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Streszczenie

Wazrastajace zainteresowanie wykorzystaniem szczepdw bakterii fermentacji mlekowe;j
(LAB) do produkcji zywnosci, pasz dla zwierzat 1 preparatow probiotycznych powoduje, ze
selekcja, jednoznaczna identyfikacja i doktadna charakterystyka szczepow LAB odgrywaja
wazng role. Niezwykle istotne dla identyfikacji i rozrdéznienia szczepdéw jest dysponowanie
szybkimi i niezawodnymi narz¢dziami do typowania molekularnego.

Dynamiczny rozwdj technik biologii molekularnej wptynat na znaczny postep
w doskonaleniu metod wykorzystywanych w identyfikacji i typowaniu bakterii fermentacji
mlekowej. Ogromna zaleta tych metod jest mozliwo$¢ dostosowania testu do poziomu
taksonomicznego, ktory chcemy bada¢. Duze zrdznicowanie genetyczne powoduje jednak, ze
w celu sporzadzenia doktadnej charakterystyki LAB oraz okre$lenia zmienno$ci szczepow
cze¢sto niezbedne jest zastosowanie kilku metod genotypowych.

Niniejszy artykul stanowi druga cze$¢ opracowania, majacego na celu omodwienie
najczesciej stosowanych metod genotypowania LAB wraz z wybranymi przykiladami ich
zastosowania. W pracy skupiono si¢ gtownie na metodach opartych na analizie operonu rrn,
w tym sekwencjonowaniu genu 16S rDNA, a takze na uznawanej za ztoty standard technice
PFGE.

Stowa kluczowe: bakterie fermentacji mlekowej, genotypowanie, rDNA, PFGE

ADVANCE IN IDENTIFICATION AND DIFFERENTIATION OF LACTICACID
BACTERIA. PART II.
Summary
The increasing demand of food industry for strain of lactic acid bacteria (LAB) with
novel and desirable properties caused that the selection, unambiguous identification and
precise characterization of various LAB strains are essential. For this purpose it is of crucial

importance to possess rapid and reliable tools for molecular typing in order to identify and
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distinguish various strains.

The dynamic development of molecular biology techniques has contributed to significant
progress in improving the methods used in the identification and typing of lactic acid bacteria.
The great value of these methods is possibilities to match assay to detect a specific taxonomic
level. However, high genetic variability caused that it is necessary to use often various
methods to precise characterize LAB and to determine the diversity of strains.

The present paper is the second part of review discussing the most commonly used
methods for the genotypic identification of LAB, with selected examples of their application.
This part focuses mainly on methods based on analysis of operon rrn, including sequencing of
16S rDNA gene, and PFGE technique, regarded as a gold standard.

Key words: lactic acid bacteria, genotyping, rDNA, PFGE

WSTEP

Bakterie fermentacji mlekowej (LAB) stanowig liczng i niejednorodng grupe bakterii
Gram-dodatnich. Charakteryzuja si¢ wysokim stopniem zrdznicowania fenotypowego
i genotypowego w obrebie szczepOw tego samego gatunku, co stanowi czeSciowo
przystosowanie do roznych miejsc bytowania tych mikroorganizmow [Cai i in. 2007].

W obrebie genomu bakteryjnego istniejg regiony o rdznym stopniu zmienno$ci
genetycznej, od wysoce konserwatywnych po obszary wysoce zmienne. Wiele metod
genotypowania opiera si¢ na poszukiwaniu sekwencji swoistej dla okreslonej grupy
taksonomicznej. Jednoczesnie, w sytuacjach dysponowania DNA o catkowicie nieznanej
sekwencji nukleotydowej, mozliwe jest zastosowanie zdegenerowanych starterow i sond tzw.
uniwersalnych. Do tego celu wykorzystywane s3a powszechnie oligonukleotydy
komplementarne do sekwencji genu kodujacego podjednostke rybosomalnego rRNA lub
gendéw kodujacych biatka biorace udziat w metabolizmie podstawowym komorki.

W typowaniu bakterii fermentacji mlekowej powszechnie wykorzystuje si¢ obszar
operonu rrn. Wystepuje on u wszystkich bakterii 1 zawiera geny odpowiedzialne za synteze
trzech podjednostek rybosomalnych: 16S rRNA (okoto 1500-1600 pz), 23S rRNA (ok. 2900
pz) 1 5S rRNA (okoto 120 pz). U niektdérych LAB stwierdzono wystgpowanie nawet 6 kopii
operonu rrn [De Vries i in. 2006]. Geny rDNA charakteryzuja si¢ wysokim stopniem
zakonserwowania ewolucyjnego, ale obok regionow wysoce konserwatywnych zawierajg
roOwniez regiony zmienne, o duzym polimorfizmie. Stanowig dzigki temu uzyteczny marker
filogenetyczny. Wysokokonserwatywne sekwencje genéw kodujacych rRNA rozdzielone sa

polimorficznymi regionami zawierajacymi sekwencje niekodujace oraz geny kodujace tRNA
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(rysunek 1). Dtugos¢ i sekwencja nickodujgcych regionow polimorficznych, a takze liczba
I typ sekwencji dla tRNA w obrebie operonu rrn sa cechami charakterystycznymi danego
drobnoustroju i moga by¢ podstawa identyfikacji na poziomie rodzaju, gatunku, a nawet
szczepu [Trotha i in. 2001].

0-2 tRNA 0-21 tRNA

165

Rysunek 1. Schemat budowy rybosomalnego operonu rrn u LAB [wg De Vries i in. 2006]

Structure of ribosomal operon rrn of LAB [according to De Vries et al. 2006]

Coraz wigksze =zainteresowanie wykorzystaniem do identyfikacji 1 rdéznicowania
mikroorganizmow metod opartych na analizie roznych fragmentoéw operonu rrn zaowocowato
stworzeniem wielu stale i szybko rozwijajacych si¢ baz. Zawieraja one zaréwno liczne
sekwencje genow rDNA, jak i regionéw migdzygenowych (ISR — ang. Intergenic Spacer
Region), ktére mogg by¢ wykorzystywane do projektowania starterow i sond molekularnych

oraz statego ulepszania metod stuzacych identyfikacji 1 réznicowaniu LAB.

1. Genotypowanie oparte na analizie operonu rrn

W identyfikacji/roznicowaniu LAB opartym na regionach operonu rrn wykorzystuje si¢
wiele metod, m.in. amplifikacje zmiennego regionu w obrebie genu kodujacego 16S lub 23S
rRNA, amplifikacj¢ polimorficznych sekwencji polozonych pomigdzy genami kodujacymi
16S i 23S rRNA (ITS-PCR, ang. Internal Transcribed Spacer-PCR) [Kizerwetter-Swida i
Binek 2005, Ouoba i in. 2010], amplifikacj¢ regionéw polozonych migdzy genami
kodujacymi tRNA (tDNA-PCR) [Baele i in. 2002], analize sekwencyjng genu kodujacego
16S, 23S rRNA lub sekwencji ITS [Dicks i in. 1995, Nour 1998, Janda i Abbott 2007,
Hirschhéduser i in. 2005], analiz¢ restrykcyjna produktu amplifikacji genu rDNA (ang.
Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis, ARDRA), rybotypowanie, DGGE/TGGE.
Podstawe wickszosci tych technik stanowi PCR.
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1.1. Amplifikacja regionu polozonego w obre¢bie operonu rrn

Do identyfikacji gatunkowej LAB mozna wykorzysta¢ swoiste gatunkowo startery
amplifikujagce wybrany odcinek polimorficzny w obrebie genéw rDNA. Gen kodujacy
podjednostke 16S rRNA sktada si¢ z 10 regionow zmiennych (VI-V10) i 10 regiondow
konserwatywnych (C1-C10) [Trotha i in. 2001]. Chagnaud i in. (2001) opracowali metodg
identyfikacji bakterii z rodzaju Lactobacillus: L. plantarum, L. fermentum, L. reuteri,
L. salivarius, L. paracasei i L. casei, z wykorzystaniem starteréw gatunkowo swoistych,
komplementarnych do wysoce zmiennego regionu V1. Furet i in. (2004) opracowali real-time
PCR (qPCR) z wykorzystaniem gatunkowo swoistych starterow amplifikujacych 16S rDNA
do ilo$ciowego oznaczenia Streptococcus thermophilus, L. delbrueckii, L. acidophilus,
L. johnsonii, L. paracasei, i L. rhamnosus w fermentowanych produktach mlecznych. Nalezy
jednak podkresli¢, ze oznaczenie liczby bakterii na podstawie qPCR z uzyciem starterow
zaprojektowanych do gendéw rDNA wymaga uwzglednienia liczby kopii operonu rrn
W genomie badanych szczepow.

Baele i in. (2002) wykorzystali tDNA-PCR potaczony z elektroforeza kapilarng do
szybkiej identyfikacji bakterii nalezacych do rodzaju Lactobacillus. Pomimo otrzymania
w przypadku wielu szczepow swoistych gatunkowo wzorow tDNA, nierozroznialne
pozostaty: L. acidophilus, L. gallinarum i L. helveticus, L. crispatus i L. amylovorus,
L. buchneri i L. collinoides, L. gasseri i L. farciminis, L. fermentum i L. cellobiosus, L. sakei
i L. graminis, oraz L. animalis i L. murinus. Nie otrzymano takze petnej zgodnosci pomiedzy
drzewem pokrewienstwa filogenetycznego wygenerowanym na podstawie uzyskanych
wynikow a dendrogramem opartym na sekwencji 16S rDNA.

Dotychczas opracowano wiele zestawOw starterow oraz sond molekularnych
komplementarnych do sekwencji rDNA, ktore moga by¢ wykorzystywane w celu

identyfikacji oraz ro6znicowania LAB [Satokari 1 in. 2003, Hirschhéuser 1 in. 2005].

1.2. ARDRA
Innym narzedziem stosowanym w identyfikacji niektorych LAB jest analiza restrykcyjna
produktu amplifikacji genu kodujacego 16S rRNA (ang. Amplified Ribosomal DNA
Restriction Analysis; ARDRA). Stanowi ona odmiang PCR-RFLP. Pierwszy etap opiera si¢
na amplifikacji fragmentu genu rDNA z uzyciem przewaznie starteréw uniwersalnych,
komplementarnych do genu kodujacego 16S rDNA. Otrzymany produkt PCR poddaje si¢

trawieniu enzymem/enzymami restrykcyjnymi, a powstale produkty trawienia rozdziela si¢

52



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2012 t. 67 nr 4

elektroforetycznie w zelu agarozowym lub poliakryloamidowym. O potencjale roznicujgcym
metody decyduje przede wszystkim odpowiedni dobdr enzymu restrykcyjnego (czgstosé
cigcia restryktazy).

Rodas i in. (2003) jako metodg identyfikacji LAB wyizolowanych z moszczu gronowego
i wina zasugerowali amplifikacj¢ fragmentu 16S rDNA, a nastepnie analize restrykcyjng
powstatego produktu z wykorzystaniem trzech restryktaz w oddzielnych reakcjach (Msel,
Bfal i Alul). Pomimo ze wzory uzyskane technika ARDRA s3 powtarzalne, wicle badan
Wskazuje na ograniczony potencjal roznicujacy tej metody. Wysokie podobienstwo rDNA
pomiedzy niektorymi bardzo blisko spokrewnionymi gatunkami w obrebie LAB powoduje, ze
dobdr enzymu restrykcyjnego, umozliwiajagcego rozroéznienie na podstawie wzorow RFLP
poszczegdlnych gatunkéw, jest trudny. Analiza restrykcyjna bardziej zmiennego regionu
mig¢dzygenowego 16S/23S rDNA réwniez nie zawsze daje wystarczajace zréznicowanie,
czego przyktadem sa badania de las Rivas i in. (2004, 2006). Pomimo zastosowania
4 enzymow restrykcyjnych (Taql, Cfol, Ddel i Ndel) autorom nie udato si¢ wykazaé réznic
pomiedzy 18 szczepami Oenococcus oeni nalezgcymi do réznych typoéw sekwencyjnych [de
las Rivas i in. 2004]. Takze w analizie restrykcyjnej 16 szczepoéw L. plantarum z uzyciem
enzymow Alul, Cfol, Ddel i Tagl otrzymano tylko jeden wzér RFLP, mimo Ze inne metody
typowania wykazaly duze zréznicowanie w obrebie badanych szczepow (4 rybotypy
i 14 profili ST) [de las Rivas i in. 2006].

1.4. Rybotypowanie

Istota metody rybotypowania jest analiza restrykcyjna genomowego DNA. Uzyskane
produkty trawienia rozdzielane sg elektroforetycznie. W kolejnym etapie przeprowadzany jest
transfer na nylonowa lub nitrocelulozowa membrang oraz hybrydyzacja DNA z sondami
molekularnymi, wyznakowanymi fragmentami DNA o sekwencji komplementarnej do
regionOW w obrebie operonu rrn. Na potencjat rdznicujacy metody istotnie wptywa rodzaj
zastosowanego enzymu restrykcyjnego [Miteva 1 in. 2001]. W typowaniu szczepoéw LAB
czesto stosuje si¢ restryktaze ECORI. Rybotypowanie wykonane z jej uzyciem umozliwito
roznicowanie trzech podgatunkow: L. delbrueckii subsp. delbrueckii, L. delbrueckii subsp.
lactis i L. delbrueckii subsp. bulgaricus [Miteva i in. 2001] oraz identyfikacj¢ gatunkowa
29 szczepow Lactobacillus spp. (L. brevis, L. plantarum, L. paracasei subsp. paracasei)
wyizolowanych z zepsutego piwa [Yansanjav i in. 2003]. Zastosowanie restryktaz EcoRI
i HindIII do typowania o$miu szczepow z grupy L. casei pozwolilo na uzyskanie réoznych

profili restrykcyjnych poszczegoélnych gatunkow (L. rhamnosus, L. casei, L. paracasei subsp.
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paracasei, L. paracasei subsp. tolerans i L. zeae), jednakze mozliwo$¢ rdznicowania
wewnatrzgatunkowego w poréwnaniu z innymi metodami (PFGE, rep-PCR) byta ograniczona
[Coudeyras i in. 2008].

Obecnie  rybotypowanie = mozna  przeprowadzi¢  komercyjnymi, catkowicie
zautomatyzowanymi testami, czego przyktadem jest RiboPrinter Micribial Characterization
System (DuPont-Qualicon, Inc.). Automatyczne rybotypowanie, wykonane z zastosowaniem
restryktazy ECORI i wyznakowanych sond, umozliwito typowanie 21 szczepdéw
L. sanfranciscensis wyizolowanych z zakwaséw. Na podstawie uzyskanych profili
restrykcyjnych wyodrgbniono 4 odmienne rybotypy [Kitahara i in. 2005]. Zautomatyzowang
metode wykorzystano takze z powodzeniem do potwierdzenia identyfikacji i typowania
20 wyizolowanych z wina szczepéw L. paracasei subsp. paracasei, L. plantarum
i L. pentosus [Rodas i in. 2005]. Z kolei w badaniach przeprowadzonych przez Svec i in.
(2010), w obrgbie 67 szczepow z rodzaju Lactobacillus wyodrgbniono 55 rybotypow.
Identyfikacja gatunkowa szczepdéw na podstawie otrzymanych profili restrykcyjnych byta
jednak ograniczona. Tylko 18 szczepoéw zostato zidentyfikowanych do poziomu gatunku, jako
ze pozostate wykazywaly mniejsze niz 85% podobienstwo ze szczepami referencyjnymi

zawartymi w bazie DuPont Qualicon.

1.5. Analiza sekwencyjna rDNA

Analiza sekwencji rDNA odgrywa ogromng role w okreslaniu filogenetycznego
pokrewienstwa organizmow 1 stata si¢ standardem w obecnej klasyfikacji bakterii. Gen
kodujacy podjednostke 16S rRNA jest podstawowym molekularnym markerem w badaniach
filogenetycznych. O jego wyborze zadecydowato m.in. powszechne wystepowanie u bakterii,
wielko§¢ (okoto 1500 pz) oraz obecno$¢ w jego obrgbie fragmentow wysoce
konserwatywnych poprzedzielanych regionami o duzym polimorfizmie [Matek i in. 2005].
Wykorzystanie starterow, ktore hybrydyzuja z sekwencjami konserwatywnymi, flankujagcymi
regiony zmienne, pozwala na amplifikacj¢ zmiennych sekwencji badanego szczepu. Analiza
tych zmiennych fragmentow umozliwia okreslenie filogenetycznych zwigzkéw, zar6wno na
poziomie rodzaju, gatunku, jak i szczepu. Identyfikacja opiera si¢ na poszukiwaniu homologii
miedzy sekwencja otrzymanego produktu PCR a sekwencjami zgromadzonymi w dostgpnych
bazach danych, takich jak np. GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), EMBL
(http://www.ebi.ac.uk/embl) lub Ribosomal database project — RDP (http://rdp.cme.msu.edu).
Szczepy wykazujace przynajmniej 95% identycznos$ci sekwencji 16S rDNA klasyfikuje si¢ do

tego samego rodzaju, podczas gdy na podstawie 97% i wickszego podobienstwa okresla si¢
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przynalezno$¢ gatunkowsa szczepu [Matek i in. 2005]. Sekwencjonowanie genu 16S rDNA
wykorzystywane jest w wielu przypadkach jako metoda referencyjna, potwierdzajaca
identyfikacje fenotypowa wyizolowanego szczepu. Ma ona jednak pewne ograniczenia.
Metoda ta wykazuje zbyt niskg rozdzielczo$¢ w przypadku organizmoéw bardzo blisko
spokrewnionych. Stwierdzono, ze poszczegdlne gatunki/podgatunki w obrebie tego samego
rodzaju moga mie¢ identyczna sekwencje genu 16S rDNA [Matek i in. 2005]. Dane zbiorcze
uzyskane na podstawie badan réznych zespotow wykazaty, ze sekwencjonowanie genu 16S
rDNA pozwolito na ustalenie przynaleznosci rodzajowej badanego szczepu w ponad 90%
przypadkow, podczas gdy identyfikacja gatunkowa byta mozliwa tylko w przypadku od 65 do
83% izolatéw. Na podstawie sekwencji genu 16S rDNA pozostato niezidentyfikowanych od 1
do 14% szczepoéw [Janda i Abbott 2007]. Przyczyng braku mozliwo$ci doktadnego okreslenia
przynaleznos$ci gatunkowej czy rodzajowej szczepu, oprocz wspomnianej bardzo wysokiej
homologii pomigdzy sekwencja badanego genu réznych gatunkéw/podgatunkéw, moze byc
takze baza danych stosowana w analizie (m.in. btedy i luki w sekwencjach, zbyt mata liczba
zdeponowanych sekwencji) lub rozpoznanie nowego taksonu [Janda i Abbott 2007].

W przypadku drobnoustrojéw nalezacych do LAB, analiza sekwencji genu kodujacego
podjednostke 16S rRNA wykazuje niekiedy stosunkowo niski polimorfizm, nie dajac
jednoznacznych wynikow. Badanie homologii 16S rRNA nie pozwala m.in. na réznicowanie
gatunkow z grupy L. plantarum: L. plantarum, L. paraplantarum i L. pentosus, gatunkéw
L. sakei i L. curvatus oraz trzech podgatunkow Leuconostoc spp. [Naser i in. 2007, Tohno i in.
2012]. Stwierdzono takze, ze genom bakteryjny moze zawiera¢ kilka kopii genow 16S rDNA
wykazujacych niekiedy niewielkie réznice w sekwencji nukleotydowej. Geny te moga ulegac
takze horyzontalnemu transferowi [Malek i in. 2005, Acinas i in. 2004]. Z tego powodu w
genomie LAB poszukuje si¢ innych konserwatywnych sekwencji, mogacych stuzy¢ jako
markery molekularne zapewniajace wigkszy potencjal roznicujacy niz geny kodujace rRNA
[Naser 1 in. 2007]. Geny uzyteczne do takich analiz powinny spetnia¢ dwie podstawowe
zasady: powszechnie wystepowa¢ w genomie bakteryjnym i zawieraé gatunkowo swoisty
region, wystarczajaco zmienny, aby zapewni¢ jednoznaczne rdznicowanie pomig¢dzy
poszczegolnymi gatunkami/podgatunkami [Naser i1 in. 2007]. Claesson 1 in. (2008)
zaproponowali uzycie genu groEL (hsp60), kodujacego 60 kDa biatko szoku cieplnego, jako
alternatywnego markera filogenetycznego i identyfikacyjnego w odniesieniu do Lactobacillus
spp. Sekwencja tego genu byla silniej zroznicowana niz sekwencja 16S rDNA. W innych
badaniach analiza sekwencji genu pheS, kodujacego podjednostke alfa syntazy fenyloalanylo-
tRNA (Phe-tRNA), oraz genu rpoA, kodujacego podjednostke alfa polimerazy RNA, okazata
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si¢ przydatna w badaniach bakterii z rodzaju Lactobacillus i Enterococcus. Dobrze si¢
sprawdzita przy rdéznicowaniu drobnoustrojow wykazujacych bardzo duzy stopien
podobienstwa genetycznego. Sekwencjonowanie obu gendéw umozliwito réoznicowanie m.in.
gatunkow z grupy L. acidophilus, z wyjatkiem szczepoéw L. Kitasatonis i L. amylovorus,
(podobienstwo sekwencji genu pheS i rpoA migdzy gatunkami wynosito odpowiednio do 94%
1 98%), gatunkoéw z grupy L. plantarum (podobienstwo sekwencji genu pheS i rpoA do 90%
1 98%), gatunkow L. sakei i L. curvatus (do 88% i 96%) oraz gatunkéw z grupy L. casei
(do 84% i 95%) z wyjatkiem szczepow L. casei i L. zeae. Na podstawie analizy sekwencji
genu pheS mozna bylo roéznicowaé takze podgatunki L. plantarum subsp. plantarum
i L. plantarum subsp. argentoratensis (91% podobienstwa sekwencji) oraz L. sakei subsp.
sakei i L. sakei subsp. carnosus (92% podobienstwa sekwencji) [Naser i in. 2007]. W innych
badaniach wykazano, ze sekwencja nukleotydowa genu tuf, kodujacego czynnik elongacyjny
Tu zaangazowany w biosyntez¢ bialek, jest silniej zréznicowana niz 16S rDNA. Analiza
czesciowej sekwencji tego genu okazala si¢ przydatna w identyfikacji Lactobacillus spp.,
dobrze sprawdzajac si¢ przy réznicowaniu drobnoustrojow wykazujacych bardzo wysoki
stopienn podobiefistwa genetycznego [Ventura 1 in. 2003, Chavagnat 1 in. 2002].
Na wygenerowanym drzewie pokrewienstwa filogenetycznego rozrdéznione zostaly gatunki
z prawie identyczng sekwencja 16S rDNA, np. L. casei, L. paracasei subsp. paracasei
i L. rhamnosus oraz L. gasseri i L. johnsonii [Ventura i in. 2003]. Nie wykazano jednak
zmienno$ci sekwencji w obrebie poszczegolnych szczepow tego samego gatunku/podgatunku.

Warto podkresli¢, ze sekwencje genow LAB innych niz 16S rDNA s3 mniej dostepne
W bazach danych. Mozna je odnalez¢ gtownie w postaci sekwencji calych genomédw, co moze

utrudnia¢ analizg 1 interpretacje uzyskanych wynikow.

1.6. DGGE/TGGE

Innymi metodami, wykorzystujgcymi najczesciej jako sekwencje docelowa gen kodujacy
16S rRNA, sa DGGE (ang. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) oraz TGGE
(ang. Temperature Gradient Gel Electrophoresis). Opierajg si¢ one na wlasciwosciach
topnienia DNA, a ich podstawe stanowi elektroforeza w gradiencie czynnika denaturujacego
strukture DNA, chemicznego (DGGE) badz temperaturowego (TGGE).

Ogromng zaletg tych metod jest mozliwo$¢ badania sktadu oraz zréznicowania w catych
zlozonych populacjach mikroorganizméw, np. w probkach zywnosci lub pochodzacych
z przewodu pokarmowego ludzi i zwierzat. W pierwszym etapie przeprowadza si¢ PCR

Z uzyciem catkowitego DNA wyizolowanego z badanej probki oraz starterow uniwersalnych,
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najczesciej komplementarnych do wysoce konserwatywnego fragmentu genu 16S rDNA.
Otrzymane produkty PCR rozdziela si¢ na zelu poliakryloamidowym z uformowanym
rosngco gradientem czynnika denaturujagcego (mocznik, formamid) Ilub gradientem
temperatury. Rozdzial fragmentéw oparty jest na zjawisku zmniejszonej migracji
elektroforetycznej czgsciowo zdenaturowanych czasteczek dwuniciowego DNA (dsDNA).
Topnienie czasteczki dsDNA zalezy $cisle od sekwencji nukleotydow. W trakcie rozdziatu
elektroforetycznego dwuniciowe fragmenty DNA o tej samej dlugosci ulegaja denaturacji
i spowolnieniu migracji przy innym stezeniu czynnika denaturujgcego, w zalezno$ci od
sekwencji 1 liczby par zasad G+C. W efekcie odleglos¢, na jaka migruja poszczegodlne
fragmenty DNA podczas rozdziatu elektroforetycznego, jest zréznicowana [Muyzer i Smalla
1998]. Umieszczenie na koncu 5° jednego ze starterow krotkiego fragmentu (ok. 30-50 pz)
bogatego w nukleotydy GC (tzw. GC clamps) zwigksza zdolnosci rozdzielcze techniki niemal
do 100%. Sekwencja GC stanowi domen¢ o wysokiej temperaturze topnienia i zapobiega
calkowitej denaturacji analizowanej czasteczki DNA podczas elektroforezy. Zele
elektroforetyczne wybarwiane s3 solami srebra lub barwnikami fluorescencyjnymi,
np. SYBRGreen I, bromkiem etydyny [Muyzer i Smalla 1998].

W wyniku rozdziatu DGGE/TGGE otrzymuje si¢ wzory ztozone z produktéw PCR,
Z ktérych kazdy odpowiada innej sekwencji obecnej w badanej probce. Do identyfikacji
otrzymanych produktéw mozna zastosowa¢ marker sktadajacy si¢ z mieszaniny produktow
PCR, otrzymanych w wyniku amplifikacji czystych kultur poszukiwanych mikroorganizmow.
Przy bardziej zlozonych wzorach przeprowadza si¢ procedur¢ hybrydyzacyjna
z wykorzystaniem znakowanych sond molekularnych lub oczyszczone produkty poddaje sie
sekwencjonowaniu [Muyzer i Smalla 1998]. Podejmowane sg proby optymalizacji metody
zmierzajagce do uzyskiwania mniej ztozonych 1 tatwiejszych w interpretacji wzordw,
pozwalajacych na wyeliminowanie potrzeby stosowania dodatkowych technik w celu
identyfikacji. Przyktadem jest zastosowanie starterow swoistych w odniesieniu do danego
rodzaju LAB [Walter i in. 2001, Satokari i in. 2002].

Potencjat roznicujacy DGGE/TGGE zalezy od przeprowadzonej optymalizacji procedury,
przy czym kluczowe znaczenie maja takie czynniki, jak: gradient czynnika denaturujacego,
czas elektroforezy oraz starter uzyty do PCR. W badaniach przeprowadzonych przez Ercolini
1 in. (2003) do oceny roznorodnosci mikrobiologicznej w serze metoda DGGE wykorzystano
dwa zestawy starterow: pierwszy amplifikujacy region zmienny V3, drugi amplifikujacy
region V4-V5 w obrgbie genu 16S rDNA. Tylko analiza w oparciu ona podstawie

amplifikacji regionu V3 pozwolita na wykrycie gatunkow L. plantarum, L. curvatus i
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Enterococcus faecalis w badanej probce, podczas gdy Leuconostoc mesenteroides byt
identyfikowalny tylko przy uzyciu startera amplifikujacego region V4-V5.

Metoda DGGE/TGGE jest niezalezna od procesu klasycznej hodowli bakterii na
pozywkach mikrobiologicznych. W badaniach przeprowadzonych przez Temmerman i in.
(2003) wykazano jej przewage nad konwencjonalnymi metodami hodowli mikroorganizmow.
Autorzy analizowali sktad mikrobiologiczny 10 preparatow probiotycznych metoda DGGE
opartg na amplifikacji regionu zmiennego V3. Wykryli w ten sposob wigksza liczbe gatunkow
niz liczba gatunkow wyhodowanych z zastosowaniem czterech rodzajow wybidrczych
pozywek. W innych badaniach, poréwnanie DGGE z hodowla wykazato koniecznos$¢ taczenia
obu metod dla uzyskania bardziej precyzyjnej analizy [Miambi i in. 2002].

Metoda DGGE/TGGE znalazta szerokie zastosowanie w badaniach dotyczacych zmian
sktadu mikrobiologicznego zardwno podczas produkcji, jak 1 w gotowym produkcie [Cocolin
i in. 2011], oraz do oceny wplywu preparatow probiotycznych 1 prebiotycznych
[Konstantinov i in. 2004], antybiotykoterapii [Donskey i in. 2003] czy diety [Satokari i in.
2002] na sktad mikroflory jelitowej. Wykorzystywano ja takze do badania bior6znorodnosci
mikroflory w r6znych odcinkach jelita [Malmuthuge i in. 2012] oraz analizy dynamiki zmian
iloSciowych 1 jakosciowych w populacjach mikroorganizméw, wywotywanych zmianami
w §rodowisku [Mohania 1 in. 2008].

Nalezy jednak podkreslic pewne wady tej metody, m.in. mozliwo$¢ wystgpowania
W obrebie tego samego szczepu kilku genéw 16S rRNA r6znigcych si¢ sekwencja, tworzenie
heterodupleksow powodujacych dodatkowe prazki w otrzymanych wzorach, komigracja

niektorych fragmentow DNA.

1.7. SSCP

Metoda SSCP (polimorfizm konformacyjny jednoniciowego DNA — ang. Single Strand
Conformation Polymorphism), podobnie jak DGGE/TGGE, nalezy do metod opartych na
wlasciwosciach topnienia DNA. Jednoniciowe czasteczki DNA (ssDNA), uzyskane poprzez
denaturacje¢ 1 szybkie chtodzenie produktéw PCR, rozdzielane sg elektroforetycznie w zelu
poliakryloamidowym. Czasteczki ssDNA o takiej samej dlugosci moga tworzyé rozne
struktury drugorzedowe, co wynika z roznic w sekwencji nukleotydowej i objawia si¢ r6zna
szybkoscig migracji w zelu [Krawczyk 2007]. Nawet pojedyncza mutacja moze wywolaé
zmiany w konfrormacji czasteczki. Metoda SSCP, opierajagca si¢ na amplifikacji regionu
zmiennego V3 lub V4, zostala z powodzeniem wykorzystana m.in. przez Duthoit i in. (2003).

W badaniach tych oceniano dynamike zmian sktadu mikrobiologicznego podczas procesu
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produkcji i dojrzewania sera.

2. Metody oparte na analizie restrykcyjnej DNA chromosomalnego
2.1. REA-PFGE

Metoda REA-PFGE opiera si¢ na trawieniu DNA chromosomalnego rzadko tngcymi
enzymami restrykcyjnymi i rozdziale otrzymanych produktow trawienia w zelu agarozowym,
przy zastosowaniu dwoch zmieniajacych si¢ na przemian pdl elektrycznych (PFGE — ang.
Pulsed Field Gel Electrophoresis; elektroforeza w zmiennym (pulsacyjnym) polu
elektrycznym). Liczba 1 wielko§¢ powstajacych fragmentéw zaleza od rozmieszczenia
w genomie sekwencji rozpoznawanych przez uzyty enzym. W czasie elektroforezy produktow
zmienia si¢ kierunek migracji czasteczek DNA pod wplywem okresowej zmiany orientacji
pola elektrycznego. Zmiana kierunku dziatania pola elektrycznego wymusza zmiang
konformacji czasteczki DNA 1 jej reorientacje. Czas potrzebny do reorientacji zalezy od
wielkosci czasteczki, tj. wicksze fragmenty wymagaja dtuzszego czasu adaptacji do nowego
pola elektrycznego [Krawczyk 2007].

Potencjat roznicujacy metody jest niezwykle wysoki, a przy tym charakteryzuje ja bardzo
dobra powtarzalno$¢. Metoda uznawana jest za referencyjng i najbardziej miarodajng
procedure przy genotypowaniu drobnoustrojow (tzw. ,,ztoty standard”) [Cai i in 2007,
Krawczyk 2007]. Uzyskane wzory sg odzwierciedleniem organizacji strukturalnej catego
chromosomu bakteryjnego. Zastosowanie PFGE dostarczylo pierwszych szacunkowych ocen
wielkosci DNA chromosomalnego u bakterii z rodzaju Lactobacillus [Roussel i in. 1993,
Chevallier 1 in. 1994]. Wysoki potencjal rdéznicujacy tej metody potwierdzajg badania
przeprowadzone przez Rodas i in. (2005). Autorzy, analizujac 178 szczepoéw Lactobacillus
spp. z wykorzystaniem enzymoéw Sfil, Notl i Smal, otrzymali odpowiednio 130, 118 i 130
wzoréow restrykcyjnych. Polaczenie wynikéw uzyskanych po cigciu tymi enzymami
zwigkszyto zdolnos¢ roznicujacg techniki 1 wyodrgbnito 143 wzory w obrebie badanych
szczepow [Rodas 1 in. 2005]. Z kolei w doswiadczeniu przeprowadzonym przez Cai 1 in.
(2007) badaniu poddano 40 szczepow L. casei roznego pochodzenia. Dzigki zastosowaniu
REA-PFGE z restryktazg Sfil uzyskano odrebne profile genotypowe w przypadku wszystkich
izolatow, podczas gdy analiza z zastosowaniem MLST [Stefanska i Stecka 2012] pozwolita na
rozroznienie 36 izolatow.

REA-PFGE jest metoda umozliwiajgcg analizowanie calego materiatu genetycznego, co
powoduje, Ze otrzymane wzory moga by¢ zaburzone fragmentami DNA plazmidowego,

izolowanego wraz z chromosomalnym [Krawczyk 2007]. Przydatnos¢ tej techniki do
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réznicowania wewnatrzgatunkowego szczepow ocenia si¢ bardzo wysoko. Jednak z uwagi na
potencjat rdznicujacy wykorzystanie jej do identyfikacji gatunkowej jest znacznie
ograniczone [Rodas i in. 2005]. Dodatkowo analiza REA-PFGE jest kosztowna, czaso-
I pracochtonna, wymaga posiadania specjalistycznej aparatury oraz duzego do$wiadczenia

badawczego.

2.2. RFLP

Analize restrykcyjna chromosomalnego DNA mozna taczy¢ z procedura hybrydyzacyjna
(hybrydyzacja metoda Southerna). Rozdzielone elektroforetycznie fragmenty restrykcyjne, po
przeniesieniu na membran¢ zostaja poddane hybrydyzacji ze swoista znakowang
(np. dioksygening, biotyng) sonda molekularng. Sonda jest komplementarna do obecnej
W chromosomie bakteryjnym sekwencji obejmujacej polimorficzne miejsce restrykcyjne.
Metoda ta zostata wykorzystana m.in. do typowania 18 szczepéw O. oeni wyizolowanych
z wina. Jako sondy uzyto znakowanego produktu PCR otrzymanego w wyniku amplifikacji
fragmentu genu 16S rDNA O. oeni. Potencjatl réznicowania wewnatrzgatunkowego byt
jednak znacznie ograniczonny [de las Rivas 2004]. Metoda RFLP obecnie powszechniej
stosowana jest w potaczeniu z technikg PCR (PCR-RFLP) [Stefanska i Stecka 2012].

3. Analiza profili plazmidowych

Plazmidy odgrywaja wazna role w ewolucji 1 adaptacji do zmieniajacych si¢ warunkow
srodowiska bakterii fermentacji mlekowej, a przy tym stanowig istotne zrodto zmiennosci ich
genomow. Z badan wynika, ze wiele gatunkéw LAB zawiera jeden lub wiecej plazmidow
[Pouwels 1 Leer 1993]. Analiza profili plazmidowych wykazata obecnos$¢ u Lactococcus spp.
od 2 do 7 plazmidow, u Enterococcus spp. od 1 do 7, a u Lactobacillus spp. od 1 do
12 plazmidoéw [Aymerich i in. 2006]. Na plazmidach zlokalizowane s3 gldwnie geny
przydatne bakteriom, ale niekluczowe dla przezycia komorki. Obecnos¢ tych genow
warunkuje specyficzne wlasciwosci, np. geny kodujace biatka zwigzane z proteoliza,
metabolizmem cukrow, opornoscia na bakteriofagi i antybiotyki, synteza bakteriocyn czy
wytwarzaniem S$luzu [Pouwels 1 Leer 1993]. Izolacja DNA plazmidowego z komorek
bakteryjnych i jego rozdziat elektroforetyczny w zelu agarozowym prowadzi do uzyskania,
w zalezno$ci od liczby 1 wielkosci plazmidéw obecnych w komorce, charakterystycznego
wzoru, tzw. profilu plazmidowego szczepu. Metode mozna uzupeti¢ poprzez dodanie etapu
trawienia restrykcyjnego otrzymanego DNA plazmidowego. Mannu i Pabo (2002) wykazali

wigksze zrownicowanie izolatow L. lactis i Enterococcus spp. poprzez analiz¢ profili
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plazmidowych niz na podstawie metody PFGE.

Stosowanie metody ogranicza jej mala uniwersalno$é, jako ze szczepy bakteryjne
nieniosace plazmidow nie podlegaja réznicowaniu [Krawczyk 2007, Temmerman i in. 2004].
Plazmidy sg przyczyng duzej zmiennos$ci wewnatrzszczepowej, powodowanej nabyciem lub
utratg okreslonego plazmidu na drodze horyzontalnego transferu genéw lub jego integracji

z chromosomem bakteryjnym.
PODSUMOWANIE

Metody biologii molekularnej staly sie integralng czeScia badan w wiekszosci
laboratoriow mikrobiologicznych. Rozwdj i udoskonalanie metod typowania molekularnego
prowadza do polepszenia ich czutosci, odtwarzalnoéci uzyskiwanych wynikoéw, a takze
obnizenia czasu i kosztow analizy. Zakres ich zastosowania w identyfikacji i réznicowaniu
szczepow bakteryjnych rozszerza si¢ coraz szybciej. Warto jednak pokresli¢, ze nie sg to
metody uniwersalne, kazda z nich charakteryzuje okreslony potencjal roéznicujacy, czutosé
I powtarzalno$¢ (tabela 1). Z tego powodu coraz czesciej stosuje si¢ kombinacje kilku technik

w celu podwyzszenia precyzji i rzetelnosci analizy.
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Comparison of the most common LAB typing methods

Tabela 1. Poréwnanie najcze$ciej stosowanych metod typowania LAB

Technika Podstawa metodyczna Potencjal réznicujacy/poziom Powtarzalno$é¢ | Naklad pracy
réznicowania

Sekwencjonowani | analiza sekwencji nukleotydowej genu wysoki / od rodzaju do szczepu wysoka $redni

e genu (np. 16S rDNA)

MLST analiza sekwencji 5-7 genow wysoki / od gatunku do szczepu wysoka wysoki
metabolizmu podstawowego

PCR-RFLP analiza restrykcyjna produktu PCR $redni / od gatunku do szczepu wysoka $redni

RAPD-PCR PCR oparty na arbitralnych starterach wysoki / od gatunku do szczepu niska niski

Rep-PCR PCR oparty na sekwencjach wysoki / od gatunku do szczepu $rednia niski
powtdrzonych

PFGE analiza restrykcyjna DNA i wysoki / szczepy wysoka wysoki
elektroforeza w pulsowym polu
elektrycznym

ITS-PCR PCR — regiony miedzygenowe 16S/23S | wysoki / od gatunku do szczepu wysoka niski
i 23S/5S rDNA

Rybotypowanie analiza restrykcyjna i hybrydyzacja z $redni / od gatunku do szczepu wysoka sredni/wysoki
sonda (operon rrn)

AFLP Analiza restrykcyjna/ligacja/PCR wysoki / od gatunku do szczepu wysoka wysoki

DGGE, TGGE PCR/ elektroforeza w gradiencie $redni / od gatunku do szczepu wysoka sredni/wysoki
czynnika denaturujacego

SSCP PCR/elektroforeza ssDNA wysoki / od gatunku do szczepu wysoka $sredni/wysoki
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