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Streszczenie

Szybko postgpujacy rozwoj metod biologii molekularnej przyczynia si¢ do usprawnienia
procesu identyfikacji mikroorganizméw. Ma to duze znaczenie w kolekcjach kultur
drobnoustrojow, poniewaz mozliwo$¢ dokladnego i szybkiego rozpoznawania
drobnoustrojow jest dla nich kluczowa. Podstawy identyfikacji molekularnej, polegajace na
sekwencjonowaniu genéw 16S rRNA, opracowat Carl Woese. W ostatnich kilku latach dzigki
wykorzystaniu jego odkry¢ opracowano metody pozwalajace na dokladng 1 rutynowsa
identyfikacj¢ drobnoustrojow. Metoda PCR/ESI-MS stanowi potaczenie reakcji PCR gendw,
m.in. 16S rRNA, i spektroskopii masowej, a technika MALDI-TOF/MS wykorzystuje
spektroskopie¢ masowg do okreslania profili biatkowych drobnoustrojow. Obie techniki
W najblizszym czasie mogg sta¢ si¢ podstawg pracy w laboratorium mikrobiologicznym.
Slowa Kkluczowe: identyfikacja mikroorganizméw, 16S rDNA, MALDI-TOF/MS,
PCR/ESI-MS

NEW MOLECULAR METHODS FOR IDENTIFICATION OF MICROORGANISMS
USED IN MICROBIAL CULTURES COLLECTIONS

Summary

Quickly advancing progress in the field of molecular biology methods contributes to the
improvement of the process of microorganisms identification. This new developments are
important in work in the microbial cultures collections, since the possibility of a thorough and
rapid detection of microorganisms in them is crucial. Basic molecular method of identification
by sequencing 16S rRNA genes has been established by Carl Woese. And in the last few years
with the use of discoveries such his, methods, which give hope for accurate and routine

identification of microorganisms, have been developing. PCR/ESI-MS is a combination of
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PCR reactions of for example 16S rRNA genes and mass spectroscopy, and MALDI-TOF/MS
uses mass spectroscopy to obtain protein profiles of microorganisms. Both techniques in the
near future may rise to basic procedures in the microbiological laboratory.

Key words: identification of microorganisms, 16S rDNA, MALDI-TOF/MS, PCR/ESI-MS)

WSTEP

Tradycyjne metody identyfikacji mikroorganizméw, polegajace na charakterystyce
fenotypowej, sg dlugotrwate, wymagaja duzego naktadu pracy i nie sg tak doktadne jak
metody analizy molekularnej. Dlatego tez usprawnienie procesu identyfikacji, mozliwe dzigki
odkryciom naukowym — w szczegolnosci zwigzanym z pracg z DNA, jest bardzo pozadane,
apostep w tej dziedzinie zachodzi w bardzo szybkim tempie. Ponizej zaprezentowano
przeglad nowych metod, rozpoczynajac od przetomowej techniki zastosowanej przez Carla
Woese i wsp., ktora doprowadzita do przeorganizowania i uporzadkowania taksonomii catego
Swiata zywego [Woese 1 in. 1977]. Nastepnie przedstawiono metody, ktore umozliwiajg
szybka i precyzyjng identyfikacje bakterii dzieki wykorzystaniu ostatnich odkry¢ w dziedzinie
biologii i usprawnien w technice spektroskopii masowej. Sg one stosowane dopiero od kilku
lat. PCR/ESI-MS stanowi potaczenie reakcji PCR gendéw, m.in. 16S rRNA, i spektroskopii
masowej, a MALDI-TOF/MS wykorzystuje spektroskopi¢ masowg do badania profili
biatkowych drobnoustrojow. W wielu laboratoriach prowadzi si¢ badania z wykorzystaniem
tych technik w celu zautomatyzowania pracy i przewiduje si¢, ze w najblizszym czasie moga

one stanowi¢ podstawg pracy w laboratorium mikrobiologicznym.

1. Sekwencjonowanie i poréwnywanie DNA genow rybosomalnych

Gen 16S rRNA jest powszechnie wykorzystywany w mikrobiologii do badan
filogenetycznych, poniewaz nalezy do grupy gendw konserwatywnych ewolucyjnie,
wystepujacych u wszystkich gatunkow bakterii. Pionierami wykorzystania tego genu,
obejmujacego 1500 par zasad, byli Carl Woese i George E. Fox. Gen ten jest przydatny do
identyfikacji, poniewaz sktada si¢ z fragmentow DNA silnie konserwatywnych, na ktorych
projektuje si¢ startery, oraz sekwencji zmiennych, ktore sg charakterystyczne dla danego
gatunku. Poréwnujac sekwencje rejonéw zmiennych ze wzorami znajdujgcymi si¢ w bazie,
mozna wyrozni¢ poszczegolne gatunki. Z uptywem czasu uzupeiniano zasoby bazy o kolejne
sekwencje 16S rDNA, co doprowadzito do odkrycia nowych grup taksonomicznych
[Hugenholtz i in. 1998]. Sekwencjonowanie genu 16S rRNA pozwala odkrywaé i opisywaé

gatunki, ktorych §rodowisko zycia jest niemozliwe do odtworzenia w warunkach
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laboratoryjnych.

Powielanie sekwencji 16S rRNA mozna przeprowadzi¢ z uzyciem réznych starteréw
zwanych starterami uniwersalnymi. Startery te umozliwiaja amplifikacje catego genu 16S
rRNA lub kolejnych krotszych fragmentéw genu, ktore nastepnie taczy si¢ w catos¢. Przez
ostatnie 25 lat opracowano wiele starterow do amplifikacji rDNA [Baker i in. 2003].
Najbardziej popularng par¢ starterow opisali Weisburg i in. (1991) jako 27F and 1492R.
Produkt reakcji z wykorzystaniem powyzszych starterow sktada si¢ z okoto 1500 par zasad.
Natomiast stosujgc pare starterow 27F-534R, otrzymuje si¢ krotsze amplikony (o dtugosci

500 pz, wygodniejsze do jednorazowych odczytéw z sekwencjonowania).

Z czasem okazalo sig¢, ze startery komplementarne do regionéw konserwatywnych u grup
mikroorganizméw w pierwotnym uniwersalnym drzewie filogenetycznym nie s3
komplementarne do analogicznych regiondéw u wszystkich grup mikroorganizmow.
Na przyktad nie da si¢ powieli¢c 16S rDNA archeonéw Nanoarchaeum za pomoca
standardowych, uniwersalnych starteréw [Huber i in. 2002]. Dlatego zaprojektowano startery
specyficzne dla taksonu. Obecnie uwaza si¢, ze zaden starter, uwazany do tej pory za
uniwersalny, nie gwarantuje amplifikacji u wszystkich prokariotow i dlatego nie stosuje si¢
jednego =zestawu starteréw [Baker i in. 2003]. Poniewaz coraz wigcej gatunkow
identyfikowanych jest na podstawie niewielkiej czgsci genomu 1 tylko kilku cech
fenotypowych, a minimalne réznice w 16S rDNA wystepujg powszechnie, nawet w obrebie
tego samego gatunku, w celu zmniejszenia ilo$ci bledow zaleca si¢ wykorzystywanie do
identyfikacji kilku reakcji z réznymi zestawami starterow [Baker i in. 2003]. Mozna
wykorzysta¢ rownolegle inne geny o konserwatywnej ewolucyjnie sekwencji, jak np. gen
rpoB — kodujacy podjednostke polimerazy RNA [Adekambi i in. 2009], hsp65 — kodujacy
biatko szoku termicznego [Ringuet i in. 1999] lub recA — kodujacy wielofunkcyjne biatko
biorgce m.in. udziat w naprawie DNA [Blackwood i in. 2000].

Pomimo precyzji techniki sekwencjonowania 16S rDNA jej stosowanie w duzych
i referencyjnych laboratoriach nie upowszechnito sie¢ z powodu wysokich wymagan
technicznych 1 kosztéw, mimo ze dostgpny jest komercyjny test oparty na tej technice —
MicroSeq (Appled Biosystem). Uzytkownicy, wyrazajac pozytywne oOpinie na temat
specyficznosci 1 doktadnosci identyfikacji tym testem, zwracaja jednocze$nie uwage na duze
wymagania techniczne, naktad pracy manualnej (izolacja DNA, reakcja PCR, oczyszczanie
prob) i koszty zwigzane z korzystaniem z tego rozwigzania [Cloud i in. 2002].

Stosowanie tej techniki ograniczone jest do oznaczania jednego gatunku mikroorganizmu

69



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

w probee (izolatow). Kommedal 1 in. (2011) podjeli prace nad usprawnieniem metody,
w ktorych wykorzystali zestaw trzech par starteréw przeznaczonych do identyfikacji bakterii
w probkach zawierajacych mieszaning mikroorganizmow. Kazda pare starterow przeznaczono
dla innej grupy mikroorganizmow. Po analizie probek zawierajacych wiecej niz jeden gatunek
z tej samej grupy mikroorganizmoéw (DNA bylo powielane tg samg parg starteréw) lub
Zroznych grup mikroorganizméw (DNA byto powielane réznymi parami starterow)
otrzymywano kilka naktadajacych si¢ chromatograméw. Wyniki analizowano za pomoca
specjalnie zaprojektowanej aplikacji RipSeq Mixed (iSentio, Norway), ktéra interpretuje
naktadajace si¢ chromatogramy pochodzace z trzech roznych gatunkow.

Aby technika ta mogta by¢ stosowana rutynowo w laboratoriach mikrobiologicznych,
konieczne jest jednakze jej udoskonalenie poprzez automatyzacj¢ procesu i zmniejszenie

kosztow.

2. MALDI-TOF/MS - spektrometria masowa z jonizacjq laserem
wspomagang matrycq i z analizatorem czasu przelotu

Spektrometria masowa — technika, w ktorej rozdzial jest warunkowany réznicami
w stosunku tadunku do masy czasteczki, zostata po raz pierwszy opisana w 1912 roku.
Technika ta stata si¢ bardzo uzyteczna do identyfikacji, okreslania ilosci i detekcji matych
czasteczek chemicznych. Jednakze dopiero po odkryciu w 1998 roku jonizacji laserem
wspomaganej matrycg z analizatorem czasu przelotu (MALDI-TOF, Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization Time of Flight) mozliwy stat si¢ rozdziat duzych biomolekut — dzieki
krystalicznej matrycy, najczeSciej skladajacej si¢ z kwasow organicznych absorbujacych
swiatto UV.

Wykorzystujac te¢ technik¢ do identyfikacji mikroorganizméw, traktujemy je jako
mieszaning biomolekut, ktore zostaja zapisane w postaci widma réznorodnych biatek. Widmo
stanowi rodzaj ,,odcisku palca” charakterystycznego dla danego organizmu, niezmiennego
W kolejnych analizach. Nie ulega ono réwniez zmianie pod wptywem réznych warunkow
hodowli organizmu, poniewaz badany zakres bialek od 2-20 kDa obejmuje w wigkszo$ci
biatka rybosomalne, ktore ulegaja konstytutywnej ekspresji w duzej ilo$ci. Proces
identyfikacji polega na pobraniu kolonii, nastgpnie na jej krystalizacji i poddaniu dziataniu
lasera. Otrzymane widma masowe MALDI/TOF sa analizowane przez program
I porbwnywane z widmami referencyjnymi przechowywanymi w bazie. Ogromng zaleta
przedstawionej techniki jest proste i szybkie wykonanie analizy. Przeprowadzone do tej pory

doswiadczenia wykazuja, ze MALDI/TOF jest odpowiedniag i dokladng metoda do
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identyfikacji bakterii [Bizzini. i in. 2010, Cherkaoui i in. 2010]. Identyfikacja drozdzy
réwniez przynosi dobre rezultaty. Natomiast identyfikacja grzyboéw strzgpkowych jest caly
czas udoskonalana i daje duze nadzieje na przysztos¢ [Vermeulen i in. 2012].

System zaprojektowany przez firm¢ Bruker Daltonics pozwala identyfikowac
bezposrednio koloni¢ lub w przypadku niektorych mikroorganizméw wymaga ekstrakcji.
Bezposrednia identyfikacja polega na pobraniu kolonii z szalki, wykonaniu rozmazu na
ptytce, dodaniu matrycy, czyli np. kwasu alfa-cyjano-4-hydroksycynamonowego
rozpuszczonego w acetonitrylu, wysuszeniu, a nastepnie poddaniu analizie w spektrometrze
masowym. Metoda ta mozna wykona¢ 24 analiz w ciagu godziny. Procedura ekstrakcji
wymaga kilku etapow przygotowania kolonii, po czym probka poddawana jest dziataniu
jondw i czasteczki, w tym przypadku biatka ulegaja jonizacji, rozdzieleniu na podstawie
wspotczynnika tadunku do masy oraz detekcji. Po detekcji tworzone jest widmo masowe,
ktére pordwnuje si¢ z widmami znajdujacymi si¢ w bazie.

W klinice Mayo w Minnesocie poddano analizie 305 izolatéw nalezacych do rodzajow:
Staphylococcus,  Streptococcus, Enterococcus, Rothia, Pediococcus, Micrococcus,
Granulicatella, Abiotrophia, Aerococcus, Gemella, Macrococcus, Kocuria, Helcococcus,
Arthrobacter, Lactococcus, Leuconostoc i Facklamia. Wyniki byly poréwnywane z testami
fenotypowymi 1 z sekwencjonowaniem czesci genu 16S rRNA. Po procesie ekstrakcji udato
si¢ zidentyfikowa¢ 95% szczepow co do rodzaju, a 69% co do gatunku. Szczepy
identyfikowane bezposrednio z kolonii zostaly zidentyfikowane w 56% co do rodzaju
i w 20% co do gatunku [Patel 2012].

Seng i in. (2009) ocenili zastosowanie tej techniki do rutynowych badan izolatow
klinicznych. Wykorzystali 1600 izolatow, ktore identyfikowali w spektrometrze masowym
Autoflex II Bruker Daltonik. Profile biatkowe poréwnywali z baza Bruker bioTyper, wersja
2.0. Wyniki identyfikacji odniesli do wynikow otrzymanych konwencjonalnymi metodami
fenotypowymi, a rozbieznosci rozstrzygali za pomoca identyfikacji przez sekwencjonowanie
genu 16S rRNA i rpoB. 95,4% analizowanych izolatow zostato prawidtowo
zidentyfikowanych, z czego 84,1% zidentyfikowano z doktadnos$cig do gatunku, a 11,3%

z doktadnoscia do rodzaju.

Bledy w identyfikacji lub jej brak najczesciej spowodowane byty brakiem profilu
biatkowego danego gatunku w bazie lub gdy dysponowano matg liczbg profili referencyjnych.
Optymalne warunki identyfikacji uzyskiwano, jesli w bazie znajdowato si¢ 10 profili
referencyjnych dla danej probki. Do dobrej identyfikacji za pomoca MALDI-TOF konieczna

jest kompletna baza danych. Technike t¢ mozna zastosowac rowniez do odroézniania
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szczepdw antybiotykoopornych. S.aureus metycylinooporny rézni si¢ od S.aureus podatnego
na metycyling spektrum masowym o wielkosci 500-3500 Da. W podobny sposéb mozna
odrozni¢ szczep E.coli oporny na antybiotyki S-laktamowe od szczepoéw wrazliwych na te
zwigzki. Ponadto technika MALDI-TOF mozna rozréznia¢ serotypy Salmonella

i charakteryzowaé szczepy Helicobacter pylori [Nilson 1999; Park i in. 2006]. Sredni czas
niezbe¢dny do identyfikacji jednego izolatu omawiang metodg to 6 minut, a koszt oznaczenia

to 22-32% kosztow metod identyfikacji aktualnie stosowanych [Seng i in. 2009].

3. PCR/ESI-MS - PCR polaczony ze spektrometria masowa z jonizacja przez
rozpylanie w polu elektrycznym

Jest to kolejna metoda identyfikacji mikroorganizméw wykorzystujaca kombinacje
technik biologii molekularnej i spektrometri¢ masowa. ESI-MS (Electrospray lonisation Mass
Spectrometry) polegana oznaczeniu mas amplikonéw powstatych w kilkunastu reakcjach
PCR, ktorych celem jest amplifikacja roznych fragmentéw genomu. Dzigki wykorzystaniu do
analizy wielu gendw mozliwe jest uchwycenie réznic migdzy gatunkami mikroorganizméw
nawet blisko spokrewnionymi.

Do PCR stosowanych jest wiele par starterow: startery specyficzne dla calych grup
mikroorganizméw (amplifikujgce regiony zmienne pomig¢dzy gatunkami 1 szczepami),
startery specyficzne dla gatunku lub szczepu oraz startery, ktorych celem sg geny opornosci
na antybiotyki albo geny odpowiedzialne za patogennos¢. Po otrzymaniu produktéw PCR za
pomoca ESI-MS oznaczane sa masy molekularne otrzymanych fragmentéw DNA. Masa
molekularna oznaczana jest dla obu nici amplikonu (forward i riverse), a nastepnie
korelowana ze skladem poszczegdlnych zasad w amplikonie. Pomiar masy molekularnej
mozliwy jest z bardzo duza dokladnos$cia, dzigki wewnetrznej kalibracji, jaka uzyskuje sie
wskutekodwroconej komplementarnosci materiatu genetycznego. Wyniki oznaczen mas
molekularnych amplikondéw, a co za tym idzie sktadu iloSciowego zasad amplikonu, dla
kilkunastu genéw ulozone tandemowo stanowig specyficzny dla danego gatunku kod —
,,odcisk palca”, ktory pordwnuje si¢ z wynikami przechowywanymi w bazie.

Analizy wykorzystujace te technike przeprowadzono na probkach krwi podejrzanych
0 zakazenie mieszaning drobnoustrojow. Do tego celu uzyto testu BAC (Abbott Molecular)
sktadajgcego si¢ z 16 par starterow powielajacych regiony DNA rybosomalnego, geny
oporno$ci na antybiotyki i geny specyficzne dla poszczegolnych grup bakterii. Wyniki
poréwnywano z otrzymanymi za pomocg testow Vitek 2 (bioMerieux). Stwierdzono zgodno$¢

na poziomie 98,7% co do rodzaju i 96,6% co do gatunku. W 29 prébkach wykryto mieszaniny
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mikroorganizméw zawierajace gatunki bakterii nalezacych do tego samego rodzaju, jak
rowniez zawierajace bakterie Gram-ujemne razem z bakteriami Gram-dodatnimi. Ukazuje to
mozliwo$ci PCR/ESI-MS do jednoczesnej identyfikacji wielu organizméw w probce bez
potrzeby uzyskania oddzielnych kultur drobnoustrojow. Czas wykonania oznaczenia wynosit
5-6 godzin [Kaleta i in. 2011a].

W dalszych badaniach [Kaleta i in. 2011b] poréwnano technik¢ MALDI/TOF i PCR/ESI-
MS w identyfikacji mikrobiologicznej probek krwi. Stosujac te techniki, otrzymano podobne
wyniki pod wzgledem doktadnosci identyfikacji. Przewagg techniki MALDI/TOF okazaty si¢
niskie koszty analizy, pelna automatyzacja 1 krétki czas potrzebny do nauki obstugi. Ponadto
MALDI/TOF pozwala na oznaczenie pojedynczych préb, podczas gdy stosujac PCR/ESI-MS,
analizuje si¢ jednorazowo najmniej 6 prob w 96-dotkowych ptytkach (po 16 reakcji na jedno
oznaczenie). Oprocz wymienionych zalet, MALDI/TOF ma pewne ograniczenia. Wymaga
etapu izolacji czystych kultur, ktory wydtuza czas potrzebny do otrzymania ostatecznych
wynikow. Wynika to z faktu, iz nie ma mozliwosci identyfikacji mikroorganizméw
w kulturach mieszanych i przy mniejszej ilosci CFU niz 10%-10°. Biorac pod uwage zblizong
doktadnos¢ obu technik, ich wady i zalety oraz przydatnos¢ zastosowania w odmiennych
przypadkach, nalezy przypuszczac, ze kazda z nich odnajdzie wtasng nisz¢ wérdd narzedzi do

szybkiej identyfikacji mikroorganizmow.
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