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Ocena przydatnosci metody multiplex PCR do identyfikacji
1 réznicowania drobnoustrojow z grupy Bacillus cereus

Evaluation of multiplex PCR to identify the species of microorganisms
from Bacillus cereus group
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Oceniono przydatno$¢ metody multiplex PCR opisanej przez Park i wsp.
(J Microbiol Biotechnol 2007; 17: 1177-82) do identyfikacji i réZnicowania
drobnoustrojow z grupy Bacillus cereus. Stwierdzono przydatno$¢ metody
do potwierdzenia przynalezno$ci badanego szczepu do tej grupy. Nie po-
twierdzono natomiast swoistosci oligonukleotydoéw starterowych uzytych
w celu identyfikacji poszczegélnych gatunkéw wchodzacych w sklad grupy
B. cereus.

ABSTRACT

Introduction: Bacillus genus comprises about 215 species. The most closely related are B.
cereus, B. thuringiensis, B. anthracis, B. mycoides, B. pseudomycoides and B. weihenstep-
hanensis. These bacterial species belong to the Bacillus cereus group. Identification and
differentiation of Bacillus cereus group bacteria is difficult because of genetic and phenotypic
similarity. Many molecular methods have already been suggested to differentiate B. cereus
group members. However easier and more convenient methods are still sought. The aim of
this study was to evaluate of multiplex PCR method to identify and distinguish strains of
Bacillus cereus group, as proposed by Park et al. (J Microbiol Biotechnol 2007; 17: 1177-82).
Materials and method: Twenty four strains of Bacillus cereus group included B. cereus,
B. anthracis, B. thuringiensis and B. weihestephanensis was examined. A multiplex-PCR
assay for the differentiation of the species has been applied by using three pairs specific
oligonucleotide primers based on sequences of gyrB genes which identify species from
Bacillus cereus group and one pair specific primers based on sequences of groEL gene,
which are used to identify Bacillus cereus group.

Results: Using a specific primers complementary to fragment of groEL gene, we received
all PCR products and thus we identified Bacillus cereus group. We have not recived a spe-
cific products characteristic for each of the species. Oligonucleotide primers recognized
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by Park et al. as specific for each species were complementary (often 100%) for the gyrB
gene sequence in almost all species of the B. cereus group.

Conclusions: The multiplex PCR method proposed by Park et al. multiplex PCR method
for identification of B. cereus group and individual bacterial species has been proved to be
useful only for identification the entire group of B. cereus. This method does not provide
specific identification of the individual species. Lack of specificity of the primers used in
this study creates a risk of obtaining PCR product in more than one species of the entire
examined group of bacteria and does not allow the precise identification to the species level.

WSTEP

Do rodzaju Bacillus nalezy obecnie ponad 215 gatunkoéw, z ktorych do najbardziej
ze soba spokrewnionych naleza B. thuringiensis, B. cereus sensu stricto, B. anthracis, B.
weinhenstephanensis, B. mycoides 1 B. pseudomycoides. Gatunki te nazywane ,,pierwsza
grupa Bacillus” (12) zaliczono do osobnej grupy Bacillus cereus (3) Stanowig one grupe
drobnoustrojow o bardzo podobnych wlasciwosciach fenotypowych i genotypowych (7).
Bakterie nalezace do tej grupy wykazuja znaczace podobienstwo w strukturze komorkowej
i fizjologii oraz posiadaja podobne systemy wymiany materiatu genetycznego. Najczgsciej
r6znig si¢ miedzy soba zdolnoscia do produkcji endotoksyn, ruchliwo$cia, zréznicowana
aktywnoscia hemolityczng oraz zdolnoscia do wzrostu w obnizonej temperaturze, nawet po-
nizej 7 C° (7). Sa to Gram-dodatnie laseczki, Zyjace w warunkach tlenowych, lub wzglednie
beztlenowych, najczgsciej zdolne do ruchu i wytwarzania przetrwalnikow. Rezerwuarem
drobnoustrojow z tej grupy jest glownie gleba, skad jako zanieczyszczenia moga trafia¢
na surowce roslinne i zwierzece (1). Mimo licznych podobienstw genotypowych bakterie
z grupy B. cereus wyrdzniaja si¢ stopniem chorobotworczosci. W przypadku B. cereus sensu
stricto zwigzana jest ona z wytwarzaniem toksyny emetycznej (wymiotnej), enterotoksyn,
hemolizyny i fosfolipazy C (10). Szczepy B. cereus zdolne sa do wytwarzania cieptoopornych
endospor, ktore w przypadku nieodpowiedniego przechowywania zainfekowanej zywnos$ci
maja zdolno$¢ do kietkowania i namnazania si¢, stanowiac zagrozenie dla zdrowia osob
spozywajacych te produkty (18).

B. cereus moze wywolywaé¢ dwa rozne typy zakazen uktadu pokarmowego. Pierwszy
z nich powoduje nudnosci i wymioty, a czas rozwoju objawow wynosi od jednej do szesciu
godzin. Drugi uznawany za ,,Jagodniejszy” charakteryzuje si¢ biegunka i bolem brzucha,
gdzie objawy obserwowane sa pomiedzy szosta a dwudziesta czwarta godzing od zakazenia.

Inna bakterig z tej grupy, uznawana za powszechnie wystepujacy bioinsektycyd jest
B. thuringiensis. Bakterie te zostaty odkryte w Japonii w 1901 r. przez Shigetane Ishiwa-
tari w larwach jedwabnika morwowego (17). Naturalnym $rodowiskiem bytowania tego
drobnoustroju jest gleba oraz roslinnos¢. Wystepowaé moze roéwniez w zywych i martwych
owadach. Obecnie poznanych jest ok. 82 serowaréw pochodzacych z 22 krajow (14).
Podczas sporulacji tych bakterii dochodzi do produkcji krystalicznych biatek, ktore po
przedostaniu si¢ do zasadowej tresci jelitowej owada przy obecnosci odpowiednich pro-
teaz przeksztatcane sa do d-ednotoksyn. Toksyny te powoduja powstawanie por w btonie
komorek nabtonka jelitowego owada, co wywotuje destabilizacj¢ jonowa i w konsekwencji
prowadzi do $mierci owada (17).
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Kolejng bakterig z grupy B. cereus jest B. anthracis, ktory jest etiologicznym czyn-
nikiem waglika - choroby zakaznej zwierzat, gtownie przezuwaczy, przenoszong na ludzi
przez kontakt ze zwierzgtami lub produktami pochodzenia zwierzgcego. Podstawowa cecha,
odrdzniajacg B. anthracis od pozostatych gatunkéw z grupy B. cereus jest zdolnos¢ do
wytwarzania ,,waglikowej toksyny” oraz otoczki polipeptydowej ztozonej gtownie z kwa-
su D-glutaminowego, podczas gdy wigkszo$¢ bakterii posiada otoczki polisacharydowe.
Zjadliwo$¢ laseczki waglika zwigzana jest z obecnos$cig dwoch plazmidéw pXO1-odpowie-
dzialnego za wytwarzanie wyzej wymienionej toksyny i kietkowanie przetrwalnikéw oraz
plazmidu pXO2- niosgcego geny odpowiedzialne za powstawanie i degradacje otoczki (12).

Cechami fenotypowymi odrdzniajacymi B. anthracis od innych bakterii z grupy B. cereus
jest miedzy innymi brak ruchu, brak hemolizy oraz wysoka wrazliwos$¢ na penicyling (8).

Stosunkowo nowym gatunkiem, opisanym przez Freisinga-Weihenstephana jest B. wei-
henstephanensis, ktory zostal wlaczony do grupy B. cereus w 1998 roku (20). Podstawowa
cecha odrézniajacg go od pozostalych drobnoustrojéw tej grupy jest zdolno$¢ do wzrostu
w hodowli ptynnej w temperaturze 7 C° oraz brak zdolno$ci do wzrostu w temperaturze
skrajnie wysokiej dochodzacej do 43 C°. Inng cechg odrdzniajaca jest obecnos¢ charakte-
rystycznej sekwencji w podjednostce 16S rDNA, oraz sekwencji genu cspA, kodujacego
biatka szoku cieplnego (13). Gatunek ten podobnie jak B. cereus moze stanowi¢ ryzyko
zatrucia pokarmowego, w wyniku spozycia skazonych produktow spozywczych.

B. mycoides i B. pseudomycoides podobnie jak B. anthracis sa nieruchliwe, jednak
tworzg bardzo charakterystyczne rizoidalne kolonie podczas wzrostu na statych podtozach
mikrobiologicznych. Badania dowodza, iz B. cereus i B. mycoides posiadaja niemal iden-
tyczne wlasciwosci fizjologiczne i biochemiczne (15).

Ze wzgledu na bardzo bliskie pokrewienstwo genetyczne wyzej wymienionych drob-
noustrojow, oraz znaczaco r6zng chorobotwdrczos¢ niezwykle istotnym jest odpowiednie
dobranie metody ich wykrywania i identyfikacji. Celem pracy byta ocena przydatnosci za-
proponowanej przez Park i wsp. (16) metody multiplex PCR do rownoczesnej identyfikacji
iréznicowania szczepOw z grupy B. cereus zuwzglgdnieniem ich przynaleznosci gatunkowe;.

MATERIALY I METODY

Szczepy bakteryjne: Do badan uzyto dwadziescia cztery szczepy, w tym: dziewigc
szczepOw z gatunku B. cereus, pig¢ z gatunku B. thuringiensis, osiem z gatunku B. anthracis
oraz dwa szczepy z gatunku B. weihenstephanesis (Tabela I).

Izolacja DNA: Do izolacji materiatu genetycznego zastosowano metode opisang przez
Gierczynskiego i wsp. (6).

Metoda Multiplex PCR: Do identyfikacji szczepdw z rodzaju Bacillus wykorzystana
zostata metoda zaproponowana przez Park i wsp. (16). Do reakcji uzyte zostaly grupy oli-
gonukleotydow starterowych zamieszczone w tabeli II. W przypadku szczepdéw nalezacych
do gatunku B. anthracis, B. thuringensis, B. weihenstephanensis oraz B. cereus poszukiwano
genu gyrB, natomiast identyfikacje calej grupy B. cereus, oparto na wykryciu fragmentu
genu groEL.

Tlo$ci poszezegolnych sktadnikow mieszaniny jak i warunki reakcji dobrane byty zgod-
nie z procedura Park i wsp. (16). Objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 25 pl. Reakcje
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Tabela I. Szczepy uzyte w badaniach.

B. cereus B. anthracis B. thuringiensis B. weihenstephanensis
1230-88 BL1 HD293 10204
ATCC -53522 BL2 HD7 10381
F2-1 BLS HDI16
AH-523 BL6 HD3
S2-8 BL7 HDI120
AH-590 BLI10
D-17 BL11
ATCC 4342 BLI12
S1-7

Tabela II. Sekwencje oligonukleotydow starterowych uzytych w badaniach.

ey s Gen/wielko$¢
Szczep Starter Sekwencja(5’-3") amplikonu
B. cereus - |BCGSH-1F |GTG CGA ACC CAATGG GTC TTC
grupa BCGSH-1R |CCT TGT TGT ACC ACT TGC TC groEL/400bp
B. anthraci BASH-2F GGT AGA TTA GCA GAT TGC TCT TCA AAA GA
P AntAraCts TRASH-OR | ACG AGC TTT CTC AAT ATC AAA ATC TCC GC | gvrB/253bp
B. BTJH-1F GCT TAC CAG GGA AAT TGG CAG
thuringiensis | BTJH-R ATC AAC GTC GGC GTC GG gyrB/299bp
B BCJH-F TCA TGA AGA GCC TGT GTA CG
TS TBCIH-IR | CGA CGT GTC AAT TCA CGC GC gyrB/A75bp
Tabela III. Stgzenia oligonukleotydow starterowych w mieszaninie reakcyjnej PCR.
Symbol startera | Stezenia wg. Parka i wsp. Wariant [ Wariant I1
BCGSH-F
BCGSILR 48 nM 32 nM 48 nM
BASH-F
BASHR 80 nM 60 nM 32 nM
BTJH-F
BTILR 32 nM 48 nM 60 nM
BCJH-F
BCILR 40 nM 60 nM 60 nM

przeprowadzono w termocyklerze Mastercykler firmy Eppendorf. Analiza produktow reakcji
opierata si¢ na rozdziale elektroforetycznym w zelu agarozowym, przygotowanym zgodnie
z procedura Park i wsp. (16).

Ponadto zbadano wptyw réznych stezen uzytych oligonukleotydow starterowych na

wynik reakcji multiplex PCR (Tabela III).
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WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Przeprowadzono reakcje multiplex PCR, zgodnie z procedura opisana przez Park i wsp.
(16) dla czterech par oligonukleotydow starterowych w tym: BCGSH, wykrywajacego frag-
ment genu groEL, charakterystycznego dla grupy B. cereus, BASH dla wykrycia fragmentu
genu gyrB u szczepow B. anthracis, BTJH, dla wykrycia fragmentu genu gyrB u szczepow
B. thuringiensis 1 BCJH dla wykrycia fragmentu genu gyrB u B. cereus. Produkt reakcji
z uzyciem oligonukleotydoéw starterowych komplementarnych dla fragmentu genu groEL
uzyskano w przypadku wszystkich badanych szczepdéw z wyjatkiem B. weihenstephanensis.
W przypadku uzycia starter6w BASH uzyskano produkt o wielko$ci 253 bp, dla wszystkich
szczepOw B. anthracis, oraz dodatkowo dla szczepu B. cereus S2-8 1 D17 i dla szczepu B.
thuringiensis HD3. Produkt wielkosci 299 bp uzyskano, przy uzyciu starterow BTJH,
dla 6 z 9 badanych szczepdw B. cereus 1 dla dwdch szczepdw z gatunku B. thuringiensis
HD120 i HD7. Nie uzyskano go dla szczepow F2-1, S2-8 i D17 B. cereus. Nie uzyskano
tego produktu takze dla zadnego ze szczepdw B. anthracis. Produkt o wielkosci 475 bp ze

Tabela IV. Wyniki reakcji multiplex PCR z badana grupa szczepow.

Wyniki reakcji multiplex PCR ze straterami
BCGSH BASH BTJH BCJH
B. cereus ATCC 4342 + - + -

B. cereus S1-7

B. cereus 1230-88
B.cereus ATCC 53522
B. cereus F2-1

B. cereus AH 523

. cereus S2-8

. cereus AH590

. cereus D-17

Szczep

+
- + -
+

]
+
]

. thuringiensis HD3
. thuringiensis HD120
. thuringiensis HD293
. thuringiensis HD7

. thuringiensis HD16

. anthracis BL1

. anthracis BL2

. anthracis BL5

. anthracis BL6

. anthracis BL7

. anthracis BL10

. anthracis BL11

. anthracis BL12

. weihenstephanensis 10204
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. weihenstaphanensis 10381 -

+ obecno$¢ produktu reakcji o spodziewanej wielkosci
- brak produktu reakcji
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starterami BCJH uzyskano dla dwoch szczepdéw B. cereus o symbolu S2-8 oraz D-17, dla
dwoch z gatunku B. thuringiensis o symbolu HD293 i HD16, oraz dla wszystkich szczepow
z gatunku B. anthracis (Tabela IV).

Podjete proby przeprowadzenia rekceji multiplex PCR ze zmniejszonymi lub zwigkszo-
nymi stezeniami poszczegodlnych oligonukleotydéow starterowych nie daly spodziewanych
wynikow, gdyz prowadzity do catkowitego braku produktu jak to miato miejsce w przypadku
poszukiwania genu groEL przy uzyciu oligonukleotydéw starterowych BCGSH lub nie zmie-
nialy w istotny sposob mozliwos¢ uzyskania swoistych produktow z pozostatymi starterami.

Grupa B. cereus obejmuje gatunki blisko ze sobg spokrewnione. Identyfikacja i rozr6z-
nienie migdzygatunkowe jest utrudnione ze wzgledu na duze podobienstwo w obrebie calego
genomu. Szczepy te wykazuja wysoki stopien podobienstwa rDNA, oraz niewielkie réznice
w obrebie podjednostki 16S rRNA. Zastosowano wiele metod do rozréznienia gatunkow
w obrebie grupy B. cereus, do ktorych zaliczy¢ mozna : hybrydyzacje DNA caltego genomu
(2), analize sekwencji operonu 16S-23S (8), sekwencjonowanie rejonéw ISRs (intergenic spa-
cer regions) pomiedzy genami gyrB-gyrA (8), PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) (4),
AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) (11), czynniki wirulencji (19), AP-PCR
(arbitrary PCR) (9) oraz PCR-RFLP (PCR —Restriction Fragment Length Polymorphism)
(5). Pomimo licznych badan identyfikacja w obrgbie grupy B. cereus stanowi wcigz spory
problem. Zaproponowana przez Park i wsp. (16) metoda multiplex PCR wydata si¢ cieckawag
alternatywa dla molekularnej identyfikacji grupy B. cereus oraz poszczegdlnych gatunkow
wchodzacych w jej sktad. Przeprowadzone przez nas badania pokazaly, ze najwlasciwszym
z poszukiwanych markerdéw byt fragment genu groEL, pozwalajacy okresli¢ przynalezno$¢
szczepu do grupy B. cereus. Ze starterami dla groEL otrzymano produkt dla wszystkich
badanych szczepow z wyjatkiem szczepow nalezacych do gatunku B. weihenstephanesis.
Oligonukleotydy starterowe BASH uzyte w reakcji do syntezy markeréw charakterystycz-
nych dla B. anthracis pozwolily na zamplifikowanie fragmentu genu gyrB takze u szczepow
B. cereus, co nie tylko potwierdza bardzo wysokie podobienstwo sekwencji badanego genu
u obu tych gatunkdéw, ale takze wskazuje na ograniczong przydatno§¢ zaproponowanych
oligonukleotydow starterowych do identyfikacji szczepow B. anthracis. Podobny problem
wystapit przy uzyciu starterow BTJH do wyodrebnienia szczepdéw nalezacych do gatunku
B. thuringiensis, gdyz produkt o wielkosci 299 bp uzyskano takze ze szczepami nalezacymi
do gatunku B. cereus.

4.5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 <v 20 21 22

475 l)p

400bp
-
‘w-z“g.-ﬁ. -

L .,ﬂ
299 bp

:

Rycina I. Obraz elektroforetycznego rozdziatu fragmentow DNA powstatych w reakcji multiplex-
-PCR ze starterami BCJH (475 bp), BCGSH (400 bp), BTJH (299bp), BASH (253 bp).
Zastosowano wzorzec wielkosci DNA — 100bp GeneRuller. Sciezki oznaczone liczbami
od 1 do 22 przedstawiaja produkty reakcji dla kolejnych szczepoéw zamieszczonych w Ta-
beli IV: 1-9 B. cereus, 10 -14 B. thuringiensis, 15 — 22 B. anthracis
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Ze wzgledu na nieswoiste wyniki, postanowiono zweryfikowa¢ swoisto$¢ sekwencji
oligonukleotydoéw starterowych w dostgpnych internetowych bazach danych. Postugujac
si¢ narzedziem do poréwnywania sekwencji nukleotydowych BLAST (www.blast.ncbi.
nlm.nih.gov) potwierdzono komplementarno$¢ oraz swoistos¢ uzytych oligonukleotydow
starterowych z fragmentem genu gyrB, dla poszczegoélnych gatunkdéw z grupy B. cereus.
Nie udato si¢ jednak potwierdzi¢ ich swoistosci dla szczepow nalezacych do poszczegdl-
nych gatunkéw. Oligonukleotydy starterowe uznane przez Park i wsp. (16) za swoiste dla
poszczegolnych gatunkow byty komplementarne (wielokrotnie w 100%) do sekwencji genu
gyrB u niemal kazdego z gatunkéw nalezacych do grupy B. cereus. Potwierdza to ryzyko
uzyskania danego produktu PCR dla szczepdéw nalezacych do réznych gatunkoéw grupy
B. cereus co nie daje mozliwos$ci doktadnej identyfikacji gatunkowej badanego szczepu.

WNIOSKI

Zaproponowana przez Park i wsp. (16) metoda multiplex PCR do identyfikacji grupy
B. cereus oraz poszczegdlnych gatunkéw bakterii wchodzacych w jej sktad, okazata sig
przydatna jedynie do identyfikacji catej grupy B. cereus. Metoda ta nie zapewnia swoistej
identyfikacji gatunkowej badanych szczepow.
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