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Streszczenie

Badania obejmujace selekcje i charakterystyke szczepow bakterii fermentacji mlekowej
(LAB), potaczone z ich molekularng identyfikacja, maja szczegdlne znaczenie z uwagi na
istotng rol¢ tych bakterii w przemysle spozywczym, a takze ich pozytywny wptyw na zdrowie
ludzi i zwierzat. Korzystne wiasciwosci LAB czesto sg cechg $cisle okreslonego szczepu i nie
mozna ich przypisywaé calemu gatunkowi. Z tego wzgledu duza wage przywiazuje si¢ do
znalezienia 1 doboru odpowiednich technik umozliwiajacych nie tylko rzetelng i precyzyjna
identyfikacj¢ tych bakterii, ale takze réznicowanie wewnatrzgatunkowe. Pozwala to na
przypisanie specyficznych wlasciwosci konkretnemu szczepowi LAB.

W literaturze opisano wiele metod molekularnych stuzacych identyfikacji i r6znicowaniu
LAB. Kazda z nich charakteryzuje okreslony potencjal rdéznicujacy 1 powtarzalnosé.
W niniejszej pracy podsumowano wykorzystanie wybranych metod molekularnych,
bazujacych na tancuchowej reakcji polimerazy (PCR), do celow doktadnej i jednoznacznej
identyfikacji oraz typowania bakterii fermentacji mlekowej. Omowiono takze przyktady
praktycznego zastosowania tych metod.

Stowa kluczowe: bakterie fermentacji mlekowej, genotypowanie, PCR

ADVANCE IN IDENTIFICATION AND DIFFERENTIATION OF
LACTIC ACID BACTERIA. PART 1.

Summary
Research focusing on selection and characterization of lactic acid bacteria (LAB) strains
including their molecular identification are substantial due to a great economic importance
of these bacteria for the food industry and their positive impact on human and animal health.
The beneficial effects of LAB are often not attributed to a species, but are strain-dependent.
Therefore, it is crucial to find and select the appropriate methods not only for the reliable and
precise identification of bacteria but also for strain-level differentiation. These allow

to associate a specific effect to a concrete LAB strain.
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In many literature data, a broad range of molecular techniques has become available for
the identification and discrimination of LAB. All of them displaying differences
in discriminatory power and reproducibility. The present review briefly summarizes
the application of selected molecular methods based on polymerase chain reaction for the
purpose of precise and reliable identification and typing of lactic acid bacteria. The examples
of these methods practical application are also discussed.

Key words: lactic acid bacteria, genotyping, PCR

WSTEP

Bakterie fermentacji mlekowej (LAB - ang. lactic acid bacteria) stanowig bardzo
zréznicowang grupe bakterii spokrewnionych funkcjonalnie zdolno$cig do syntezy kwasu
mlekowego podczas homo- lub hetero-fermentacji. Sg to drobnoustroje Gram-dodatnie,
wzglednie beztlenowe, niewytwarzajace przetrwalnikow. Pomimo bliskiego pokrewienstwa
filogenetycznego LAB zasiedlajg bardzo odmienne nisze ekologiczne, np. glebe, rosliny,
przewod pokarmowy i btony $luzowe ludzi i zwierzat, uktad moczowo-plciowy, surowe
mleko 1 rézne produkty fermentacji. Taka rédznorodno$¢ zasiedlanych $rodowisk pomigdzy
blisko  spokrewnionymi  gatunkami wigze si¢ z wszechstronnymi  zdolno$ciami
metabolicznymi tych bakterii. To w konsekwencji umozliwia szerokie wykorzystanie ich
w wielu dziedzinach, takich jak ochrona mikrobiologiczna zywnosci czy jako kultury
starterowe do produkcji pasz zwierzecych i zywno$ci fermentowanej, np. produktow
mlecznych, pieczywa, napojow, przetwordOw z owocoéw, warzyw 1 mig¢sa. LAB stanowig
bardzo wazny element naturalnej mikrobioty ludzi i zwierzat, a z uwagi na ich profilaktyczne
| terapeutyczne dziatanie znalazly zastosowanie takze jako probiotyki. Identyfikacja
gatunkowa szczepu jest niezbednym warunkiem dopuszczenia do stosowania produktéw
otrzymanych z jego udziatem. Istotne jest to, ze korzystne i pozadane wlasciwosci tych
bakterii czgsto sg cechg Scisle okreslonego szczepu 1 nie mozna ich przypisywac catemu
gatunkowi. Z tego powodu ogromng uwage przywiazuje si¢ do znalezienia dobrych technik
umozliwiajacych nie tylko precyzyjne 1 jednoznaczne okreslenie przynaleznos$ci
taksonomicznej LAB, ale takze ich rdéznicowanie wewnatrzgatunkowe pozwalajace na
faczenie istotnych wtasciwosci z konkretnym szczepem [Collado 1 in. 2006].

Identyfikacja bakterii na podstawie wlasciwosci fenotypowych nie zawsze jest zgodna
z wynikami analizy genotypowej. Metody fenotypowe, obejmujace m.in. charakterystyke

morfologiczng i fizjologiczng izolatu oraz analiz¢ cech biochemicznych, charakteryzuje
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znacznie mniejszy potencjat do réznicowania mikroorganizmoéow. Identyfikacja gatunkowa
LAB wymaga przeprowadzenia wielu reakcji enzymatycznych. Bazy do analizy uzyskanych
wynikow nie sg wystarczajgco szybko uaktualniane i czesto nie uwzgledniajg ostatnich zmian
w taksonomii, w tym nowo opisanych gatunkow. Problem z jednoznaczng i precyzyjng
identyfikacja za pomoca metod fenotypowych wiaze si¢ takze z powszechnym zjawiskiem
zmiennosci fenotypowej wynikajacej m.in. ze zmiany ekspresji genow pod wplywem
warunkow Srodowiska.
W tej sytuacji szerokie zastosowanie znalazly metody biologii molekularnej oparte na analizie
materiatu genetycznego bakterii, ktory jest unikalny i bardziej stabilny. Genotypowe metody
typowania drobnoustrojow s3 mniej zalezne od warunkéw wzrostu bakterii i umozliwiaja
zréznicowanie na poziomie nie tylko gatunku i podgatunku, ale i szczepu. Charakteryzuje je
wigksza czuto$¢ 1 powtarzalnos¢ wynikow. Szerokie wykorzystanie ich przyczynilo si¢ do
wprowadzenia kluczowych zmian w klasyfikacji wielu LAB, w tym takze do wyodrgbnienia
nowych gatunkéw [Bringel 1 in. 2005, De Bruyne i in. 2007, Singh i in. 2009]. Nalezy
pokresli¢, ze nie zastgpig one klasycznych metod mikrobiologicznych, w tym analizy
biochemicznej szczepdw, jednak stanowig ich istotne uzupetnienie.

Niniejszy artykul stanowi pierwszg cze$¢ opracowania dotyczacego wybranych,
najwazniejszych metod biologii molekularnej, wykorzystywanych do celéw dokladnej
| jednoznacznej identyfikacji oraz oceny wewnatrzgatunkowego zrdznicowania szczepOw

nalezacych do grupy bakterii fermentacji mlekowe;.

1. Metody genotypowania LAB

Wiele technik biologii molekularnej z powodzeniem wykorzystano do identyfikacji i/lub
réznicowania wewnatrzgatunkowego szczepéw LAB. Bakterie fermentacji mlekowej
stanowia liczng grupg zrdéznicowanych genetycznie drobnoustrojow. Wielko$¢ genomow
LAB zawiera si¢ w przedziale od okoto 1,2 Mpz (1.219.250 pz - Lactobacillus iners ATCC
55195) do 3,30 Mpz (3.308.274 pz - Lactobacillus plantarum WCFS1), a zawarto$¢ par zasad
G+C u samego rodzaju Lactobacillus waha si¢ pomiedzy 32% a 54%. Z tego powodu
identyfikacja LAB jest trudnym zadaniem. O przydatnosci danej metody genotypowania
decydujg przede wszystkim trzy parametry: typowalnos¢, czyli mozliwos¢ uzyskania wyniku
w przypadku kazdego z badanych szczepdw; dyskryminacja (potencjat roznicujacy), czyli
zdolno$¢ do rozréznienia niespokrewnionych szczepow oraz powtarzalnos¢, czyli
uzyskiwanie zawsze takiego samego wyniku w odniesieniu do okreslonego szczepu. Kazda

zmetod genotypowych charakteryzuje okre$lony potencjat rdznicujacy, poczawszy od
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identyfikacji na poziomie rodzaju i gatunku, a skonczywszy na rdéznicowaniu w obrgbie
poszczegbdlnych szczepdéw (typowanie). Sposrod metod wykorzystywanych w  analizie
genotypowej LAB wiele bazuje na technice tancuchowej reakcji polimerazy (PCR). PCR
zuzyciem specyficznych oligonukleotydow jako starterow, w $cisle kontrolowanych

warunkach reakcji, umozliwia wybiorczg amplifikacje swoistego DNA.

2. Metody bazujace na technice PCR

Od wielu lat stale wzrasta wykorzystywanie, do identyfikacji LAB, testow opartych na
amplifikacji kwaséw nukleinowych. Ogromng zaletg jest ich czulo$¢, swoisto$¢ i prostota
wykonania. W identyfikacji za pomocg PCR kluczowy jest wybor odpowiedniego odcinka
DNA w zalezno$ci od poziomu taksonomicznego, ktory chcemy bada¢. Amplifikowany
fragment powinien zawiera¢ sekwencj¢ swoista, pozwalajaca na dokladng identyfikacje
danego gatunku LAB i jednocze$nie wykazujgcg wystarczajgcg zmienno$¢ do réznicowania
szczepOéw bakteryjnych. Po amplifikacji produkt reakcji mozna oceni¢ na podstawie jego
wielkosci (liczba par zasad), analizy restrykcyjnej, sekwencji nukleotydowej lub hybrydyzacji
z sondami molekularnymi.
PCR wykorzystywany jest nie tylko do identyfikacji LAB, ale rowniez do wykrywania
swoistych genéw zwigzanych m.in. z opornoscig na antybiotyki [Toomey i in. 2010] lub

syntezg bakteriocyn [Kizerwetter-Swida i Binek, 2010].

2.1. Multipleks PCR

Technika multipleks PCR pozwala na rownoczesng amplifikacje dwoch lub wigkszej
liczby fragmentow DNA, w jednej mieszaninie reakcyjnej, dzigki zastosowaniu réznych par
starterow. Wszystkie startery musi charakteryzowaé¢ ta sama optymalna temperatura
przylaczania si¢ do matrycy. Réwnoczesna amplifikacja wigcej niz jednego regionu DNA
obniza koszty eksperymentu, oszczgdza prace i czas, a takze zmniejsza zuzycie matrycowego
DNA i odczynnikow. Reakcje multipleksowe sg jednak trudne do optymalizacji. Powinna
charakteryzowac¢ je czuto$¢ poréwnywalna do czulo$ci pojedynczych reakeji, kiedy to kazdy
z drobnoustrojéw wykrywany jest w oddzielnej probie. W literaturze opisano dotychczas
wiele reakcji multipleksowych majacych na celu identyfikacje 1 roznicowanie LAB. Kwon
i in. (2004) opracowali multipleks PCR bazujacy na zestawach starteréw wiasciwych dla
genow 168, 23S rDNA oraz regionu 16S/23S rDNA ISR (ang. Intergenic Spacer Region).

Reakcje z powodzeniem zastosowano do jednoczesnej identyfikacji siedmiu probiotycznych
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gatunkow w obrgbie rodzaju Lactobacillus: L. acidophilus, L. delbrueckii, L. casel, L. gasseri,
L. plantarum, L. reuteri i L. rhamnosus. Torriani i in. (2001) zaproponowali réoznicowanie
bardzo blisko spokrewnionych gatunkow w obrgbie grupy Lactobacillus plantarum:
L. plantarum, L. paraplantarum i L. pentosus, na podstawie amplifikacji genu recA
kodujacego bialko uczestniczace w rekombinacji homologicznej. Opracowany multipleks
PCR okazal si¢ przydatny takze do roznicowania podgatunkéw L. plantarum subsp.
plantarum i L. plantarum subsp. argentoratensis [Bringel i in. 2005]. W innych badaniach,
Ventura i in. (2003) oraz Sheu i in. (2009), wykorzystujac sekwencj¢ genu kodujacego
czynnik elongacyjny Tu, zaprojektowali specyficzne reakcje multipleksowe umozliwiajace
réwnoczesng identyfikacje L. rhamnosus, L. casei i L. paracasei subsp. paracasei [Ventura
i in. 2003] oraz L. acidophilus, L. delbrueckii, Bifidobacterium longum i gatunkéw z grupy
L. casei [Sheu i in. 2009].

2.2. Real-time PCR

Wsrod technik wykrywania kwasoéw nukleinowych, fancuchowa reakcja polimerazy
z analizg przyrostu ilo$ci produktu w czasie rzeczywistym (real-time PCR, qPCR) cieszy si¢
coraz wigksza popularnoscia. Jest technikg bardzo czuta, szybka i wymaga niewielkich ilosci
DNA do przeprowadzenia analizy. Ilos¢ powstajacego podczas qPCR produktu monitorowana
jest przy zastosowaniu ré6znych metod opartych na fluorescencji. Najprostsza 1 najtansza jest
uzycie niespecyficznych barwnikow fluorescencyjnych (np. SYBR Green 1) silnie wigzacych
si¢ z czasteczkg dwuniciowego DNA, co prowadzi do wzrostu fluorescencji proporcjonalnie
do wzrostu ilosci produktu reakcji. Po zakonczonej amplifikacji mozna wyznaczy¢ krzywa
topnienia powstatego produktu PCR poprzez pomiar fluorescencji w trakcie powolnego
ogrzewania probki (stopniowa denaturacja dwuniciowych czasteczek prowadzi do spadku
fluorescencji). Temperatura topnienia jest charakterystyczna cecha amplikonu, zalezng od
jego dtugosci 1 sekwencji nukleotydowej, dzieki czemu moze by¢ wykorzystana w celach
identyfikacji. Bardziej swoistg analiz¢ qPCR mozna przeprowadzi¢ z uzyciem
komplementarnych do powielanej sekwencji sond molekularnych. Sondy wyznakowane sa
zwigzkiem fluorescencyjnym (reporter, fluorochrom), ktory emituje $wiatto w odpowiednich
warunkach, proporcjonalnie do ilosci produktu w kazdym cyklu reakcji.

Niewatpliwag zaleta qPCR jest mozliwo$¢ przeprowadzenia badan ilosciowych,
t]. oznaczania liczby bakterii fermentacji mlekowej bezposrednio w  probkach

srodowiskowych (np. mleko, kal, woda, Zywno$¢), z pominigciem klasycznej hodowli
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mikrobiologicznej. Real-time PCR skutecznie wykorzystano m.in. do wykrywania
I ilo§ciowego oznaczania szczepu starterowego L. plantarum IWBT B 188 [Cho i in. 2011]
i szczepow Oenococcus oeni [Solieri i Giudici 2010], podczas procesu fermentacji
jablczanowo-mleczanowej, oraz probiotycznego szczepu L. casei Shirota w kale [Fujimoto
I in. 2008]. Uzyto w tym celu swoistych starterow zaprojektowanych na podstawie wynikow
analizy RAPD. Warto podkresli¢, iz pewnym ograniczeniem tej metody jest brak mozliwosci
rozrdznienia pomiedzy zywymi 1 martwymi komorkami bakteryjnymi, w efekcie amplifikacja
materialu genetycznego pochodzacego takze z niezdolnych do podziatu i nieaktywnych
metabolicznie komorek bakteryjnych [Cho i in. 2011, Fujimoto i in. 2008].

Innym zastosowaniem qPCR jest oznaczanie poziomu ekspresji wybranych gendw.
W badaniach tych przeprowadza si¢ odwrotng transkrypcje, ktéra umozliwia przepisanie
sekwencji mMRNA oznaczanego genu na sekwencje cDNA bezposrednio przed qgPCR (Reverse
Transcriptase real-time PCR, RT-gPCR). Metoda RT-qPCR zostala wykorzystana m.in. do
badania aktywnosci metabolicznej LAB przez oznaczenie ekspresji kluczowych genow
metabolizmu podstawowego, warunkujacych przezycie komorki (ang. housekeeping genes).
Ekspresja tych genow jest na stosunkowo stalym poziomie i nie podlega regulacji. RT-qPCR
umozliwia takze §ledzenie zmian zachodzacych w syntezie biatka np. pod wptywem zmiany
warunkow $rodowiska lub po potraktowaniu bakterii wybranym czynnikiem stresowym.
Falentin i in. (2010) opracowali metode RT-qPCR do oceny liczby, aktywno$ci metabolicznej
i odpowiedzi na stres u Propionibacterium freudenreichii i L. paracasei podczas procesu
dojrzewania sera. Badano poziom transkrypcji genu kodujacego 16S rRNA, czynnik
elongacyjny Tu zaangazowany w biosyntezg¢ biatek (gen tuf) oraz biatko opiekuncze (gen
groL). W innych badaniach [Beltramo i in. 2006] metod¢ RT-qPCR zastosowano do
monitorowania poziomu ekspresji 13 genéw mogacych petnic istotng rolg w adaptacji O. oeni
do niesprzyjajacych warunkéw wystepujacych podczas procesu fermentacji jablczanowo-

mleczanowe;j.
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2.3. RAPD

Wsrdd technik molekularnych, umozliwiajacych typowanie drobnoustrojow, duzym
zainteresowaniem cieszg ci¢ techniki nie wymagajgce znajomosci sekwencji genomowego
DNA lub gatunkowo swoistych genow. Jedng z nich jest opracowana przez Williams’a 1 in.
(1990) metoda RAPD (ang. Random Amplified Polymorphic DNA). Polega ona na
amplifikacji z udziatem krétkiego (najczesciej 10 nukleotydow) startera o przypadkowej
sekwencji nukleotydow, ktory taczy si¢ z mniej lub bardziej homologicznymi sekwencjami
DNA chromosomalnego. W poczatkowych cyklach amplifikacji, na etapie przylaczania
starterow do matrycy DNA, stosowane sg cz¢sto nizsze niz w klasycznym PCR temperatury.
Moze przez to dochodzi¢ do amplifikacji nawet w przypadku niepeilnej komplementarnosci
startera. Dzigki szybkosci, prostocie wykonania, niskim kosztom ijednoczesnie duzym
potencjale rdznicujgcym, metoda ta wielokrotnie byta wykorzystywana do typowania LAB.
W badaniach przeprowadzonych przez Plengvidhya i in. (2004) w odniesieniu do kazdego
z dziewigciu przebadanych szczepoéw Leuconostoc mesenteroides uzyskano inny wzor RAPD.
Wysoki potencjal réznicujacy 1 przydatnos¢ tej techniki zaréwno do identyfikacji, jak
i typowania LAB wykazali m.in. Zawadzka-Skomiat i in. (2009) oraz Rodas i in. (2005).
Potaczenie wynikéw uzyskanych przy uzyciu dwoch starterow moze zwiekszy¢ zdolnosé
roéznicujaca RAPD, dzigki czemu wsrod 250 LAB wyizolowanych z fermentujacych kietbas
wyr6zniono 136 profili. Sekwencje produktow RAPD, charakterystycznych dla okre§lonego
gatunku lub szczepu, mozna wykorzysta¢ do zaprojektowania swoistych sond lub starteréw
PCR [Fujimoto i in. 2008, Solieri i Giudici 2010, Cho i in. 2011]. Wielu autoréw zwraca
jednak uwage na niskg powtarzalno$¢ wynikow otrzymywanych ta metoda, zwlaszcza w skali
mi¢dzylaboratoryjnej [Gevers i in. 2001, Mohania iin. 2008]. Jest to zwigzane glownie
z niskg swoisto$cia przytaczania starteréw 1 duza podatnoscig na zmiany warunkow reakcji,

glownie sktadu mieszaniny reakcyjnej [Singh 1 in. 2009].

2.4. rep-PCR

Inng metoda, przy ktorej nie trzeba dysponowa¢ danymi o sekwencji DNA, jest rep-PCR
(ang. repetitive bacteria DNA element-PCR). W metodzie tej uzywa si¢ starterow
komplementarnych do stosunkowo krotkich 1 wysoce konserwatywnych sekwencji
powtorzonych, wystepujacych w genomie bakteryjnym w wielu kopiach. Liczba, rodzaj, jak
I rozmieszczenie tych sekwencji w genomach poszczegdlnych szczepow stanowi zrodto

istotnych informacji na temat ich zréznicowania. Amplifikacji ulegaja odcinki DNA potozone
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pomiedzy dwoma sgsiadujgcymi na przeciwleglych niciach powtorzeniami. Przyktadem
takich regionéw polimorficznych sa sekwencje REP (ang. Repetitive Extragenic Palindromic
Elements, REP-PCR) o dlugosci 35-40 pz, wystepujace w 500-1000 kopii w genomie
i zajmujace do 1% jego dtugosci; sekwencje ERIC (ang. Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus; ERIC-PCR) o dlugosci 124-127 pz, powtarzajace si¢ w genomie 30-50
(Escherichia coli) lub 150 razy (Salmonella Typhimurium); oraz motywy typu BOX (BOX-
PCR), ztozone z trzech podjednostek (boxA- 59 pz, boxB- 45 pz, boxC- 50 pz), tworzace
stabilne drugorzedowe struktury i wystepujace w genomie w 25 kopiach [Hulton i in. 1991,
Martin i in. 1992, Stern i in. 1984]. W genomie bakterii wystepuja takze proste sekwencje
powtérzeniowe zlozone z 1-5 nukleotydow powtdrzonych wielokrotnie obok siebie.
Przyktadem ich wykorzystania u LAB jest opisany przez Gevers i in. (2001) (GTG)s-PCR.

W wielu pracach wykazano, ze rep-PCR stanowi uzyteczne narz¢dzie w szybkim
réznicowaniu LAB wyizolowanych z zywnosci. Gevers i in. (2001) poréwnywali trzy metody
rep-PCR do typowania 61 szczepoéw nalezacych do 32 gatunkéw/podgatunkow LAB.
Najbardziej zlozone profile, obejmujagce od 10 do 20 prazkéw i pozwalajace na
najdoktadniejsza analize¢ poroOwnawcza badanych szczepow, uzyskano przy zastosowaniu
startera (GTG)s. W przypadku pozostalych starterow otrzymano mniej zlozone wzory
amplifikacji, na ktore sktadato si¢ od 1 do 10 (REP-PCR) lub od 0 do 6 prazkow DNA (BOX-
PCR). Polaczenie wynikéw uzyskanych trzema metodami nie zwigkszyto znaczaco zdolnos$ci
roznicujacej tej techniki. Co istotne, przy uzyciu startera (GTG)s obserwowano wystepowanie
amplikonéw swoistych w odniesieniu do bardzo blisko spokrewnionych gatunkéw, trudnych
do roznicowania, takich jak L. pentosus, L. plantarum i L. paraplantarum oraz
L. alimentarius i L. paralimentarius [Gevers i in. 2001]. (GTG)s—PCR stosowano takze jako
metode pierwszego wyboru w identyfikacji bakterii z rodzaju Pediococcus [Huys i in. 2006].
W innych badaniach typowanie 8 szczepow z rodzaju Lactobacillus z wykorzystaniem BOX-
PCR, (GTG)s-PCR, jak i REP-PCR pozwolito na uzyskanie powtarzalnych profili, swoistych
w odniesieniu do kazdego szczepu, wlaczajac rozroznienie gatunkéw z grupy L. casei
[Coudeyras i in. 2008]. Stephenson i in. (2009) wykazali, ze zarowno REP-PCR, (GTG)s-
PCR, jak i ERIC-PCR sg technikami pozwalajacymi na réznicowanie wewnatrzgatunkowe
szczepow z rodzaju Lactobacillus. Podkreslono jednak przewagg techniki ERIC-PCR nad
pozostalymi, z uwagi na m.in. tatwos¢ interpretacji otrzymanych wynikow, generowanie

profili zawierajacych produkty swoiste zarowno w przypadku gatunku, jak i szczepu
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oraz wysoki potencjal réznicujacy, poréwnywalny z metoda PFGE (ang. Pulsed Field Gel
Electrophoresis).

Dobor odpowiedniego startera jest jednym z wazniejszych etapoOw procesu optymalizacji
RAPD i rep-PCR, majagcym bezposredni wplyw na jako$¢ otrzymywanego profilu
genomowego i analize. Liczba powstajacych produktéow amplifikacji powinna byc¢
wystarczajaca aby wykazaé¢ réznice pomigdzy blisko spokrewnionymi, ale odmiennymi
szczepami (r6znice w ilosci 1 wielko$ci produktow amplifikacji). Zbyt duza liczba
fragmentéw moze utrudnia¢ analiz¢ wynikéw. Jednoczesnie powinno unikaé si¢ prostych
profili, zawierajacych niewiele produktow jako, Ze nie pozwalaja one na wykonanie rzetelnej
i wlasciwej analizy poréwnawczej. Duza zaletg obu technik jest mozliwos$¢ analizowania
catego genomu bakteryjnego, jednak wyniki uzyskane w roznych badaniach sg czgsto trudne

do porownania [Picozzi i in. 2010].

2.5. Metody wykorzystujace analize restrykcyjna
2.5.1. PCR-RFLP

W celu dokladniejszej charakterystyki szczepow, otrzymany produkt lub produkty
amplifikacji moga zosta¢ poddane analizie restrykcyjnej. Umozliwia to wykrycie
specyficznego w odniesieniu do badanego DNA polimorfizmu dlugosci fragmentow
restrykcyjnych (RFLP, ang. Restriction Fragment Length Polymorphism). Réznice we wzorze
prazkow odzwierciedlaja zmiany w sekwencji DNA, skutkujace brakiem lub dodatkowym
miejscem restrykcyjnym rozpoznawanym przez uzyta restryktazg. Dobor odpowiedniego
enzymu/enzymoOw restrykcyjnych jest jednym z wazniejszych etapdw procesu optymalizacji.
Czestotliwos¢ cigcia enzymatycznego DNA wptywa bezposrednio na liczbg powstajacych
produktow, a tym samym na jako$¢ otrzymywanego profilu genomowego i1 zdolnoS$ci
roznicujagce metody. Enzymy restrykcyjne mozna dobra¢ na podstawie analizy in silico,
W oparciu 0 znajomos¢ sekwencji powielonego regionu DNA i1 z uzyciem odpowiedniego
programu, np. REBsites lub NEBcutter (http://tools.neb.com). Warto jednak pokresli¢, ze
0 przydatnosci danego enzymu powinny decydowal ostatecznie wyniki otrzymane na
podstawie przeprowadzonych doswiadczen [Rodas i in. 2003, Krawczyk 2007].

Do typowania LAB z powodzeniem wykorzystywano analize restrykcyjng produktow
amplifikacji gen6w metabolizmu podstawowego. Giraffa i in. (2003) uzyli genow kodujacych
[B-galaktozydaze (fgal), permeaze laktozy (Ip) i dipeptydaze proliny (pepQ), do identyfikacji

I roznicowania wyizolowanych z produktow mleczarskich 35 szczepow Lactobacillus
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delbrueckii subsp. lactis i subsp. bulgaricus. Wykazali wigksze zr6znicowanie na poziomie
szczepu w porownaniu z wynikami otrzymanymi na podstawie analizy sekwencji genu 16S
rDNA. W innych badaniach, na podstawie amplifikacji fragmentu genu hsp60 (groEL)
kodujacego 60kDa biatko szoku cieplnego, typowano 110 szczepoéw z rodzaju Lactobacillus
wyizolowanych z zywno$ci. Trawienie uzyskanych produktow amplifikacji enzymami
restrykcyjnymi  Alul i Tacl (w oddzielnych reakcjach) pozwolilo na identyfikacje
i rdznicowanie przewazajgcej wiekszosci badanych gatunkoéw, takze tych bardzo blisko
spokrewnionych, jak L. casei i L. rhamnosus, L. acidophilus i L. crispatus czy L. acidophilus,
L. helveticus i L. amylovorus. Nie udato si¢ zréznicowac jedynie gatunkow L. plantarum
i L. pentosus, jednak zastosowanie przy badaniu tych szczepéw dodatkowej restryktazy
Sau3Al lub Msel umozliwito otrzymanie odrebnych wzoréw RFLP i identyfikacje gatunkowa
[Blaiotta i in. 2008]. W innych badaniach, amplifikacja genu kodujacego dekarboksylaze
glutaminianu (gadB) i trawienie enzymem Asel pozwolity na réznicowanie podgatunkow
Lactococcus lactis subsp. lactis i L. lactis subsp. cremoris [Nomura i in. 2002].

Uzytecznym narz¢dziem w identyfikacji niektérych LAB okazala si¢ analiza restrykcyjna
produktu amplifikacji genu kodujacego 16S rRNA (ARDRA, ang. Amplified Ribosomal DNA
Restriction Analysis) (metoda opisana w II czgs$ci opracowania). Sekwencja nukleotydowa
gendw rybosomalnych charakteryzuje si¢ jednak wyzszym konserwatyzmem ewolucyjnym
niz geny kodujace biatka zaangazowane w metabolizm podstawowy bakterii [Giraffa 1 in.
2003, Rodas i in. 2003].

Pewna modyfikacja techniki PCR-RFLP jest technika T-RFLP (polimorfizm dtugosci
terminalnych fragmentéw restrykcyjnych, ang. Terminal Restriction Fragment Length
Polymorphism), w ktorej starter znakowany jest na koncu 5’ barwnikiem fluorescencyjnym,
przez co wykrywane sg tylko wyznakowane terminalne fragmenty restrykcyjne. T-RFLP jest
metoda umozliwiajaca analiz¢ dynamiki zmian sktadu mikrobiologicznego w ztozonych
ekosystemach i badanie bior6znorodnosci populacji, bez koniecznosci prowadzenia uprzednio
hodowli mikrobiologicznej. Kazdy fragment TRF reprezentuje pojedyncza jednostke
taksonomiczng. Technike t¢ wykorzystali z powodzeniem McEniry i in. (2008) do oceny

sktadu mikrobiologicznego kiszonki podczas przebiegu procesu fermentacji.

2.5.2. AFLP
AFLP (polimorfizm dtugosci amplifikowanego fragmentu, ang. Amplified Fragment

Lenght Polymorphism) opiera si¢ na analizie calego genomu bakteryjnego i nalezy do grupy

44



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2012 t. 67 nr 3

technik wykorzystujacych zjawisko ligacji adaptoréw nukleotydowych i wybidrczej
amplifikacji fragmentow restrykcyjnych. W technice tej w pierwszej kolejnosci DNA
genomowe poddawane jest trawieniu z uzyciem dwoch enzyméw restrykcyjnych,
pozostawiajacych lepkie konce. Sekwencja rozpoznania w przypadku jednego enzymu
wystepuje setki razy w badanym genomie (restryktaza czgsto tnaca), a drugiego kilkadziesiat
razy rzadziej (restryktaza rzadko tnaca). Dzigki odpowiednio przygotowanej do PCR matrycy
(ligacja adaptorow odpowiadajagcych miejscom restrykcyjnym uzytych enzyméw)
i odpowiednio zaprojektowanym sekwencjom starterow, dochodzi do zjawiska wybidrczej
amplifikacji tylko cze$ci produktow ligacji. Ograniczenie liczby powstajacych amplikondéw
wiaze si¢ z brakiem komplementarno$ci startera na koncu 3’, spowodowanym obecno$cia
jednego do trzech selektywnych nukleotydow. Analiza wynikow opiera si¢ na rozdziale
elektroforetycznym produktow PCR w Zelu poliakryloamidowym 1 detekcji, np. za pomoca
autoradiografii lub barwienia solami srebra [Janssen i in. 1996, Krawczyk 2007].
W badaniach przeprowadzonych przez Dimitrov i in. (2008) wykazano przewage techniki
AFLP nad RAPD i PFGE. Typowanie 49 szczepoéw Lactobacillus spp., wyizolowanych
Z probek kalu pochodzacych od zdrowych ludzi, pozwolilo na wyodrgbnienie 41 profili,
podczas gdy w przypadku PFGE i RAPD wyr6zniono wséréd badanych szczepow
odpowiednio 34 i 27 wzorow. Profile otrzymane metoda AFLP zawieraly wicksza liczbe
fragmentow krotszych, a powtarzalno§¢ metody byla tylko nieznacznie gorsza w pordwnaniu
z PFGE. Duzy wplyw na zdolno$¢ roznicujaca metody ma dobor enzymow restrykcyjnych,
zalezny od zawartosci par zasad G+C w genomie badanego gatunku, oraz stopien
selektywnosci starterow (liczba 1 rodzaj selektywnych zasad na koncu 3°). Z uwagi na to
metoda powinna by¢ optymalizowana w odniesieniu do kazdego gatunku z osobna [Janssen
i in. 1996].

Jedna z modyfikacji techniki AFLP, majacej na celu uproszczenie analizy, jest technika
FAFLP (ang. Fluorescense-based AFLP), w ktorej startery znakowane sg fluorescencyjnie.
FAFLP stosowano jako metode pierwszego wyboru w identyfikacji Enterococcus spp.,
Lactobacillus spp. i Lactococcus spp. [Huys i in. 2006]. Z powodzeniem uzyto jej takze do
réznicowania 118 szczepow L. rhamnosus, wlaczajac szczepy probiotyczne i potencjalnie
probiotycznie, kultury starterowe w zywnosci 1 izolaty pochodzace od ludzi [Vancanneyt i in.
2006].

45



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2012 t. 67 nr 3

2.6. Metody obejmujace sekwencjonowanie
2.6.1. MLST

Metodg opartg na sekwencjonowaniu jest MLST (ang. Multi Locus Sequence Typing),
polegajaca na analizie porownawczej czesciowych sekwencji kilku (5-7) wybranych genow
typu ,.housekeeping”. Rdézne sekwencje danego genu odpowiadaja okreslonym profilom
allelicznym. Na podstawie kombinacji profili allelicznych wszystkich badanych genéw
okresla sie dla kazdego izolatu tzw. typ sekwencyjny (ST - ang. Sequence Type).

W typowaniu niechorobotworczych bakterii zwigzanych z produkcja zywnosci, po raz
pierwszy technika MLST zostata wykorzystana w 2004 roku przez de las Rivas i in. do
analizy pokrewienstwa genetycznego w obrgbie 18 szczepow O. oeni wyizolowanych z wina.
Autorzy poréwnali sekwencje 5 genow: genu kodujacego podjednostke B gyrazy DNA
(gyrB), fosfoglukomutaze (pgm), ligaze D-alaninowa (ddl), transketolaze (recP) oraz enzym
biorgcy udzial w fermentacji jabtczanowo-mleczanowej (mleA). Metode charakteryzowat
bardzo wysoki potencjat réznicujacy. Kazdy z badanych szczepoéw reprezentowat inny typ
sekwencyjny. Liczba alleli w obrgbie badanych genow wahata si¢ od 2 (mleA) do 12 (pgm).
Ten sam zespot opracowal metode wykorzystujaca technike MLST do typowania szczepow
L. plantarum [de las Rivas i in. 2006]. Oprocz genu gyrB, pgm, ddl, do analizy wtaczono gen
kodujacy dehydrogenaze glutaminianowag (gdh), bialko naprawcze DNA (mutS) oraz
podjednostke  ATPazy - karboksylaze fosforybozylo-aminoimidazolowg (purKZl).
Na podstawie otrzymanych sekwencji wyodrebniono az 14 typow sekwencyjnych w obrebie
16 przebadanych szczepow. Najwickszym zréznicowaniem charakteryzowat si¢ gen gdh
(12 alleli), a najmniejszym gen pgm (3 allele). W innych badaniach, Cai i in. (2007)
zaproponowali schemat analizy MLST szczepow L. casei oparty na charakterystyce alleli 6
stosunkowo konserwatywnych gendéw: genu pgm, genu kodujacego biatko zaangazowane
W proces podziatu komorkowego (ftsZ), syntetaze metionylo-tRNA (metRS), biatko
naprawcze DNA (mutL), enzym z grupy reduktaz (nrdD) i DNA polimerazg I (polA).
Wykorzystanie wymienionych gendw pozwolito na wykrycie 36 typow sekwencyjnych
W obrebie 40 przebadanych szczepow. Stwierdzono od 11 (nrdD) do 20 alleli (mutL) w locus.
Do typowania wewnatrzgatunkowego szczepoéw Lactobacillus sanfranciscensis opracowano
analiz¢ sekwencji pochodzacych z genéw kodujgcych: dehydrogenaze glutaminianowsg (gdh),
podjednostke alfa gyrazy DNA (gyrA), fosforylaze maltozy (mapA), oksydaze NADH (nox),
fosfoglukomutazg (pgmA) i fosfotransacetylaze (pta) [Picozzi i in. 2010]. Na podstawie

uzyskanych sekwencji wyrdzniono 19 typoéw sekwencyjnych wsrod 24 przebadanych
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szczepoéw L. sanfranciscensis wyizolowanych z zakwasoéw. Najwieksza liczbe kombinacji
alleli stwierdzono w genach gyrA i nox (po 8 alleli), a najmniejsza w genie pgmA (2 allele).

Technika MLST, bazujac na analizie sekwencji nukleotydowych, charakteryzuje si¢
bardzo wysokim potencjalem rdéznicujacym. Umozliwia wykrycie wszystkich zmian
genetycznych w obrebie amplifikowanego regionu genu oraz zapewnia jednoznaczne
I precyzyjne wyniki, ktore moga by¢ bezposrednio porownywane miedzy laboratoriami
[de las Rivas i in. 2006].

PODSUMOWANIE

Ogromny rozwoj, w minionych latach, technik opartych na reakcji tancuchowe;j
polimerazy DNA znacznie usprawnit identyfikacje 1 mozliwosci roznicowania
wewnatrzgatunkowego wielu drobnoustrojow, waznych nie tylko z klinicznego punktu
widzenia, ale 1 w biotechnologii czy produkcji zywnosci. PCR stanowi podstawe
przedstawionych w niniejszym opracowaniu metod typowania genetycznego bakterii
fermentacji mlekowej. Nie wyczerpuje to jednak wszystkich narzedzi jakimi dysponuje
obecnie biologia molekularna. Oméwieniu innych metod, takich jak analiza oparta na genach

kodujacych operon rrn czy PFGE poswigcono druga cze¢$¢ opracowania.
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