
krewnionych (trzy 1 wigcej rdznic genetycznych), przy
ktorych liczba réznic we wzorze restrykcyjnym szcze-
pow jest wigksza od szesciu.

Na podstawie wspomnianych kryteriow dotyczacych
liczby uzyskiwanych fragmentdw restrykcyjnych bada-
nych szczepoéw (33) poréwnania dokonano tylko
w oparciu o analiz¢ enzymem Smal. W tym $wietle wzo-
ry restrykcyjne generowane przez szczepy Bacillus an-
thracis, zarbwno Sterne, Pasteura, jak 1 bezplazmido-
we $wiadcza o ich identycznos$ci. Zgodnie z zatozenia-
mi Tenovera i wsp. (33), nalezy przyjac, iz szczepy Ba-
cillus thuringiensis oraz Bacillus cereus rdzniace si¢
od Bacillus anthracis 6 fragmentami moga by¢ praw-
dopodobnie z nim spokrewnione. Szczepy te byly izo-
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lowane od pacjentow, u ktorych wystepowaty objawy
chorobowe (objawy grypopodobne oraz posocznica
bakteryjna). Mozna by domniemywac¢, ze wszystkie
szczepy z grupy Bacillus cereus nie nalezace do Bacil-
lus anthracis, a wywotujace objawy chorobowe praw-
dopodobnie moga by¢ z nim spokrewnione. Potwier-
dzeniem tej sugestii moze by¢ wykazane duze podo-
bienstwo genetyczne do Bacillus anthracis szczepow
Bacillus cereus 1zolowanych z przypadkoéw zapalenia
przyzebia (27). Dalsze badania wtasne dotyczace po-
réwnania wzorow restrykcyjnych migdzy pozostatymi
badanymi szczepami z grupy Bacillus cereus z uzyciem
enzymu restrykcyjnego Smal, daty mozliwos¢ rozroz-
nienia poszczegdlnych szczepow, a takze stwierdzenie
ich identycznosci, bliskiego lub prawdopodobnego po-
krewienstwa. Kierujac si¢ tymi przestankami, z duzym
prawdopodobienstwem mozna stwierdzi¢, ze niektore
szczepy Bacillus sp. Ba 813 sa szczepami Bacillus thu-
ringiensis. Pozostale badane szczepy rdznig si¢ migdzy
soba wigcej niz szescioma fragmentami restrykcyjny-
mi, co $wiadczy o braku pokrewienstwa migdzy nimi.
Wykazane w niniejszej pracy roznice we fragmentach
restrykcyjnych, moga by¢ wykorzystywane nie tylko
w celach diagnostycznych, ale rowniez w dochodze-
niach epidemiologicznych, przy analizie geograficzne-
g0 rozprzestrzeniania si¢ szczepOw oraz wystgpowa-
niu ognisk chorobowych wywotywanych szczepami
chorobotwoérczymi, a nie bedacymi Bacillus anthracis
(22). Przy analizie podobienstwa badanych szczepow
na podstawie wspotczynnika Dice (20), dokonano in-
terpretacji wynikow w oparciu o prac¢ Huang i wsp.
(20), biorac pod uwagg tylko te szczepy, ktére spetnia-
ty kryteria pokrewienstwa wg Tenovera i wsp. (33).
Zalozono, ze szczepy z podobienstwem: ponizej 50%
1 r6znica 8-7 fragmentdw restrykcyjnych oraz 50%-60%
1r6znica 7-6 fragmentow restrykcyjnych nie sa spokrew-
nione. Natomiast z podobienstwem 60%-68% 1 r6zni-
cq 6-5 fragmentow restrykcyjnych, 68%-75% irdznica
5-4 fragmentow restrykcyjnych oraz 75%-80% 116zni-
ca 4-3 fragmentow restrykcyjnych sa prawdopodobnie
spokrewnione. Blisko spokrewnlone sa przy podobien-
stwie 80%-90% 1 r6znicy 3-2 fragmentow restrykcyj-
nych oraz powyzej 90% i1 roznicy 2-1 fragmentow res-
trykcyjnych. Szczepy sa identyczne przy podobienstwie
99%-100% 1 braku réznic we wzorze restrykcyjnym.
Przeprowadzone badania pozwolity na stwierdzenie
identycznosci wszystkich dwudziestu trzech badanych
szczepdw Bacillus anthracis, co wskazuje na ich mo-
nomorfizm genetyczny. Wérod badanych czterdziestu
czterech szczepdw Bacillus thuringiensis obserwowa-
no trzy grupy (trzy, dwa i dwa szczepy) identycznych
szczepow, a sposrod dziewigtnastu szczepow Bacillus
sp. Ba 813 dwie grupy (cztery i dwa szczepy). Bliskie
pokrewienstwo stwierdzono migdzy dwoma szczepa-
mi: Bacillus sp. Ba 813, a takze migdzy jednym szcze-
pem Bacillus thuringiensis a Bacillus sp. Ba 813. Praw-
dopodobne pokrewienstwo obserwowano migdzy szcze-
pami: Bacillus anthracis oraz jednym szczepem Bacil-
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lus thuringiensis 1jednym Bacillus cereus, migdzy czte-
rema szczepami Bacillus sp. Ba 813, o§mioma Bacillus
thuringiensis. Innych badanych szczepow z grupy Ba-
cillus cereus pomimo podobienstwa powyzej 60% nie
analizowano z powodu wigkszej liczby niz sze$¢ roz-
nicy fragmentow restrykcyjnych migdzy soba.

Metodg analizy makrorestrykcyjnej wykorzystywa-
no z sukcesem w badaniach wielu gatunkow bakterii
(7, 13, 14, 30), dzigki czemu mozna bylo obserwowac
zjawiska ewolucyjne, sledzi¢ dynamike kolonizacji (14),
przeprowadza¢ dochodzenie epidemiologiczne (14, 30)
i kliniczne (1, 13). Wyniki uzyskiwane w niniejszej pra-
cy sa powtarzalne, réznicujace szczepy z grupy Bacil-
lus cereus, a wzorce restrykcyjne, co wykazano w pra-
cy, pozwalaja na odroznienie szczepow Bacillus anth-
racis od szczepdw Bacillus sp.Ba 813. Te walory uza-
sadniaja postawienie wniosku, ze analiza makrorestryk-
cyjna jest ,,ztotym standardem” w typowaniu moleku-
larnym bakterii (3), w tym rowniez bakterii z grupy
Bacillus cereus.

Podsumowanie

Analiza makrorestrykcyjna jest metoda pozwalajaca
na réznicowanie szczepoOw bakterii z grupy Bacillus
cereus. Z przebadanych enzyméw (Sfil, Notl 1 Smal),
jedynie enzym Smal jest enzymem najbardziej przy-
datnym w analizie makrorestrykcyjnej szczepow zarow-
no Bacillus anthracis, jak 1 pozostatych szczepow z gru-
py Bacillus cereus. Wszystkie 23 badane szczepy Ba-
cillus anthracis cechowaty si¢ monomorfizmem gene-
tycznym. Przebadane szczepy Bacillus cereus, Bacil-
lus thuringiensis oraz Bacillus sp. Ba 813 cechuje duzy
polimorfizm genetyczny.
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