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W¹glik jest chorob¹ zaka�n¹ wywo³ywan¹ przez
laseczkê w¹glika Bacillus anthracis, przebiegaj¹c¹
zazwyczaj pod postaci¹ posocznicy. Charakterystycz-
nymi zmianami po�miertnymi s¹: obrzêk �ledziony
oraz surowiczo-krwotoczne nacieki w tkance ³¹cznej
podskórnej. Choroba wystêpuje najczê�ciej u zwierz¹t
ro�lino¿ernych, rzadziej u wszystko¿ernych i miêso-
¿ernych oraz u ludzi. U cz³owieka, w zale¿no�ci od
drogi zaka¿enia, w¹glik mo¿e przebiegaæ w trzech
postaciach: skórnej, p³ucnej oraz jelitowej (4, 6, 21,
24).

Mimo nielicznych przypadków w¹glika, notowa-
nych w ostatnich dziesiêcioleciach, za celowo�ci¹ ba-
dañ nad tym drobnoustrojem przemawia mo¿liwo�æ
niekontrolowanego importu surowców i produktów

pochodzenia zwierzêcego z terenów, gdzie w¹glik
wystêpuje nadal enzootycznie, jak na przyk³ad w nie-
których krajach Azji i Afryki (24). Równie¿ sta³e wy-
mienianie laseczki w¹glika na pierwszym miejscu
w wykazie czynników broni biologicznej i coraz bar-
dziej niepokoj¹co sygnalizowany bioterroryzm wska-
zuj¹ na konieczno�æ dok³adnego zaznajomienia siê
z metodami diagnostycznymi tej jednostki chorobowej.

�Z³otym standardem� w identyfikacji B. anthracis
jest badanie hodowlane. Diagnostyka laboratoryjna
B. anthracis oparta na ocenie morfologii kolonii, w³a�-
ciwo�ciach fizjologicznych oraz biochemicznych jest
czasoch³onna i wymaga specjalistycznych testów.

B. anthracis jest blisko spokrewniony z kilkoma
gatunkami laseczek wystêpuj¹cymi w �rodowisku, ta-
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Summary
The aim of the study was to apply the real-time PCR method with the intercalating dye SYBR Green I

for the detection of genes of Bacillus anthracis located on plasmids pXO1 and pXO2 and the specific
chromosomal rpoB sequence. The research was conducted on one vaccinal and four field strains of Bacillus
anthracis. The assessment of the specificity of the tests involved isolates of other species of the genus Bacillus
as well as strains of six other species of microorganisms. The studies were conducted with the PCR QuantiTect
kit (Qiagen) and primers specific for the gene pag coding PA protein, gene cap coding capsule, and primers
for the amplification of the specific chromosomal sequence. PCR enabled the detection of all genes under
examination by the observation of amplification curves. The specificity of real-time PCR was confirmed by
estimating melting temperatures of PCR products. It was shown that the melting temperatures of amplicons
obtained in the reaction were 78°C, 79°C and 76°C in cases of detecting the chromosomal rpoB sequence, pag
gene, and cap-C gene, respectively. The sensitivity and linearity of the reactions were determined using
a regression coefficient. A high regression coefficient of 0.99 was demonstrated for all the reactions. The
real-time tests were highly sensitive and specific.
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kimi jak: B. cereus, B. mycoides i B. thuringiensis (2,
5). Ze wzglêdu na du¿e podobieñstwo genetyczne tych
gatunków niektórzy badacze uwa¿aj¹, ¿e s¹ one od-
mianami lub podgatunkami B. cereus i nie zawsze jest
³atwe odró¿nienie ich przy u¿yciu konwencjonalnych
metod diagnostycznych (8, 10, 18).

Wraz z rozwojem metod biologii molekularnej opra-
cowano czu³e i swoiste testy, które znajduj¹ coraz szer-
sze zastosowanie w identyfikacji laseczek B. anthra-
cis. Podstawow¹ metod¹ stosowan¹ w diagnostyce
B. anthracis jest PCR. Metoda ta pozwala na selek-
tywn¹ amplifikacjê wybranych fragmentów DNA (15).
Dziêki swoistym starterom mo¿liwe jest wykrycie ge-
nów B. anthracis zlokalizowanych w DNA plazmidu
pXO1, tj. genu pag, genu lef oraz genu cya koduj¹ce-
go czynnik obrzêku EF (edema factor) (1, 3, 11, 13,
16, 25, 27). W drugim plazmidzie pXO2 zlokalizowa-
ne s¹ natomiast sekwencje genu cap (A, B i C), odpo-
wiedzialnego za wytwarzanie otoczki (12, 25, 26).
Stwierdzenie u B. anthracis obecno�ci wspomnianych
dwu plazmidów �wiadczy o wirulencji badanego szcze-
pu, co ma warto�æ diagnostyczn¹ (5, 9, 17).

Konwencjonalne testy PCR nie zosta³y powszech-
nie wdro¿one w laboratoriach w zwi¹zku z czasoch³on-
n¹ i pracoch³onn¹ procedur¹ obejmuj¹c¹ przygotowa-
nie próbki, amplifikacjê i potwierdzenie produktu.
Zastosowanie Real-time PCR pozwoli³o na zwiêksze-
nie czu³o�ci, skuteczno�ci metody oraz na skrócenie
czasu oczekiwania na wynik. Real-time PCR umo¿li-
wia monitorowanie ilo�ci produktu w ka¿dym cyklu
prowadzonej reakcji, dziêki czemu ca³a procedura ana-
lizy jest szybka. W metodzie tej amplifikacja kwasów
nukleinowych i detekcja produktu dokonywana jest
w tej samej, zamkniêtej probówce, zmniejsza to ry-
zyko kontaminacji próbki (7). W miarê przyrastania
ilo�ci kopii amplifikowanego produktu zwiêksza siê
w czasie rzeczywistym fluorescencja próbki. Pomiar
fluorescencji w trakcie trwania reakcji PCR pozwala
na oszacowanie ilo�ci kopii amplifikowanego fragmen-
tu DNA. Do uzyskania sygna³u fluorescencji mog¹ byæ
wykorzystywane barwniki interkaluj¹ce, które emitu-
j¹ �wiat³o o okre�lonej d³ugo�ci po zwi¹zaniu z dwu-
niciowym DNA, jak SYBR Green I (niespecyficzne
wykrywanie produktu). Drugim wariantem techniki
Real-time PCR, który pozwala na specyficzne wykry-
wanie produktu z wykorzystaniem zjawiska transferu
energii rezonansu fluorescencji, jest zasto-
sowanie hybrydyzuj¹cych sond np. typu Taq-
Man (14, 22).

Celem prezentowanych badañ by³o zasto-
sowanie metody Real-time PCR, opartej na
fluorescencji barwnika SYBR Green I emi-
tuj¹cego �wiat³o w przypadku zwi¹zania
z dwuniciowym DNA, do wykrywania ge-
nów zlokalizowanych w DNA plazmidów
pXO1 (gen pag) i pXO2 (gen cap-C) oraz
specyficznej sekwencji chromosomalnej
rpoB szczepów B. anthracis (5, 19).

Materia³ i metody
Szczepy bakteryjne. Badania przeprowadzono przy u¿y-

ciu szczepionkowego szczepu B. anthracis (BS4). Do oce-
ny swoisto�ci testów wykorzystano cztery szczepy tereno-
we (B.a.1/47, B.a.3/47, B.a.15/93, B.a.16/96), izolaty in-
nych gatunków z rodzaju Bacillus, tj. 2 szczepy B. cereus:
B. cereus ATCC 11778, B. cereus 1470 oraz po jednym
szczepie B. brevis 1114, B. subtilis ATCC 6633 i B. mega-
terium 1534. Dodatkowo do do�wiadczenia w³¹czono szcze-
py innych gatunków drobnoustrojów: Staphylococcus au-
reus ATCC 6538, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Pas-
teurella multocida M1404, Escherichia coli ATCC 25922,
Salmonella typhimurium ATCC 14028 i Klebsiella pneu-
moniae ATCC 13883. Wszystkie szczepy B. anthracis u¿yte
do badañ pochodzi³y z kolekcji drobnoustrojów Zak³adu
Mikrobiologii PIWet-PIB. Z kolekcji tej otrzymano rów-
nie¿ szczepy referencyjne innych gatunków bakterii. Nato-
miast szczep P. multocida M1404 pochodzi³ z National
Animal Disease Centre, Ames, Iowa, USA.

Izolacja DNA. Ka¿dy szczep posiewano na 1 ml pod-
³o¿a TSB (bioMérieux). Posiewy inkubowano 18 godz.
w temperaturze 37°C. Hodowlê bakteryjn¹ wirowano przez
10 min. przy 7500 obr./min. Supernatant usuwano, a osadu
u¿ywano do izolacji DNA przy u¿yciu zestawu Genomic
Mini (zestaw do izolacji DNA z bakterii, hodowli komór-
kowych i tkanek sta³ych) firmy A&A Biotechnology, Gdy-
nia, Polska. Osad z ka¿dej próbki zawieszano w 100 µl
buforu Tris. Próbki poddawano wstêpnej inkubacji z do-
datkiem 10 µl mutanolizyny (Sigma) � 1 mg/ml przez
10 min. w temp. 37°C. Dalej postêpowano wg protoko³u
podanego przez producenta.

Koncentracjê otrzymanego DNA okre�lano spektrofo-
tometrycznie przy u¿yciu GeneQuant pro RNA/DNA Cal-
culator, GE Healthcare - Amersham Biosciences.

Startery. W oparciu o dane z pi�miennictwa wybrano
sekwencje starterów do amplifikacji (5). Charakterystykê
starterów do reakcji przedstawiono w tabeli 1. Startery zsyn-
tetyzowano w Pracowni Sekwencjonowania DNA IBB
PAN.

Real-time PCR. Reakcjê prowadzono w probówkach
optycznych MicroAmp Optical Tube zamykanych wiecz-
kami optycznymi Optical Caps (Applied Biosystems). W ba-
daniach zastosowano zestaw QuantiTect SYBR Green PCR
Kit (Qiagen), bêd¹cy mieszanin¹ polimerazy HotStarTaq,
buforu QuantiTect SYBR Green PCR, dNTP, 5 mM MgCl2
oraz barwników SYBR Green I (barwnik interkaluj¹cy)
i ROX (barwnik referencyjny).

Tab. 1. Charakterystyka starterów u¿ytych do Real-time PCR

yretratS ajcnewkeS
æ�okleiW
utkudorp ajcartnecnoK

Bopr
S-Bopr CCGTAAAACATGCAACCACC

zp571 Mµ1,0
R-Bopr TCTAGGTCTTTGACCACTTTAAA

gap
S-AP AACGATATAAGGGTATATGAACTAGGC

zp402 Mµ5,0
R-AP TAGGTAATCTTTGCTGATTTGGCC

C-paC
S-paC GTACTTAGAACTTTGTGGTATGCA

zp192 Mµ0,1
R-paC CCACTCCATCTTACTCTGCTTTTA
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Reakcjê Real-time PCR z u¿yciem primerów
rpo-S i rpo-R, w celu wykrycia obecno�ci sek-
wencji chromosomalnej rpoB, wykonano w 25 µl
mieszaniny reakcyjnej zawieraj¹cej 500 ng DNA
oraz 0,1 µM ka¿dego primera.

Amplifikacjê z zastosowaniem starterów PA-S
i PA-R przeprowadzono w objêto�ci 25 µl mie-
szaniny reakcyjnej zawieraj¹cej 500 ng DNA
oraz 0,5 µM ka¿dego primera.

Kolejny test oparty na wykryciu genu cap-C
koduj¹cego otoczkê przeprowadzono w objêto�-
ci 25 µl mieszaniny reakcyjnej, która zawiera³a
500 ng DNA oraz 1 µM primery cap-S i cap-R.

Zakres czu³o�ci i liniowo�ci reakcji oznaczo-
no poddaj¹c amplifikacji szereg 10-krotnych
rozcieñczeñ DNA uzyskanego ze szczepu BS4
o koncentracji wyj�ciowej 500 ng/reakcjê.

Reakcje Real-time PCR prowadzono w apa-
racie Mx3005P® (Stratagene) z oprogramowa-
niem MxPro � Mx3005P v3.20. We wstêpnym
etapie probówki reakcyjne inkubowano przez 10
min. w 95°C w celu aktywacji polimerazy Hot-
StarTaq i wstêpnej denaturacji matrycy DNA.
W³a�ciwa amplifikacja obejmowa³a 40 cykli de-
naturacji, hybrydyzacji i wyd³u¿ania starterów
(30 sek./95°C, 60 sek./55°C, 90 sek./72°C), po
czym próbki poddawano 1 min. inkubacji w tem-
peraturze 95°C. Pomiar fluorescencji mieszani-
ny reakcyjnej wykonywano na etapie wyd³u¿a-
nia starterów. Nastêpnie, w celu potwierdzenia
swoisto�ci amplifikacji, okre�lano temperaturê
topnienia produktów PCR poprzez stopniowe
podnoszenie temperatury mieszaniny reakcyjnej
z 55°C do 95°C i ci¹g³y pomiar fluorescencji.

Wyniki i omówienie
Spektrofotometrycznie okre�lano koncen-

tracjê matrycowego DNA, która wynosi³a
oko³o 100 ng/µl.

W pierwszym etapie pracy wykonywano
test Real-time PCR na obecno�æ sekwencji
chromosomalnej rpoB. Uzyskane warto�ci
Ct waha³y siê w granicach od 16,37 do 36,08.
Swoisto�æ amplifikacji potwierdzono okre-
�laj¹c temperaturê topnienia produktu PCR.
Wykazano, ¿e temperatura topnienia pro-
duktów syntetyzowanych w reakcji wynosi-
³a 78°C.

Na podstawie obserwacji krzywych am-
plifikacji w reakcji polimeryzacji ³añcucho-
wej z zastosowaniem starterów PA-S i PA-R
stwierdzono obecno�æ badanego genu pag
zlokalizowanego w DNA plazmidu pXO1.
Uzyskane warto�ci Ct waha³y siê w grani-
cach 21,53-37,45. Swoisto�æ amplifikacji
potwierdzono okre�laj¹c temperaturê topnie-
nia produktu PCR. Wykazano, ¿e tempera-
tura topnienia produktów syntetyzowanych
w reakcji wynosi³a 79°C.

Ryc. 1. Oznaczanie czu³o�ci reakcji Real-time PCR z zastosowaniem barw-
nika SYBR Green I. Krzywe wzrostu fluorescencji w poddanych ampli-
fikacji próbkach rozcieñczeñ dziesiêtnych DNA ze szczepu Bacillus
anthracis BS4 z zastosowaniem starterów: a) rpoB-S i rpoB-R; b) PA-S
i PA-R; c) cap-S i cap-R

a)

b)

c)
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W przypadku wykrycia genu cap-C B. anthracis
zlokalizowanego w DNA plazmidu pXO2 uzyskane
warto�ci Ct wynosi³y 20,04-32,8. Specyficzne produkty
amplifikacji dysocjuj¹ w temperaturze 76°C.

Oznaczono równie¿ czu³o�æ reakcji Real-time PCR.
Jak widaæ na ryc. 1a, czu³o�æ testu z zastosowaniem
starterów rpoB-S i rpoB-R okre�lono wyra¿aj¹c j¹ jako
ilo�æ wykrywanego DNA na przeprowadzon¹ reakcjê
na poziomie 500 fg/reakcjê. Dla amplifikacji rozcieñ-
czeñ matrycy zawieraj¹cych od 500 ng do 500 fg DNA
wykazano wysoki wspó³czynnik regresji wynosz¹cy
0,993.

Czu³o�æ reakcji z zastosowaniem primerów PA-S
i PA-R okre�lono na poziomie 5 pg/reakcjê (ryc. 1b).
Wspó³czynnik regresji 0,997 wskazuje na wysoki sto-
pieñ liniowo�ci reakcji.

W przypadku zastosowania starterów cap-S i cap-R
wykazano, ¿e czu³o�æ wynosi³a 50 pg/reakcjê (ryc. 1c).
Wspó³czynnik regresji okre�laj¹cy zale¿no�æ miêdzy
ilo�ci¹ DNA w ng wyra¿on¹ w skali logarytmicznej
i warto�ci¹ Ct wynosi³ 0,996.

W celu wykazania specyficzno�ci reakcji Real-time
PCR poddano badaniu t¹ metod¹ materia³ genetyczny
uzyskany ze szczepu B. anthracis BS4, 4 szczepów
terenowych B. anthracis oraz DNA innych gatunków
drobnoustrojów: Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Listeria monocytogenes ATCC 7644, Pasteurella
multocida M 1404, Escherichia coli ATCC 25922,
Salmonella typhimurium ATCC 14028 i Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883. Wymienione gatunki mog¹
powodowaæ stany chorobowe, w tym procesy o cha-
rakterze posocznicowym. W tabeli 2 przedstawiono
zestawienie wyników specyficzno�ci reakcji PCR po-
zwalaj¹cej na wykrycie genu pag, genu cap-C oraz
stwierdzenia obecno�ci sekwencji chromosomalnej
rpoB.

Jak wynika z danych przedstawionych w tabeli 2,
ocena specyficzno�ci testu pozwalaj¹ca na stwierdze-
nie obecno�ci sekwencji chromosomalnej rpoB wy-
kaza³a, ¿e w te�cie PCR uzyskano produkty specyficz-
ne dla B. anthracis oraz 2 szczepów B. cereus. Dzieje
siê tak z powodu bliskiego pokrewieñstwa genetycz-
nego tych gatunków (2). Jednak¿e w przypadku szcze-
pów B. cereus uzyskane warto�ci Ct wynosi³y wiêcej
ni¿ 30. Równie¿ Ellerbrok i wsp. (5) wykazali obec-
no�æ sekwencji chromosomalnej u czterech spo�ród
piêciu badanych szczepów B. cereus. Dla B. cereus
warto�ci Ct zaobserwowali 10 cykli pó�niej ni¿ w przy-
padku B. anthracis, chocia¿ próbki zawiera³y porów-
nywaln¹ liczbê bakterii. W pracy w³asnej, podobnie
jak w badaniach przeprowadzonych przez Bode i wsp.
(2) u izolatów innych gatunków drobnoustrojów nie
stwierdzono obecno�ci sekwencji chromosomalnej
rpoB.

W przypadku zastosowania zestawów starterów
swoistych dla genu pag oraz genu cap-C wykazano
du¿¹ specyficzno�æ reakcji. Uzyskano produkty spe-
cyficzne dla B. anthracis. U izolatów ró¿nych gatun-

ków z rodzaju Bacillus oraz szczepów sze�ciu innych
drobnoustrojów nie stwierdzono obecno�ci produktów
reakcji PCR. Tak¿e Ellerbrok i wsp. (5), badaj¹c szcze-
py B. anthracis i innych gatunków z rodzaju Bacillus,
wykazali 100% specyficzno�æ reakcji.

Przedstawiona metoda Real-time PCR pozwala na
ocenê ilo�ci produktu w trakcie trwania reakcji PCR,
skraca czas identyfikacji oraz ogranicza do minimum
ryzyko zanieczyszczenia próbek. W celu oznaczenia
pocz¹tkowej liczby kopii badanej sekwencji wyzna-
cza siê warto�æ progow¹ fluorescencji Ct (threshold
cycle). Im wiêcej kopii matrycy w badanej próbce by³o
w momencie rozpoczêcia reakcji, tym mniej cykli re-
akcji PCR potrzeba, aby poziom fluorescencji pocho-
dz¹cy z powstaj¹cych produktów przekroczy³ warto�æ
Ct. Zastosowanie barwnika SYBR Green I sprawia,
¿e równie¿ nieswoiste produkty amplifikacji (np. di-
mery starterów PCR) s¹ �ród³em fluorescencji. Z tego
powodu konieczna jest analiza krzywych topnienia
produktów w celu okre�lenia swoisto�ci amplifikacji
(20, 23).

Reasumuj¹c, zastosowanie metody Real-time PCR
opartej na fluorescencji barwnika SYBR Green I emi-
tuj¹cego �wiat³o w przypadku interkalacji z dwunicio-
wym DNA do wykrywania genów zlokalizowanych
w DNA plazmidów pXO1 i pXO2 oraz specyficznej
sekwencji chromosomalnej rpoB pozwoli³o na wykry-
cie wszystkich badanych genów na podstawie obser-
wacji krzywych amplifikacji. Wykazano, ¿e testy Real-
-time PCR charakteryzowa³y siê wysok¹ czu³o�ci¹
i specyficzno�ci¹. Swoisto�æ testów potwierdzono

Obja�nienia: + wynik dodatni; (+) wynik dodatni (Ct > 30);
� wynik ujemny

Tab. 2. Ocena specyficzno�ci reakcji Real-time z zastosowa-
niem starterów rpoB, PA, Cap-C

ypezczS Bopr AP C-paC

sicarhtnasullicaB 4SB + + +

sicarhtnasullicaB 74/1.a.B + + +

sicarhtnasullicaB 74/3.a.B + + +

sicarhtnasullicaB 39/51.a.B + + +

sicarhtnasullicaB 69/61.a.B + + +

suerecsullicaB 87711CTTA )+( � �

suerecsullicaB 0741 )+( � �

silitbussullicaB 3366CTTA � � �

siverbsullicaB 4111 � � �

muiretagemsullicaB 4351 � � �

sueruasuccocolyhpatS 8356CCTA � � �

senegotyconomairetsiL 4467CCTA � � �

adicotlumalleruetsaP 4041M � � �

ilocaihcirehcsE 22952CCTA � � �

muirumihpytallenomlaS 82041CCTA � � �

eainomuenpalleisbelK 38831CCTA � � �
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okre�laj¹c temperatury topnienia produktów PCR.
Czu³o�æ i liniowo�æ reakcji okre�lono korzystaj¹c ze
wspó³czynnika regresji (23).

W celu pe³nego wykorzystania zalet metody Real-
-time PCR do identyfikacji laseczek B. anthracis do
dalszych badañ zostan¹ u¿yte sondy typu TaqMan.
Wykorzystanie znakowanych fluorescencyjnie sond
mo¿e dodatkowo wp³yn¹æ na zwiêkszenie czu³o�ci
i specyficzno�ci metody (7, 22).
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