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Application of the real-time PCR method with the intercalating dye SYBR Green |
for the detection of genes located on plasmids pX01 and pX02 as well as
the specific chromosomal rpoB sequence of Bacillus anthracis strains

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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Waglik jest choroba zakazna wywotywana przez
laseczke waglika Bacillus anthracis, przebiegajaca
zazwyczaj pod postacia posocznicy. Charakterystycz—
nymi zmianami po$miertnymi sa: obrzek §ledziony
oraz surowiczo-krwotoczne nacieki w tkance tacznej
podskornej. Choroba wystgpuje najczgsciej u zwierzat
roslinozernych, rzadziej u wszystkozernych 1 migso-
zernych oraz u ludzi. U czlowieka, w zaleznos$ci od
drogi zakazenia, waglik moze przebiega¢ w trzech
postaciach: skornej, ptucnej oraz jelitowej (4, 6, 21,
24).

Mimo nielicznych przypadkow waglika, notowa-
nych w ostatnich dziesigcioleciach, za celowoscia ba-
dan nad tym drobnoustrojem przemawia mozliwos¢
niekontrolowanego importu surowcéw 1 produktéw

pochodzenia zwierzgcego z terenow, gdzie waglik
wystepuje nadal enzootycznie, jak na przyktad w nie-
ktorych krajach Azji i Afryki (24). Rowniez state wy-
mienianie laseczki waglika na pierwszym miejscu
w wykazie czynnikdéw broni biologicznej i coraz bar-
dziej niepokojaco sygnalizowany bioterroryzm wska-
zuja na konieczno$¢ doktadnego zaznajomienia si¢
z metodami diagnostycznymi tej jednostki chorobowe;.

»Ztotym standardem” w identyfikacji B. anthracis
jest badanie hodowlane. Diagnostyka laboratoryjna
B. anthracis oparta na ocenie morfologii kolonii, wtas-
ciwosciach fizjologicznych oraz biochemicznych jest
czasochtonna i wymaga specjalistycznych testow.

B. anthracis jest blisko spokrewniony z kilkoma
gatunkami laseczek wystepujacymi w srodowisku, ta-
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kimi jak: B. cereus, B. mycoides 1 B. thuringiensis (2,
5). Ze wzgledu na duze podobienstwo genetyczne tych
gatunk(')w niektérzy badacze uwazaj a, Ze s3 one od-
mianami lub podgatunkami B. cereus i nie zawsze jest
fatwe odrdznienie ich przy uzyciu konwencjonalnych
metod diagnostycznych (8, 10, 18).

Wraz z rozwojem metod biolo gii molekularnej opra-
cowano czule i swoiste testy, ktore znajduja coraz szer-
sze zastosowanie w identyfikacji laseczek B. anthra-
cis. Podstawowa metoda stosowana w diagnostyce
B. anthracis jest PCR. Metoda ta pozwala na selek-
tywna amplifikacj¢ wybranych fragmentow DNA (15).
Dzigki swoistym starterom mozliwe jest wykrycie ge-
néw B. anthracis zlokalizowanych w DNA plazmidu
pXOl, tj. genu pag, genu lef oraz genu cya kodujace-
go czynnik obrzgku EF (edema factor) (1, 3, 11, 13,
16,25,27). W drugim plazmidzie pXO2 zlokalizowa-
ne sg natomiast sekwencje genu cap (A, B 1 C), odpo-
wiedzialnego za wytwarzanie otoczki (12, 25, 26).
Stwierdzenie u B. anthracis obecnosci wspomnianych
dwu plazmidow $§wiadczy o wirulencji badanego szcze-
pu, co ma warto$¢ diagnostyczna (5, 9, 17).

Konwencjonalne testy PCR nie zostaty powszech-
nie wdrozone w laboratoriach w zwiazku z czasochton-
na 1 pracochtonng procedura obejmujaca przygotowa-
nie probki, amplifikacje i potwierdzenie produktu.
Zastosowanie Real-time PCR pozwolilo na zwigksze-
nie czuto$ci, skutecznos$ci metody oraz na skrocenie
czasu oczekiwania na wynik. Real-time PCR umozli-
wia monitorowanie ilo$ci produktu w kazdym cyklu
prowadzonej reakcji, dzigki czemu cata procedura ana-
lizy jest szybka. W metodzie tej amplifikacja kwasoéw
nukleinowych 1 detekcja produktu dokonywana jest
w tej samej, zamknigtej probdwce, zmniejsza to ry-
zyko kontaminacji probki (7). W miarg przyrastania
ilosci kopii amplifikowanego produktu zwigksza sig
w czasie rzeczywistym fluorescencja probki. Pomiar
fluorescencji w trakcie trwania reakcji PCR pozwala
na oszacowanie ilosci kopii amplifikowanego fragmen-
tu DNA. Do uzyskania sygnatu fluorescencji moga by¢
wykorzystywane barwniki interkalujace, ktore emitu-
ja $wiatto o okreslonej dtugosci po zwiazaniu z dwu-
niciowym DNA, jak SYBR Green I (niespecyficzne
wykrywanie produktu). Drugim wariantem techniki
Real-time PCR, ktory pozwala na specyficzne wykry-
wanie produktu z wykorzystaniem zjawiska transferu
energii rezonansu fluorescencji, jest zasto-
sowanie hybrydyzujacych sond np. typu Tag-
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Materiat i metody

Szczepy bakteryjne. Badania przeprowadzono przy uzy-
ciu szczepionkowego szczepu B. anthracis (BS4). Do oce-
ny swoistosci testow wykorzystano cztery szczepy tereno-
we (B.a.1/47, B.a.3/47, B.a.15/93, B.a.16/96), izolaty in-
nych gatunkow 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 1 B. mega-
terium 1534. Dodatkowo do doswiadczenia wlaczono szcze-
py innych gatunkow drobnoustrojow: 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 uzyte
do badan pochodzily z kolekcji drobnoustrojow Zaktadu
Mikrobiologii PIWet-PIB. Z kolekcji tej otrzymano row-
niez szczepy referencyjne innych gatunkow bakterii. Nato-
miast szczep P. multocida M1404 pochodzit z National
Animal Disease Centre, Ames, lowa, USA.

Izolacja DNA. Kazdy szczep posiewano na 1 ml pod-
toza TSB (bioMérieux). Posiewy inkubowano 18 godz.
w temperaturze 37°C. Hodowlg bakteryjna wirowano przez
10 min. przy 7500 obr./min. Supernatant usuwano, a osadu
uzywano do izolacji DNA przy uzyciu zestawu Genomic
Mini (zestaw do izolacji DNA z bakterii, hodowli komor-
kowych i tkanek statych) firmy A&A Biotechnology, Gdy-
nia, Polska. Osad z kazdej probki zawieszano w 100 pl
buforu Tris. Probki poddawano wstepnej inkubacji z do-
datkiem 10 pl mutanolizyny (Sigma) — 1 mg/ml przez
10 min. w temp. 37°C. Dalej postepowano wg protokotu
podanego przez producenta.

Koncentracje otrzymanego DNA okreslano spektrofo-
tometrycznie przy uzyciu GeneQuant pro RNA/DNA Cal-
culator, GE Healthcare - Amersham Biosciences.

Startery. W oparciu o dane z piSmiennictwa wybrano
sekwencje starterow do amplifikacji (5). Charakterystyke
starteréw do reakcji przedstawiono w tabeli 1. Startery zsyn-
tetyzowano w Pracowni Sekwencjonowania DNA IBB
PAN.

Real-time PCR. Reakcje prowadzono w probdéwkach
optycznych MicroAmp Optical Tube zamykanych wiecz-
kami optycznymi Optical Caps (Applied Biosystems). W ba-
daniach zastosowano zestaw QuantiTect SYBR Green PCR
Kit (Qiagen), bedacy mieszanina polimerazy HotStarTaq,
buforu QuantiTect SYBR Green PCR, dNTP, 5 mM MgCl,
oraz barwnikow SYBR Green I (barwnik interkalujacy)
1 ROX (barwnik referencyjny).

Tab. 1. Charakterystyka starterow uzytych do Real-time PCR

Man (14, 22). : Wielkosé .
Celem prezentowanych badan bylo zasto- L) UL produktu | Kencentracia

sowanie metody Real-time PCR, opartej na tpoB-S | CCACCAACGTACAAAATGCC

fluorescencji barwnika SYBR Green I emi- | rpoB 175 pz 0,1 M

tujacego $wiatto w przypadku zwiazania rpoB-R | AARTTTCACCAGTTTCTGGATCT

z dwuniciowym DNA, do wykrywania ge- \ PA-S | CRGATCAAGTATATBGGAATATAGCAR |SEC RS 05 U

néw zlokalizowanych w DNA plazmidow pag PA-R | CCGGTTTAGTCGTTTCTAATGGAT ’ o

pXO1 (gen pag) i pXO2 (gen cap-C) oraz Cap-S | ACGTATGGTGTTTCAAGATTCATG

specyficznej sekwencji chromosomalnej | Cap-C 291 pz 1,0 M

rpoB szczepow B. anthracis (5, 19). Cap-R | ATTTTCGTCTCATTCTACCTCACC
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Reakcje Real-time PCR z uzyciem primeréw
rpo-S i rpo-R, w celu wykrycia obecnosci sek-
wencji chromosomalnej rpoB, wykonano w 25 pl
mieszaniny reakcyjnej zawierajacej 500 ng DNA
oraz 0,1 uM kazdego primera.

Amplifikacjg z zastosowaniem starterow PA-S
1 PA-R przeprowadzono w objgtosci 25 pl mie-
szaniny reakcyjnej zawierajacej 500 ng DNA
oraz 0,5 uM kazdego primera.

Kolejny test oparty na wykryciu genu cap-C
kodujacego otoczke przeprowadzono w obj¢tos-
ci 25 pl mieszaniny reakcyjnej, ktora zawierata
500 ng DNA oraz 1 uM primery cap-S i cap-R.

Zakres czutosci i liniowosci reakcji oznaczo-
no poddajac amplifikacji szereg 10-krotnych
rozcienczen DNA uzyskanego ze szczepu BS4
o koncentracji wyjsciowej 500 ng/reakcje.

Reakcje Real-time PCR prowadzono w apa-
racie Mx3005P" (Stratagene) z oprogramowa-
niem MxPro — Mx3005P v3.20. We wstgpnym
etapie probowki reakcyjne inkubowano przez 10
min. w 95°C w celu aktywacji polimerazy Hot-
StarTaq 1 wstgpnej denaturacji matrycy DNA.
Wiasciwa amplifikacja obejmowata 40 cykli de-
naturacji, hybrydyzacji i wydtuzania starterow
(30 sek./95°C, 60 sek./55°C, 90 sek./72°C), po
czym probki poddawano 1 min. inkubacji w tem-
peraturze 95°C. Pomiar fluorescencji mieszani-
ny reakcyjnej wykonywano na etapie wydtuza-
nia starterow. Nastgpnie, w celu potwierdzenia
swoistosci amplifikacji, okreslano temperature
topnienia produktow PCR poprzez stopniowe
podnoszenie temperatury mieszaniny reakcyjnej
7 55°C do 95°C i ciagly pomiar fluorescencji.

Wyniki i omoéwienie

Spektrofotometrycznie okreslano koncen-
tracj¢ matrycowego DNA, ktora wynosila
okoto 100 ng/pul.

W pierwszym etapie pracy wykonywano
test Real-time PCR na obecno$¢ sekwencji
chromosomalnej rpoB. Uzyskane warto$ci
Ct wahaty si¢ w granicach od 16,37 do 36,08.
Swoistos¢ amplifikacji potwierdzono okre-
slajac temperaturg topnienia produktu PCR.
Wykazano, ze temperatura topnienia pro-
duktow syntetyzowanych w reakcji wynosi-
ta 78°C.

Na podstawie obserwacji krzywych am-
plifikacji w reakcji polimeryzacji tancucho-
wej z zastosowaniem starterow PA-S 1 PA-R
stwierdzono obecno$¢ badanego genu pag
zlokalizowanego w DNA plazmidu pXO1.
Uzyskane wartosci Ct wahaly si¢ w grani-
cach 21,53-37,45. Swoistos$¢ amplifikacji
potwierdzono okreslajac temperaturg topnie-
nia produktu PCR. Wykazano, ze tempera-
tura topnienia produktéw syntetyzowanych
w reakcji wynosita 79°C.
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Ryec. 1. Oznaczanie czulo$ci reakcji Real-time PCR z zastosowaniem barw-
nika SYBR Green 1. Krzywe wzrostu fluorescencji w poddanych ampli-
fikacji probkach rozcienczen dziesigtnych DNA ze szczepu Bacillus
anthracis BS4 z zastosowaniem starteréw: a) rpoB-S i rpoB-R; b) PA-S
i PA-R; ¢) cap-Si cap-R
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W przypadku wykrycia genu cap-C B. anthracis
zlokalizowanego w DNA plazmidu pXO2 uzyskane
wartosci Ct wynosity 20,04-32,8. Specyficzne produkty
amplifikacji dysoqujat w temperaturze 76°C.

Oznaczono rowniez czuto$¢ reakcji Real-time PCR.
Jak wida¢ na ryc. la, czulo$¢ testu z zastosowaniem
starterow rpoB-S 1 rpoB-R okre$lono wyrazajac ja jako
lo$¢ wykrywanego DNA na przeprowadzona reakcje
na poziomie 500 fg/reakeje. Dla amplifikacji rozcieni-
czen matrycy zawierajacych od 500 ng do 500 fg DNA
wykazano wysoki wspotczynnik regresji wynoszacy
0,993.

Czulo$¢ reakcji z zastosowaniem primeréw PA-S
i PA-R okreslono na poziomie 5 pg/reakcje (ryc. 1b).
Wspoiczynnlk regresji 0,997 wskazuje na wysoki sto-
pien liniowosci reakcji.

W przypadku zastosowania starterow cap-S i cap-R
wykazano, ze czutos¢ wynosita 50 pg/reakejg (ryc. 1c).
Wspotezynnik regresji okreslaj acy zalezno$¢ migdzy
iloscia DNA w ng wyrazona w skali logarytmiczne;j
1 wartoscia Ct wynosit 0,996.

W celu wykazania specyficzno$ci reakcji Real-time
PCR poddano badaniu ta metoda materiat genetyczny
uzyskany ze szczepu B. anthracis BS4, 4 szczepdw
terenowych B. anthracis oraz DNA innych gatunkow
drobnoustrojow: Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Listeria monocytogenes ATCC 7644, Pasteurella
multocida M 1404, Escherichia coli ATCC 25922,
Salmonella typhimurium ATCC 14028 1 Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883. Wymienione gatunki moga
powodowac stany chorobowe, w tym procesy o cha-
rakterze posocznicowym. W tabeli 2 przedstawiono
zestawienie wynikow specyficznosci reakcji PCR po-
zwalajacej na wykrycie genu pag, genu cap-C oraz
stwierdzenia obecnos$ci sekwencji chromosomalne;j
rpoB.

Jak wynika z danych przedstawionych w tabeli 2,
ocena specyficznos$ci testu pozwalajaca na stw1erdze-
nie obecnosci sekwencji chromosomalnej rpoB wy-
kazata, ze w tescie PCR uzyskano produkty specyficz-
ne dla B. anthracis oraz 2 szczepdw B. cereus. Dzieje
si¢ tak z powodu bliskiego pokrewienstwa genetycz-
nego tych gatunkow (2). Jednakze w przypadku szcze-
pow B. cereus uzyskane wartosci Ct wynosily wigcej
niz 30. Rowniez Ellerbrok 1 wsp. (5) wykazali obec-
no$¢ sekwencji chromosomalnej u czterech sposrod
pigciu badanych szczepdéw B. cereus. Dla B. cereus
warto$ci Ct zaobserwowali 10 cykli p6zniej niz w przy-
padku B. anthracis, chociaz probki zawieraly porow-
nywalng liczbe bakterii. W pracy wtasnej, podobnie
jak w badaniach przeprowadzonych przez Bode i wsp.
(2) u izolatow innych gatunkow drobnoustrojow nie
stwierdzono obecnos$ci sekwencji chromosomalne;
rpoB.

W przypadku zastosowania zestawOw starterow
swoistych dla genu pag oraz genu cap-C wykazano
duza specyficzno$¢ reakcji. Uzyskano produkty spe-
cyficzne dla B. anthracis. U izolatdw rdéznych gatun-
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Tab. 2. Ocena specyficznoS$ci reakcji Real-time z zastosowa-
niem starteréw rpoB, PA, Cap-C

Szczepy rpoB PA Cap-C
Bacillus anthracis BS4 + + +
Bacillus anthracis B.a. 1/47 + + +
Bacillus anthracis B.a. 3/47 + + +
Bacillus anthracis B.a. 15/93 + + +
Bacillus anthracis B.a. 16/96 + + +
Bacillus cereus ATTC 11778 (+) - -
Bacillus cereus 1470 (+) - -
Bacillus subtilis ATTC 6633 = = =
Bacillus brevis 1114 - - -

Bacillus megaterium 1534 - - -
Staphylococcus aureus ATCC 6538 - - -
Listeria monocytogenes ATCC 7644 - - -
Pasteurella multocida M1404 = - -
Escherichia coli ATCC 25922 - - -
Salmonella typhimurium ATCC 14028 = - -
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 - - -

Objasnienia: + wynik dodatni; (+) wynik dodatni (Ct > 30);
—wynik ujemny

kéw z rodzaju Bacillus oraz szczepdw szesciu innych
drobnoustrojow nie stwierdzono obecnosci produktow
reakcji PCR. Takze Ellerbrok i wsp. (5), badajac szcze-
py B. anthracis 1 innych gatunkéw z rodzaju Bacillus,
wykazali 100% specyficznos¢ reakc;ji.

Przedstawiona metoda Real-time PCR pozwala na
oceng ilodci produktu w trakcie trwania reakeji PCR,
skraca czas 1dentyﬁkaql oraz ogranicza do minimum
ryzyko zanieczyszczenia probek. W celu oznaczenia
poczatkowej liczby kopii badanej sekwencji wyzna-
cza si¢ warto$¢ progowa fluorescencji Ct (threshold
cycle). Im wiqcej kopii matrycy w badane;j pr(’)bce bylto
W momencie rozpoczgeia reakeji, tym mniej cykli re-
akcji PCR potrzeba, aby poziom fluorescencji pocho-
dzacy z powstajacych produktéw przekroczyt wartos¢
Ct. Zastosowanie barwnika SYBR Green I sprawia,
ze rdwniez nieswoiste produkty amplifikacji (np. di-
mery starterow PCR) sa zrodtem fluorescencji. Z tego
powodu konieczna jest analiza krzywych topnienia
produktow w celu okreslenia swoistosci amplifikacji
(20, 23).

Reasumujac, zastosowanie metody Real-time PCR
opartej na fluorescencji barwnika SYBR Green I emi-
tujacego swiatto w przypadku interkalacji z dwunicio-
wym DNA do wykrywania genéw zlokalizowanych
w DNA plazmidow pXO1 1 pXO2 oraz specyficznej
sekwencji chromosomalnej rpoB pozwolito na wykry-
cie wszystkich badanych gendéw na podstawie obser-
wacji krzywych amplifikacji. Wykazano, Ze testy Real-
-time PCR charakteryzowaty si¢ wysoka czutoscia
1 specyficznoscia. Swoistos¢ testow potwierdzono
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okreslajac temperatury topnienia produktéw PCR.
Czutos¢ 1 liniowo$¢ reakcji okreslono korzystajac ze
wspolczynnika regresji (23).

W celu petnego wykorzystania zalet metody Real-
-time PCR do identyfikacji laseczek B. anthracis do
dalszych badan zostana uzyte sondy typu TaqMan.
Wykorzystanie znakowanych fluorescencyjnie sond
moze dodatkowo wptyna¢ na zwigkszenie czuto$ci
1 specyficznosci metody (7, 22).
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