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Differentiation of Campylobacter jejuni isolates by random amplified polymorphic DNA method
Summary

Campylobacter, especially C. jejuni, is now recognized as a major cause of bacterial enteritis in people in
most developed countries. The diversity within C. jejuni species may be described by both phenotypic and
genotypic methods. In recent years, molecular methods, such as the restriction of fragment length polymor-
phism (RFLP), fla typing or random amplified polymorphic DNA (RAPD), have been proposed as alternative
tests to phenotypic methods for typing of Campylobacter. This study was carried out to investigate the genetic
variation among isolates C. jejuni by RAPD-PCR. The analysis of 19 isolates of C. jejuni performed with two
primers (1254 and OPA-11) generated multiple amplification products, with sizes between 300 and 2000 bp.
The UPGMA analysis of the fingerprints classified these strains to 10 clonal groups. The discriminatory index
D=0.73 indicates a high differentiation ability of the method. Such data are valuable in epidemiological studies
and for investigating the distribution of genotypes in different environments.
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Bakterie Campylobacter, a zwtaszcza nalezace do ga-
tunku C. jejuni, sa jednym z wazniejszych czynnikow
etiologicznych zakazen pokarmowych ludzi. Szerokie
wystgpowanie tych drobnoustrojow w srodowisku natu-
ralnym jest przyczyna wtdrnego skazenia produktow zyw-
nos$ciowych, a zwlaszcza surowego migsa drobiowego
lub surowego mleka. Z tych tez wzgledow, w badaniach
epidemiologicznych istotne znaczenie posiada wykrycie
zrodta 1 drogi szerzenia si¢ zakazenia. Do tego celu wy-
korzystywane sa metody fenotypowe np. serotypowanie,
okreslenie cech biochemicznych czy struktury antygeno-
wej C. jejuni. Testy te nie pozwalaja jednak na stwier-
dzenie zrdznicowania genetycznego izolatow. Dlatego
w ostatnich latach wprowadzono szereg technik moleku-
larnych umozliwiajacych genotypowanie szczepéw Cam-
pyvlobacter. Obejmuja one m.in. analiz¢ polimorfizmu
dlugosci fragmentdéw restrykcyjnych (RFLP), réwniez
w polaczeniu z elektroforeza pulsacyjna (PFGE), typo-
wanie RFLP w oparciu o produkt amplifikacji metoda
PCR genu flaA, a takze analizg polimorfizmu przypad-
kowo amplifikowanego DNA (RAPD-PCR) (3, 9). Ostat-
nia sposréd wymienionych metod polega na uzyciu krot-
kich starteréw (ok. 10-nukleotydowych) o dowolnej sek-
wencji, ktore sa komplementarne do losowych fragmen-
tow chromosomalnego DNA badanych bakterii (7, 8).
W wyniku reakcji PCR powstaje swoisty dla kazdego
drobnoustroju uktad amplikonéw o ré6znych masach mo-
lekularnych. Technika ta charakteryzuje si¢ duza zdol-
nos$cia genotypowego roznicowania drobnoustrojow, po-
wtarzalno$cia wynikow, jak tez jest stosunkowo latwa
w wykonaniu (5).

Celem obecnych badan bylo zastosowanie metody
RAPD-PCR do réznicowania szczepdéw C. jejuni wyizo-
lowanych z tuszek drobiowych i odchodow kurzych.

Materiat i metody

Szczepy bakteryjne. W badaniach wykorzystano 10 izola-
tow C. jejuni pochodzacych z wymazow z tuszek drobiowych
oraz 9 wyosobnionych z odchodow kurzych. Izolaty te zostaty
zaklasyfikowane do rodzaju Campylobacter przy uzyciu
metody mikrobiologicznej opisanej w normie PN-ISO 10272,
a nastgpnie okreslono ich przynalezno$¢ gatunkowa stosujac
test multiplex PCR (2).

Matrycowy DNA. Bakteryjne DNA otrzymano z pojedyn-
czych kolonii Campylobacter spp. inkubowanych na pozywce
Karmali (Oxoid) przez 24 h w 42°C w warunkach mikroaero-
filnych. Bakterie zawieszano 1 ml wody redestylowanej i od-
wirowywano 13 000 g, 1 min. Do uzyskanego osadu dodano
100 pl 10 mM buforu Tris, a nastgpnie izolowano DNA
za pomocg zestawu Genomic — Mini (A&A Biotechnology
Gdansk), zgodnie z instrukcja podana przez producenta. Czys-
tos¢ 1 koncentracj¢ uzyskanego DNA oznaczano spektrofoto-
metrycznie i w odpowiednim rozcienczeniu stosowano w tes-
tach PCR.

Test PCR. Amplifikacje przeprowadzono w mieszaninie re-
akcyjnej o koncowej objgtosci 50 ul, zawierajacej: S mM MgCL,
dNTP (200 uM), bufor enzymatyczny, 2 U termostabilnej po-
limerazy Taq (Fermentas, Litwa), startery OPA-11 (5 CAATC
GCCGT 3°) (4) 1 1254 (5 CCGCAGCCAA 3’) (1) oraz mat-
rycowy DNA o koncentracji 10 ng/pul (5 pl). Reakcje wykona-
no w termocyklerze PTM-100 (MJ Research, USA), uzywajac
programu o nastgpujacych parametrach: 94°C 5 min. (denatu-
racja wstepna), a nastepnie 40 cykli: 94°C 1 min., 37°C 1 min.,
72°C 1 min. Koncowy etap wydtuzania przeprowadzono
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sam produkt o masie 1200 pz (ryc. 1). Analiza
UPGMA wykonana przy uzyciu programu
komputerowego GelCompar II umozliwita za-
klasyfikowanie badanych izolatow do 10 grup
klonalnych o zr6znicowanym pokrewienstwie
molekularnym (ryc. 1). Przydatnos¢ testu do
genotypowania szczepow C. jejuni okreslono
na podstawie indeksu r6znicowania D, ktory
wynidst 0,73 (6). Wartosc ta jest stosunkowo
wysoka i porownywalna z wynikami uzyska-
nymi przez innych autorow (5). Nalezy row-
niez podkresli¢, ze 10 sposréd wybranych do
testu izolatow pochodzito z jednej partii tu-
szek drobiowych. Wyniki powyzszych badan

5
L100

N
[o2]

sa zgodne z doniesieniami innych autorow, kto-

-
6]

rzy rowniez bardzo dobrze oceniaja zdolno$¢

-
N

Ryec. 1. Obraz elektrofore- l

-
o 0o

roznicowania techniki RAPD-PCR (3, 4) w od-
niesieniu do szczepéw Campylobacter. Nie-
ktorzy z nich zwracaja jednak uwage na ogra-
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tyczny produktow amplifi-
kacji testu RAPD-PCR
otrzymanych z DNA szcze-
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pow C. jejuni oraz uzyska-
ny na jego podstawie den-
drogram przedstawiajacy
stopien pokrewienstwa
molekularnego badanych
izolatow. Numerami 1-10
oznaczono izolaty z tuszek
drobiowych, 11-19 szczepy

niczenia tej metody spowodowane m.in. zbyt
dowolnym wyborem starterOw oraz wystgpu-
jaca w niektorych przypadkach niska powta-
rzalno$cia uzyskanych profili. W pi$miennic-
twie podkresla si¢ rowniez mozliwos¢ wysta-
pienia w$rod niektorych szczepdw DNaz, ktore
uniemozliwiaja typowanie w oparciu o t§¢ me-
tode (9), jednak powyzszy problem nie wy-
stapil podczas badania obecnych izolatow.
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wyodre¢bnione z odchodow
kurzych, M - marker
masy molekularnej

Otrzymane wyniki pozwalaja wstgpnie
stwierdzi¢, ze zastosowana metoda RAPD-
-PCR umozliwia réznicowanie molekularne
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w 72°C przez 5 min. Otrzymane produkty amplifikacji identy-
fikowano w 1,7% zelu agarozowym przy uzyciu zestawu Gel-
-Doc 2000 (Bio-Rad, USA).
Wyniki i oméwienie

Typowanie szczepow bakteryjnych dostarcza szeregu
waznych informacji na temat zrodet zakazenia, drog sze-
rzenia si¢ oraz wektorow przenoszacych drobnoustroje.
W obecnej pracy do roéznicowania szczepdw C. jejuni
zastosowano, wykorzystujac uniwersalne startery, tech-
nike¢ RAPD-PCR. W poczatkowym etapie badan doko-
nano wyboru najbardziej odpowiednich sekwencji nu-
kleotydowych. Wedlug danych dostgpnych w pismien-
nictwie, w przypadku Campylobacter, jednymi z najczgs-
ciej stosownych oligonukleotydow w testach RAPD sa
startery 1254 1 OPA-11. Umozliwiaja one otrzymanie sze-
regu produktow amplifikacji o zréznicowanych masach
molekularnych (3, 5). Te startery zostaty tez wykorzysta-
ne w obecnych badaniach. Nast¢pnie przeprowadzono
reakcje PCR z DNA pochodzacym ze szczepoéw C. jeju-
ni, celem ustalenia optymalnych warunkéw amplifikacji
i koncentracji starterow. Najlepsze rezultaty, w aspekcie
liczby 1 wielkosci amplikonéw, uzyskano po zastosowa-
niu obu oligonukleotydow jednoczes$nie. W kolejnym eta-
pie opracowany test RAPD-PCR wykorzystano do ana-
lizy 19 izolatow C. jejuni, pochodzacych z roznych zré-
del. Otrzymano zréznicowane profile molekularne, na
ktore sktadato si¢ od 3 do 8 amplikonéw o masach od
300 do ponad 2000 pz. U 17 szczepdéw stwierdzono ten

izolatow C. jejuni 1 zaklasyfikowanie ich do
r6znych grup klonalnych. Dlatego tez moze

by¢ brana pod uwage w badaniach epidemiologicznych.
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