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Streszczenie

Klasyczne, oparte na posiewach i testach biochemicznych, metody wykrywania
I roznicowania bakterii z rodzaju Alicyclobacillus zajmujg kilka do kilkunastu dni. Metody
molekularne, oparte na hybrydyzacji lub amplifikacji kwasow nukleinowych umozliwiaja
szybsza 1 niejednokrotnie bardziej precyzyjna charakterystyke badanych bakterii. Sposrod
opisywanych metod, najpopularniej stosowang w diagnostyce rodzaju Alicyclobacillus jest
analiza sekwencji genu 16S rDNA. Do metod molekularnych stosowanych w procesie
wyodrebniania nowych gatunkow w obrebie rodzaju Alicyclobacillus zaliczajg si¢ rowniez
analiza stosunku par G-C do par A-T, hybrydyzacja genomow oraz analiza sekwencji genu
gyrB.

Najbardziej uniwersalne metody réznicowania genetycznego, jak np. RAPD-PCR, nie

wymagajg znajomosci sekwencji badanego DNA.
Metoda LAMP-PCR ze wzgledu na niskie koszty i specyficzno$¢ stanowi atrakcyjng
alternatywe w odniesieniu do metod opartych na klasycznej reakcji PCR.

Stowa kluczowe: Alicyclobacillus, 16S rDNA, gyrB, RAPD-PCR, LAMP-PCR

USE OF MOLECULAR METHODS FOR DIAGNOSTICS OF ALICYCLOBACILLUS
Summary

Conventional methods of detecting and differentiation of Alicyclobacillus are based on
plating and biochemical tests, and require several days do accomplish. Molecular methods are
based on hybridization and amplification of DNA, and enable faster and more specific
characterisation of tested bacteria. The most popular among all described methods, is the
16S rDNA sequence analysis. Molecular methods used in the process of describing new
species belonging to Alicyclobacillus genus are also G-C content, genome hybridization, and
gyrB gene sequence analysis.

The most universal differentiation methods do not require any knowledge of the
sequence of tested DNA.
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The LAMP-PCR method, due to it’s low cost and precision, is an attractive alternative
to the classic PCR methods.
Key words: Alicyclobacillus, 16S rDNA, gyrB, RAPD-PCR, LAMP-PCR

Bakterie z rodzaju Alicyclobacillus to Gram-dodatnie, kwasolubne cieptooporne laseczki
wytwarzajace przetrwalniki. Naturalnym $rodowiskiem ich wystepowania jest gleba. Niektore
gatunki nalezace do tego rodzaju, jak np. Alicyclobacillus acidoterrestris, wytwarzaja zwiazki
0 nieprzyjemnym, dezynfekcyjnym  zapachu: gwajakol, 2,6-dibromofenol oraz
2,6-dichlorofenol 1 sg czgsta przyczyna psucia si¢ sokow owocowych.

Przetrwalniki  Alicyclobacillus charakteryzuja si¢ zdolnoscia do przezywania
w standardowych warunkach pasteryzacji. Zanieczyszczenia sokow owocowych powodowane
przez te bakterie, cho¢ nie stwarzaja zagrozenia dla zdrowia ludzkiego, stanowia istotny
problem w branzy sokowniczej 1 mogg nie$¢ ze sobg powazne konsekwencje ekonomiczne.
Pomimo podejmowanych powszechnie na calym $wiecie badan majacych na celu
identyfikacj¢, opisanie i zahamowanie wzrostu tych bakterii, problem ich wystgpowania
W sokach owocowych jest wcigz aktualny.

Klasyczna metoda wykrywania obecnosci 1 oznaczania liczby bakterii z rodzaju
Alicyclobacillus w sokach owocowych, opisana w normie IFU nr 12, oparta jest na posiewach
badanego materiatu na co najmniej dwoch rodzajach pozywek, a badania trwajg okoto dwdch
tygodni.

Obserwowany w przeciagu ostatnich lat wzrost zastosowania metod biologii molekularne;j
w taksonomii mikroorganizméw umozliwia coraz szybsze | bardziej precyzyjne
przyporzadkowywanie zarowno juz opisanych, jak 1 nowo odkrywanych mikroorganizmow
do okre$lonych taksondw oraz ustalanie pokrewienstwa pomigdzy nimi. Metody te opieraja
si¢ najczgsciej o wlasciwosci 1 sekwencje genomowego DNA badanej bakterii.
Do najwcze$niej stosowanych metod uzytecznych w taksonomii nalezy zaliczy¢ analize
stosunku par guanina-cytozyna (G-C) do par adenina-tymina (A-T) w badanym genomie oraz

hybrydyzacj¢ genomow.

Procent par G-C w genomie jest cecha charakterystyczng gatunku i moze wynosic¢
od warto$ci ponizej 20% (Carsonella ruddii, 16,5%) do ponad 70% (Anaeromyxobacter
dehalogens, 75%) [Hildebrand i in, 2010]. Warto$ci te w odniesieniu do gatunku
Alicyclobacillus wahajg si¢ w granicach 51,6%-53,3% w przypadku A. acidoterrestris, do
61,2%-62,2% w przypadku A. acidocaldarius [Matsubara i in., 2002].
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Hybrydyzacja genomoéw  wykorzystuje zjawisko spontanicznego taczenia  si¢
komplementarnych, pojedynczych nici kwaséw nukleinowych. Jednoniciowy DNA
organizmu referencyjnego moze w mniejszym lub wigkszym stopniu, w zaleznosci od
pokrewienstwa, hybrydyzowac¢ z genomowym DNA badanego organizmu.

Taka analiza bakterii z rodzaju Alicyclobacillus, tacznie z oszacowaniem procentu par
G-C oraz analiza sekwencji gendw metabolizmu podstawowego, jest jedng ze standardowo
stosowanych metod, za pomoca ktérych wyodrebniane sa nowe gatunki. Stosowana byla
W tym celu procedura, w ktorej referencyjny genomowy DNA unieruchomiony na no$niku,
hybrydyzowal z wyznakowanym biotyng badanym DNA. Stopief hybrydyzacji mierzono
poprzez dodanie zwigzanej ze streptawidyng f-galaktozydazy, ktorej aktywno$¢ mierzono za
pomoca zmieniajacego barwe wskaznika [Ezaki i in, 1989].

W metodach opartych o hybrydyzacje kwasoéw nukleinowych, mozliwe jest roOwniez
zastosowanie krotkich sond wyznakowanych radioaktywnie, fluorescencyjnie lub
enzymatycznie, ktore tacza si¢ z poszukiwanymi sekwencjami DNA w obrgbie analizowane;j
czasteczki. Sondami moga by¢ zaré6wno fragmenty DNA komplementarne w stosunku do
okreslonych genow, jak i losowe fragmenty genomowego DNA organizmu referencyjnego.
Opisano technik¢ jednoczesnej identyfikacji bakterii z rodzaju Alicyclobacillus oraz
A. acidoterrestris, opierajaca si¢ o hybrydyzacj¢ wyznakowanych fluorescencyjnie sond
komplementarnych do niektorych obszar6w rDNA. [Thelen i in., 2003; Pieper i in., 2006].
Jest to odmiana metody FISH (ang.: fluorescent in situ hybridization). Sondy, po wniknigciu
do komorek tacza si¢ z DNA gospodarza. W trakcie obserwacji badanych komorek za
pomoca mikroskopu fluorescencyjnego, komorki Alicyclobacillus $wiecg na zielono,
a A. acidoterrestris na zielono i czerwono. Czas analizy tacznie z przednamnazaniem, wynosi
dwa dni. Polaczenie opisywanej metody z cytometrig przeplywowa umozliwia odréznienie
komoérek zywych od martwych, na co nie pozwala wigkszo§¢ technik opartych na PCR
[Pieper 1 in. 2006]. Ma to znaczenie w przypadku analiz majacych na celu wykrycie zywych,
potencjalnic mogacych spowodowaé zepsucie, komorek Alicyclobacillus w badanym
materiale.

Inng uniwersalng metoda, nie wymagajaca wczesniejsze] znajomosci sekwencji
genomowego DNA badanych bakterii, jest metoda RFLP (ang.: restriction fragment lenght
polymorphism), w ktorej produkty trawienia genomowego DNA enzymami restrykcyjnymi
rozdzielane sg w zelu, tworzac wzor, nazywany rowniez ,,odciskiem palca”. Podobienstwo

uzyskanych wzordw pozwala na ocen¢ pokrewienstwa badanych organizméw. Duze
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fragmenty DNA, ktore moga powsta¢ po trawieniu genomu bakteryjnego moga by¢
rozdzielane w zmiennym polu elektrycznym (PFGE; ang.: pulsed field electrophoresis).

Roéwniez niektéore metody z zastosowaniem reakcji PCR nie wymagaja znajomosci
sekwencji DNA, nalezg do nich m. in RAPD-PCR (ang.: random amplification
of polymorphic DNA) i rep-PCR (ang.: repetitive extragenic palindroms).

RAPD, losowa amplifikacja polimorficznych fragmentow DNA, wykorzystuje tylko jeden
krotki starter, ktory przytacza si¢ do genomowego DNA w wielu miejscach, w wyniku czego
po reakcji PCR powstajg produkty o rdéznej dlugosci, ktore mozna rozdzieli¢ na zelu
uzyskujac charakterystyczny wzor. Gtéwna wada tej metody jest jej niska powtarzalnos¢. Aby
uzyska¢ odpowiednig ilos¢ produktow, stosuje si¢ do$¢ niskg temperature¢ podczas
przytaczania startera, co oznacza, ze do wielu miejsc w obrebie genomu starter przylacza si¢
niespecyficznie. W takich warunkach nawet niewielkie ré6znice w temperaturze lub skladzie
mieszaniny reakcyjnej moga wplyna¢ na koncowy wynik reakcji.

W metodzie rep-PCR startery zaprojektowane sg tak, aby przylaczaty si¢ do sekwencji
repetytywnych rozproszonych w badanym genomie. Sekwencje repetytywne czgsto sa
charakterystyczne dla duzych grup bakterii, np. sekwencje ERIC (Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus) czy REP (ang.. Repetitive Chromosomal Elements) wystepuja
u wickszosci bakterii  Gram-ujemnych. W przeciwienstwie do RAPD, metoda ta
charakteryzuje si¢ wysokg powtarzalnoscia, poniewaz stosowane sg dluzsze startery oraz
wyzsze temperatury przylaczania startera.

Opisano zastosowanie metody RAPD-PCR w celu analizy zroznicowania genetycznego
bakterii Alicyclobacillus izolowanych z gleby sadow oraz Srodowiska przetworni owocowe;j
w Afryce [Groenewald i in., 2009; Yamazaki i in, 1997]. Yamazaki i in. wyodrgbnili
3 sposrod 42 testowanych dziesigcionukleotydowych i dwunastonukleotydowych starterow,
ktore umozliwiaty odrdznienie szczepow nalezacych do gatunku A. acidoterrestris od
A. acidocaldarius i innych spokrewnionych bakterii. Startery te zostalty wykorzystane pdzniej
przez Groenewalda i innych do zrdéznicowania szczepow Alicyclobacillus izolowanych
z ziemi sadow oraz Srodowiska przetworni. 16 przebadanych gatunkow A. acidoterrestris
podzielono na 4 grupy na podstawie wzoréw uzyskanych w reakcji RAPD-PCR.

Bardziej precyzyjne metody analizy genetycznej wymagaja znajomos$ci przynajmniej
fragmentu sekwencji DNA badanego organizmu, poniewaz opieraja si¢ one na badaniach
polimorfizmu konkretnego genu lub obszaru. Duzym utatwieniem sg projektowane przez
badaczy uniwersalne, zdegenerowane startery umozliwiajace izolacj¢, na drodze reakcji PCR,

pozadanego fragmentu DNA szerokich grup bakterii. Badania nad polimorfizmem
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konkretnych gendéw umozliwiajg podzniejsze zaprojektowanie starteréw do wykrywania
konkretnych, waskich grup mikroorganizmow.

Okreslany jest polimorfizm gendéw metabolizmu podstawowego (ang.: housekeeping
genes) obecnych u wszystkich mikroorganizmoéw 1 silnie konserwowanych (m. in.: 16STRNA,
rpoB, gyrB, recA, groEL, atpD) lub jesli chodzi o identyfikacje lub okreslenie zroznicowania
wewnatrz okreslonej grupy organizmow, geny charakterystyczne w odniesieniu do tej grupy.
W przypadku Alicyclobacillus sa to geny kodujace enzymy zwigzane z wytwarzaniem
gwajakolu 1 geny zwigzane z synteza wm-alicyklicznych kwasow tluszczowych bedacych
sktadnikami blony komoérkowej [Niwa i Kawamoto, 2003]. Przeprowadzono badania nad
genem vdc kodujacym dekarboksylazg kwasu wanilinowego, ktéra odpowiada za
wytwarzanie gwajakolu z kwasu wanilinowego. Gen ten nie jest specyficzny tylko dla
gatunku Alicyclobacillus, wystepuje on rowniez u promieniowcow i czgsci gatunkoéw bakterii
z rodzaju Bacillus. Z genomu bakterii A. acidoterrestris wyizolowano trzy otwarte ramki
odczytu (ORF), ktére wklonowano do wektora i przeniesiono do bakterii charakteryzujacych
si¢ brakiem zdolno$ci wytwarzania gwajakolu. Tylko obecno$¢ wszystkich trzech ramek
odczytu jednoczes$nie warunkowata zdolno$¢ tych bakterii do wytwarzania gwajakolu.
Na podstawie sekwencji najdluzszej z ORF zaprojektowano starter, ktory pdzniej
wykorzystano do specyficznego wykrywania gatunku A. acidoterrestris. Szczegoty dotyczace
tego eksperymentu, jak rowniez badan nad genami kodujagcymi enzymy zaangazowane
W synteze m-alicyklicznych kwasow tluszczowych opisano w literaturze patentowej dostepnej
w jezyku japonskim [JP2003000259, JP10234376].

Najpopularniejszym markerem w badaniach nad klasyfikacja mikroorganizmow jest
obszar kodujacy rRNA, a szczegolnie gen 16S rDNA kodujacy czasteczke rRNA wystepujaca
w mniejszej podjednostce rybosoméw bakteryjnych. Gen 16S rDNA zawiera w swoim
obrebie zaré6wno sekwencje wysoce konserwowane, jak 1 bardziej zmienne.
Sekwencjonowanie i1 analiza sekwencji genéw 16S rDNA jest w chwili obecnej najszerzej
stosowang metodg klasyfikacji molekularne; mikroorganizmow. Istnieje ogromna i wcigz
powigkszana baza danych sekwencji genow rDNA. Analiza sekwencji rDNA pozwolita
wyodregbni¢ rodzaj Alicyclobacillus [Wisotzkey i in, 1992], rowniez wszystkie znane obecnie
gatunki Alicyclobacillus zostaty opisane m. in. na podstawie sekwencji tego obszaru.

Analiza sekwencji genu 16SrRNA pomogla scharakteryzowa¢ m. in.: 60 szczepow
Alicyclobacillus izolowanych z gleby komercyjnych upraw owocowych [Goto i in., 2007],

kwasolubne i cieptooporne bakterie pochodzace z sadow w Chinach [Wang i in, 2010]
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i Z r6znych, zakwaszonych Srodowisk w Japonii [Goto i in., 2002], oraz cieptolubne bakterie
izolowane z zepsutych napojow [Yamazaki i in., 1996].

Na podstawie sekwencji genu 16S rDNA zaprojektowano startery umozliwiajace
wykrywanie Alicyclobacillus acidoterrestris na drodze czutej reakcji PCR z zastosowaniem
odwrotnej transkryptazy (RT-PCR) [Yamazaki i in., 1996], jak rowniez startery oraz sonde
pozwalajace wykry¢ bakterie z rodzaju Alicyclobacillus w reakcji real-time PCR [Connor
I in., 2005]. Metoda real-time PCR oparta na genie 16S rDNA zostata rowniez wykorzystana,
obok metody RAPD, w celu zréznicowania szczepow Alicyclobacillus izolowanych z gleby
sadow oraz z przetworni owocowej w Afryce [Groenewald i in, 2008]. W przypadku
organizmoéw bardzo blisko spokrewnionych analiza wylacznie sekwencji 16S rDNA moze
okaza¢ si¢ niewystarczajaca. Do tego celu stosowane sa analizy sekwencji rejonu
hiperzmiennego (rejon ITS — ang.: intergenic spacer region) potozonego pomigdzy genami
kodujacymi 16S rRNA i 23S rRNA. Obszar ten nie koduje Zadnego genu, w zwiazku z czym
tempo jego ewolucji oraz zmienno$¢ pomigdzy gatunkami i szczepami bakterii sg duzo
wyzsze. Innym podejsciem jest analiza sekwencji kilku genéw metabolizmu podstawowego
(metoda MLST - ang.: mulilocus sequence typing).

Ostatnie doniesienia, bazujace na analizie sekwencji kompletnych genomow
bakteryjnych, wskazuja na problem heterogeniczno$ci wewnatrzgenomowej genow 16S
rDNA. Genomy wielu mikroorganizmow koduja wiecej niz jedng kopie operonu rDNA.
Kopie te ewoluujg niezaleznie, w zwigzku z czym wykazujg zréznicowanie, ktore utrudnia
analize filogenetyczng organizméw blisko ze sobg spokrewnionych, gdzie zréznicowanie
sekwencji  16S  rRNA wewnatrz jednego genomu moze by¢ porownywalne
ze zrdéznicowaniem sekwencji pochodzacych od spokrewnionych gatunkoéw [Case 1 in, 2007].
Jedyny zsekwencjonowany jak odtad w catosci genom Alicyclobacillus, A. acidocaldarius
DSM 446, koduje 6 nieidentycznych kopii operonu 16S rDNA.

Wystepujacy powszechnie u bakterii gen gyrB koduje podjednostke B gyrazy, enzymu
odpowiedzialnego za wprowadzanie ujemnych super-skretow do kolistej czasteczki DNA.
Jest to jedno z biatek niezbgdnych podczas proceséw replikacji, transkrypcji, rekombinacji
i naprawy DNA. Gen gyrB wystepuje w genomie w pojedynczej kopii. Bardzo rzadko ulega
transferowi horyzontalnemu. Charakteryzuje go wyzsze, w poréwnaniu do 16S rDNA, tempo
ewolucji, dzigki czemu lepiej nadaje si¢ do roéznicowania blisko spokrewnionych ze sobag
bakterii. Ostatnie publikacje potwierdzajg przydatno$¢ tego genu jako markera do
identyfikacji 1 badania pokrewienstwa pomiedzy bakteriami, w tym bakteriami z rodzaju

Alicyclobacillus. Gatunki Alicyclobacillus: A. pomorum, A. contaminans, A. fastidiosus,
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A. kakegawensis, A. macrosporangiidus, A. sacchari i A. shizuokensis wyodrebniono m. in. na
podstawie analizy sekwencji genow 16Sr DNA oraz gyrB [Goto i in., 2003, Goto i in., 2007].
Gen gyrB nalezy do 10 gendéw metabolizmu podstawowego, dla ktorych zaprojektowano
uniwersalne startery umozliwiajace ich amplifikacje 1 sekwencjonowanie u minimum 2/3
W obrebie zréznicowanej filogenetycznie, testowanej grupy bakterii [Santos i Ochman, 2004].

Amplifikowany za pomocg PCR fragment DNA moze zosta¢ rdéwniez poddany analizie za
pomoca cigcia enzymami restrykcyjnymi (PCR-RFLP). Podobnie jak w klasycznej metodzie
RFLP, produkty trawienia rozdzielane sg w zelu, a podobienstwo profilow restrykcyjnych
Swiadczy o pokrewienstwie badanych bakterii. Metode t¢ wykorzystano w celu uzyskania
profilow restrykcyjnych gendéw 16S rDNA kwasolubnych 1 cieptolubnych bakterii
izolowanych ze srodowiska przetworni sokow owocowych [Chen i in., 2006].

Opisano metode identyfikacji Alicyclobacillus spp. w oparciu o0 gen shc kodujacy cyklaze
skwalenowo-hopenowa [Luo i in., 2004], kluczowy enzym biorgcy udzial w syntezie
hopanoidow, cyklicznych lipidéw wystepujacych w btonie komodrkowej licznych gatunkow
bakterii. Gen ten wystepuje w genomie bakterii w pojedynczej kopii i na poziomie
nukleotydowym wykazuje znaczne zréznicowanie nawet pomiedzy réznymi gatunkami tego
samego rodzaju bakterii, natomiast zréznicowanie pomi¢dzy réznymi szczepami tego samego
gatunku jest niewielkie. Sekwencje nukleotydowe genu shc kodowanego przez
A. acidoterrestris i A. acidocaldarius sg identyczne w 61%. Na chwilg obecng w GenBanku
zdeponowane sg jedynie 4 sekwencje genoéw shc wyizolowanych z bakterii z rodzaju
Alicyclobacillus, przy czym tylko 2 z nich to kompletne sekwencje genu. Na podstawie roznic
wystepujacych w sekwencjach nukleotydowych tego genu zaprojektowano startery oraz sonde
pozwalajace wykry¢ bakterie z rodzaju Alicyclobacillus w reakcji real-time PCR. Opisana
metoda nie obejmuje réznicowania rodzaju Alicyclobacillus na gatunki. Metoda wymaga
dalszej weryfikacji. Mata liczba przetestowanych empirycznie szczepdw, jak rdwniez skapa
ilo§¢ danych, na ktorych oparto projekt starterow i sondy nukleotydowej stwarza
prawdopodobienstwo, ze skutecznos¢ metody moze okaza¢ si¢ ograniczona tylko do
niektorych gatunkow Alicyclobacillus.

Zmodyfikowana reakcja PCR, tzw. LAMP-PCR (ang.: Loop-Mediated Isothermal PCR)
zostata zastosowana do szybkiego wykrywania Alicyclobacillus acidoterrestris [Chen i in.,
2011]. Jako matryce wykorzystano rejon hiperzmienny pomigdzy genami 16S 1 23S rDNA.
Uzyskano amplifikacj¢ 8 szczepow A. acidoterrestris w odniesieniu do 6 szczepow
A. acidocaldarius i 13 szczepow innych rodzajow, w przypadku ktérych nie uzyskano

amplifikacji.
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W metodzie LAMP wykorzystywane sg cztery startery, a cala reakcja zachodzi w takiej same;j
temperaturze. Przyrost produktu amplifikacji mozna mierzy¢ poprzez dodanie barwnika
fluorescencyjnego wiazacego si¢ z dwuniciowym DNA, np. SYBR Green [Notomi, 2000].
Mozliwa jest tez analiza produktow reakcji na zelu. Metoda ta charakteryzuje si¢ wysoka
specyficznoscig, nie wymaga rowniez drogiego sprzetu, co czyni jg atrakcyjng alternatywa do
metod opartych na klasycznej reakcji PCR.

Niskie koszty, szybko§¢ wykonania analizy, specyficznos¢ i czuto$¢ reakceji to parametry,
ktore decyduja o atrakcyjnosci metody badawczej. W przeciggu ostatnich lat dostepnos¢
i spadek ceny pojedynczej reakcji sekwencjonowania uczynity t¢ metod¢ jedng z najczesciej
stosowanych w celu pozyskania informacji pozwalajacych na okres$lenie przynaleznosci
badanej bakterii do gatunku. Aktualnie rozwijane i wprowadzane alternatywne techniki
sekwencjonowania, jak pirosekwencjonowanie, pozwalaja na dalszg redukcj¢ czasu i kosztow
analiz. Silag metod opartych o analiz¢ sekwencji gend6w markerowych, szczegdlnie genu 16S
rDNA jest rowniez bardzo obszerna i wcigz rosngca baza danych analogicznych sekwencji,
pochodzacych od réznych organizmow. Na podstawie zebranych danych mozliwe jest
projektowanie systemow przeznaczonych do regularnego wykorzystywania w praktyce,
np. majacych za zadanie szybkie 1 precyzyjne wykrycie konkretnego gatunku bakterii

w badanym materiale.
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