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Streszczenie

Szerokie zastosowanie bakterii kwasu mlekowego (LAB) w roznych gateziach przemystu spozywcze-
go, w biotechnologii i w medycynie powoduje, ze wlasciwa identyfikacja i ocena ich zréznicowania we-
wnatrzgatunkowego jest bardzo istotna. Dobor odpowiednich technik molekularnych analizy powinien
uwzglednia¢ duza doktadnos¢, powtarzalno$¢ i typowalno$¢ metody.

Celem pracy byla ocena mozliwosci réznicowania 12 szczepow Lactobacillus przy uzyciu metod po-
wszechnie stosowanych w laboratoriach: sekwencjonowania genu /6S rDNA, genu pheS oraz MALDI-
TOF MS. Na podstawie otrzymanych wynikow analiz stwierdzono, ze gen pheS w badanych szczepach
charakteryzowal si¢ wysokim poziomem homologii (98 %) i niska sita dyskryminacyjna. W dwoch nieza-
leznych analizach MALDI-TOF MS uzyskano taki sam wynik dla 10 szczepéw: siedmiu — L. brevis (DSM
6235, 102, 103, 489, 863, 975, 3/16/1), dwoch — L. plantarum (1178, 133) i jednego — L. curvatus 557. Po
przeprowadzeniu analizy sekwencjonowania genu /6S rDNA wyniki potwierdzity si¢ natomiast tylko
w odniesieniu do pigciu szczepow (DSM 6235, 3/16/1 i 489) z dwunastu przebadanych. Porownanie wy-
nikéw bylo podstawa do wnioskowania, ze dla wybranych szczepéw LAB najwigksza warto$¢ rdznicujaca
miata analiza bazujaca na sekwencjonowaniu genu /6S rDNA.

Stowa kluczowe: bakterie kwasu mlekowego, LAB, gen 16S rDNA, gen pheS, MALDI-TOF MS

Wprowadzenie

Bakterie kwasu mlekowego sg grupa drobnoustrojow o bardzo duzym znaczeniu
ckonomicznym z uwagi na ich szerokie zastosowanie w przemysle spozywczym (kul-
tury starterowe i kultury ochronne) oraz w medycynie i biotechnologii (probiotyki).
Zastosowanie odpowiednich technik umozliwiajacych precyzyjne, szybkie i jednocze-
$nie wydajne ekonomicznie analizy jest bardzo wazne i1 stanowi czgsto istot¢ zrozni-
cowania bakterii i w duzej mierze decyduje o uzyskanym wyniku. Najczesciej stoso-
wanymi metodami identyfikacji gatunkow LAB sa metody bazujace na genomice (765,
pheS, RAPD, rep-PCR, MLST, Real Time-PCR, DGGE/TGGE) i proteomice
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(MALDI-TOF MS, 2-DE) [1, 2, 3, 7, 11, 13, 14]. Dokonujac wyboru techniki identyfi-
kacji LAB, nalezy mie¢ na uwadze trzy kryteria: metoda musi charakteryzowac sig¢
wystarczajgco czutym potencjalem réznicujacym, powtarzalnoscig oraz typowalnos$cia,
czyli mozliwoscig zidentyfikowania na poziomie rodzaju, gatunku, a nawet szczepu.
Powinna by¢ réwniez szybka i ekonomicznie oplacalna [14]. Przy wyborze metod
zwigzanych z genami konserwatywnymi trzeba uwzglednia¢ takie czynniki, jak dtu-
o8¢ analizowanego odcinka genu oraz sita dyskryminujaca genu, jak réwniez to, ze
rozne geny moga dostarcza¢ innych wynikéw filogenetycznych przypisujacych szcze-
py do innego sasiedztwa. Przez wiele lat analiza sekwencji genu /6S rDNA byla refe-
rencyjnym wyznacznikiem w okreslaniu filogenetycznego pokrewienstwa bakterii
LAB. Stwierdzono jednak, ze w przypadku blisko spokrewnionych gatunkow LAB
metoda ta ma zbyt mala rozdzielczosc¢, a gen kodujacy podjednostke /65 rRNA moze
wykazywa¢ niewielki stopien polimorfizmu. Ponadto wysoki stopien zrdéznicowania
fenotypowego 1 genotypowego oraz zawarto$¢ par zasad G+C w zakresie 32 + 54 %
moze nastrecza¢ problemow w ich identyfikacji [8]. Z tego powodu poszukiwano in-
nych gendéw konserwatywnych, ktére moglyby postuzy¢ jako wiarygodne narzedzie
roznicujace o duzej czutosci. Taki gen powinien charakteryzowaé si¢ powszechnoscia
wystepowania w genomie bakteryjnym i powinien zawiera¢ w sobie swoisty, zmienny
region, ktory pozwoli na jednoznaczne zréznicowanie gatunkow/podgatunkow [12].

Jedng z alternatyw sekwencjonowania genu /6S jest analiza genu pheS, kodujace-
go podjednostke a-syntazy fenyloalanylo-tRNA (Phe-tRNA). Analiza sekwencji genu
pheS uznawana jest za wiarygodng metode dyskryminujaca [4, 8, 10] i jest obecnie
powszechnie stosowanym narzgdziem do identyfikacji bakterii LAB.

Pomimo duzych mozliwosci analizy genoéw konserwatywnych taksonomia tego
rodzaju nie daje odpowiedzi na pytania dotyczace korelacji filogenetyki z wtasciwo-
sciami fizjologicznymi lub ekotypem [5]. Wprowadzane sg dodatkowe techniki chemo-
taksonomiczne, jak MALDI-TOF MS (ang. Matrix-Assisted Laser Desorp-
tion/lonization Time of Flight Mass Spectrometry), analizujace biatka rybosomalne.
W ostatnich latach nastapit rozwdj identyfikacji mikroorganizméw technika MALDI-
TOF MS, gtéwnie pochodzenia klinicznego, ale roéwniez wystepujacych w sektorze
spozywczym. Metoda polegajaca na analizie ,,odcisku palca” biatek rybosomalnych,
charakterystycznych dla danej rodziny, rodzaju, gatunku, a nawet dla poszczegdlnych
szczepow, umozliwia identyfikacje profili widm masowych badanych szczepow po-
przez porownanie ich z biblioteka zawierajacg referencyjne widma odniesienia.
W odréznieniu od technik genomowych, w ktorych analizowane sekwencje sa przy-
rownywane w ciggle rozbudowywane;j i aktualizowanej, §wiatowej bazie danych NCBI
BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool), w technice MALDI-TOF MS iden-
tyfikacja mikroorganizméw odbywa si¢ przy uzyciu wewnetrznych baz przynaleznych
do danego urzadzenia i ewentualnie rozbudowywanych o nowe profile widm maso-
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wych na potrzeby danego laboratorium. Ograniczenia w identyfikacji MALDI-TOF
MS blisko spokrewnionych gatunkow, jak w przypadku LAB, mogg wynika¢ z braku
referencyjnych widm masowych w bazie danych przynaleznej do aparatu, z bltedow
technicznych powstatych podczas przygotowania probki do analizy lub z roznych wa-
runkow hodowlanych, ktore mogg oddziatywac¢ na wynik analizy [1].Takie ogranicze-
nia moga stanowi¢ duza przeszkode we wilasciwej identyfikacji mikroorganizmow,
szczegblnie nowych, niewystepujacych w danej bazie danych.

Celem pracy byta ocena mozliwo$ci réznicowania 12 szczepow Lactobacillus
przy uzyciu metod powszechnie stosowanych w laboratoriach: sekwencjonowania
genu /65 rDNA, genu pheS oraz MALDI-TOF MS.

Material i metody badan

Badaniom poddano 12 szczepow Lactobacillus wyizolowanych z ZzywnoSci,
w tym jeden szczep pochodzacy z kolekcji DSMZ — tab. 1. Zgodnie z nowa nomenkla-
turg [15] bakterie kwasu mlekowego zreklasyfikowano na podstawie najnowszych
danych genetycznych i filogenetycznych.

Tabela 1. Taksonomia analizowanych szczepow LAB wedlug /65 rDNA i nowej nomenklatury
Table 1.  Taxonomy of analysed LAB strains according to /6S rDNA and new nomenclature
Szczep Zrédio / Source Identyfikacja wg 16S rDNA Nowa nomenklatura
Strain 16S rDNA identification New nomenclature
1178 Chleb / Bread Lactobacillus plantarum | Lactiplantibacillus plantarum
975 s pomld.or.owy Lactobacillus rhamnosus | Lacticaseibacillus rhamnosus
Tomato juice
863 Sok pomld.or.owy Lactobacillus plantarum | Lactiplantibacillus plantarum
Tomato juice
DSM 6235 Piwo / Beer Lactobacillus brevis Levitlactobacillus brevis
102 Piwo / Beer Lactobacillus backii Loigolactobacillus backii
103 Piwo / Beer Lactobacillus backii Loigolactobacillus backii
133 Probiotyk / Probiotic Lactobacillus rhamnosus | Lacticaseibacillus rhamnosus
3/16/1 Piwo / Beer Lactobacillus brevis Levitlactobacillus brevis
432 Sok z klszonych (.)gorkow Lactobacillus curvatus Latilactobacillus curvatus
Saurkraft juice
489 Piwo / Beer Lactobacillus brevis Levitlactobacillus brevis
557 Piwo / Beer Lactobacillus brevis Levitlactobacillus brevis
738 Piwo / Beer Lactobacillus rossiae Furfurilactobacillus rossiae

Bakterie kwasu mlekowego izolowano z produktow spozywczych zgodnie z pro-
cedurg PN-ISO 15214:2002 [9]. W zaleznosci od potrzeb LAB posiewano na pozywke
MRS agar (Lactobacillus Agar wedtug DeMan, Rogosa i Sharpe, Merck KGaA, Niem-
cy) lub do pozywki MRS bulion (Merck KGaA, Niemcy) i inkubowano w temp. 30 °C
przez 72 h w warunkach anaerobowych.
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Zastosowano trzy rodzaje analiz (sekwencjonowanie genu [16S, pheS oraz
MALDI-TOF MS) w celu porownania mozliwosci rdéznicujacych kazdej z metod.

Do izolacji DNA z 18-godzinnych hodowli ptynnych badanych szczepow uzywa-
no zestawu ExtractMe DNA Bacteria Kit (Blirt, Gdansk, Polska) zgodnie z instrukcja
producenta. Sekwencjonowanie genu /6S rDNA prowadzono z wykorzystaniem pri-
meréw 16SF: 5'-AGACTTTGATCCTGGCTCAG-3" i 16SR: 5-ACGGCTACCTTG
TTACGACT-3" amplifikujacych prawie catg sekwencje genu o dthugosci ok. 1500 bp.
Warunki przeprowadzonej reakcji opisano w pracy Buckiej-Kolendo i wsp. [3].

Analize genu pheS prowadzono z wykorzystaniem primeréw pheS-21-F: 5°-
CAYCCNGCHCGYGAYATGC-3’ i pheS-22-R: 5>-GGRTGRACCATVCCNGCHCC
-3” w warunkach podanych przez Nasera i wsp. [7].

Na podstawie wynikow sekwencjonowania genu /6S rDNA i pheS badanych
szczepow Lactobacillus przeprowadzano analizg filogenetyczng z zastosowaniem algo-
rytmu CLUSTAL W. Przy uzyciu programu MEGAX [6] dokonywano alignmentu
sekwencji 1 konstruowano na ich podstawie drzewa z wykorzystaniem analizy Neigh-
bor-Joining z odlegto$ciami obliczonymi metoda najwickszej wiarygodnosci. Odleglo-
$ci ewolucyjne obliczano przy uzyciu metody najwigkszej ztozonej wiarygodnosci.
Zostaty one podane w jednostkach liczby podstawien zasad przypadajacych na miej-
sce. Ostateczny zbior danych zawierat tacznie 1480 pozycji dla genu /6S DNA oraz
390 pozycji dla pheS. Roznorodnos¢ nukleotydow badanych sekwencji byta odpo-
wiednio na poziomie = 0,861 0,16.

Analiz¢ MALDI-TOF MS wykonywano przy uzyciu dwoch niezaleznych apara-
tow Biotyper (Bruker Daltonik GmbH, Niemcy), kazdy z wtasng baza danych. Do
badan stosowano 18-godzinne hodowle LAB w warunkach przedstawionych przez
Bucka-Kolendo i wsp. [3]. W obu przypadkach jako matryce stosowano HCCA
(a-cyano-4-hydroxycinnamic acid). Analiz¢ widm masowych przeprowadzona w pro-
gramie BioNumerics 7.6.3 (Applied Maths). Wykonano po trzy powtorzenia widm
wszystkich badanych szczepow.

Hierarchiczng analiz¢ skupien widm MALDI-TOF MS prowadzono na podstawie
macierzy podobienstw obliczonej z zastosowaniem wspolczynnika Pearsona. Profile
widm masowych tworzono w odniesieniu do ich sygnatéw i intensywnosci otrzyma-
nych pikdéw. Alignment i grupowanie prowadzono z tolerancjg liniowa 300 ppm i statg
tolerancja 0,5. Wyniki uzyskane technika MALDI-TOF MS poddano analizie wielo-
wymiarowego skalowania profili widm masowych (MDS — Multi Dimensional Sca-
ling), ktéra jest uwazana za alternatywe analizy czynnikowe;.

Wyniki i dyskusja

Na podstawie badan filogenetycznych, majacych na celu ustalenie wzajemnego
pokrewienstwa szczepow Lactobacillus, przeprowadzonych metodg analizy sekwencji
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genow 16S 1 pheS, wykazano, ze gen 16S mial wigkszy potencjal roznicujacy. Podo-
bienstwo analizowanych sekwencji genu /6S rDNA (rys. 1) bylo na poziomie 89 % dla
10 szczepow, homologia 2 szczepow (L. backii 103 1 L. brevis 557) stanowita mniej
niz 79 % w stosunku do pozostatych i zostaly one uj¢te w oddzielny klaster. Otrzyma-
na réznorodno$¢ nukleotydowa sekwencji byta na poziomie © = 0,86. Wyniki nie kore-
lowaty z wynikami identyfikacji bakterii bazujacej na sekwencjonowaniu genu /65

rDNA.
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Rys. 1. Drzewo filogenetyczne skonstruowane na podstawie analizy sekwencji geniu /6S rDNA przed-
stawiajace relacje pokrewienstwa badanych szczepow (suma dtugosci gatezi = 3,25666995)
Fig. 1.  Phylogenetic tree build on the basis of sequence analysis of the /65 rDNA gene and representing
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Drzewo filogenetyczne sekwencji genu pheS (rys. 2) podzielono na dwa klastry.
Jeden klaster zawierat 8 szczepow z homologiag na poziomie 90 + 98 %, a drugi — z 2
szczepami: 557 1 432, ktérych podobienstwo wynosito ponizej 90 %. W przypadku 2
szczepow: 102 i 103 nie udato sie¢ otrzymac sekwencji genu pheS. Roéznorodnos¢ nu-
kleotydowa m byta na poziomie 0,16. Uzyskane wyniki koreluja z wynikami identyfi-
kacji bakterii na podstawie sekwencji genu pheS, w ktorej 8 szczepdéw (DSM 6235,
1178, 975, 863, 738, 489, 133, 3/16/1) scharakteryzowano jako L. plantarum, a 2
szczepy (557 1432) —jako L. brevis.

Rys. 2.

Fig. 2.
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W celach porownawczych stopnia identyfikacji technikg MALDI-TOF MS z ana-
lizg sekwencji 165 rDNA i genu pheS wykonano dendrogram profili widm masowych
(rys. 3). Analize przeprowadzono metoda UPGMA. W analizie profili widm maso-
wych (MSP) wzgledng odleglto$¢ miedzy odksztatceniami przedstawia sie w jednost-
kach arbitralnych, gdzie 100 oznacza catkowite podobienstwo, a 0 oznacza minimalne
podobienstwo.
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Rys. 3. Dendrogram skupien widm MALDI-TOF MS badanych szczepéw LAB (barwy odpowiadaja
szczepom)

Fig. 3. Cluster dendrogram of MALDI-TOF MS spectra of LAB strains tested (colours represent
strains)

W wyniku rozmieszczenia badanych szczepoéw jako punktow w przestrzeni
n-wymiarowej zaobserwowano roztozenie podobienstw i rdznic pomig¢dzy badanymi
szczepami LAB (rys. 4). Roztozenie korelowato z hierarchiczng analizg skupien widm
masowych.
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Rys. 4. Analiza MDS. Skalowanie wielowymiarowe profili mas (MS) uzyskanych analiza MALDI-
TOF, okreslajace podobienstwa i réznice pomigdzy badanymi szczepami Lactobacillus

Fig. 4. MDS analysis. Multidimensional scaling of mass spectra (MS) profiles obtained using MALDI-
TOF analysis and showing similarities and differences between analysed Lactobacillus strains

W analizie klastrow zidentyfikowanych na podstawie sekwencji gendéw 165
rDNA i pheS zaobserwowano, ze gen pheS w badanych szczepach charakteryzowat si¢
wysokim stopniem konserwatywnosci i niskim potencjatem rdéznicujgcym. Analizg
sekwencji pheS dowiedziono, ze bakterie z rodzaju Lactobacillus maja duze pokre-
wienstwo tego genu, co moze wskazywac na niewielkie mozliwosci jego zastosowania
jako wiarygodnego i czulego narz¢dzia do réznicowania. Tylko w przypadku 3 szcze-
poéw w obu metodach uzyskano ten sam wynik identyfikacji (L. plantarum 1178, L.
plantarum 867 1 L. brevis 557). Spo$rod metod molekularnych analiza genu /65 rDNA
umozliwita uwidocznienie wigkszej roznorodnosci badanych szczepéw w porownaniu
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z analizg pheS (tab. 2), co potwierdzono rowniez w analizie réznorodnosci nukleoty-
dowej badanych sekwencji, w ktorej wspotczynnik n byt wyzszy dla genu 76S rDNA
(0,86) niz dla genu pheS (0,16). Po przeprowadzeniu analizy /6S r DNA zidentyfiko-
wano 4 szczepy L. brevis (DSM 6235, 557, 489, 3/16/1), po 2 szczepy L. plantarum
(1178, 863), L. rhamnosus (975, 115), L. backii (102, 103) i po jednym — L. curvatus
(432) 1 L. rossiae (738). W analizie genu pheS zrdznicowanie szczepdw bylo znacznie
mniejsze. Otrzymano 8 szczepdw L. plantarum (DSM 6235, 1178, 975, 863, 738, 489,
133, 3/16/1) 1 2 szczepy L. brevis (557, 432). W przypadku 2 szczepoéw scharaktery-
zowanych jako L. backii, w analizie 16S rDNA nie udato si¢ uzyskaé¢ sekwencji pheS.
Stwierdzono, ze badaniem sekwencji /6S rDNA uzyskuje si¢ wigksze mozliwosci r6z-
nicujace.

W identyfikacji metoda MALDI-TOF MS, w obu analizach, uzyskano taki sam
wynik dla 10 z 12 szczepow: 7 — L. brevis (DSM 6235, 102, 103, 489, 863, 975,
3/16/1), 2 — L. plantarum (1178, 133) i 1 — L. curvatus. W przypadku szczepoéw 432
1 738 otrzymano r6zng identyfikacje.

Identyfikacja wybranych bakterii kwasu mlekowego metodami molekularnymi
i porownanie ich z metoda MALDI-TOF MS doprowadzity do wniosku, ze wyniki
wszystkich metod pokrywaly si¢ tylko w przypadku jednego szczepu L. plantarum
1178. Dla poréwnania takg samg identyfikacje¢ z uzyciem genu /6S rDNA i MALDI-
TOF MS uzyskano dla 5 szczepoéw, w tym 3 szczepow L. brevis (DSM 6235, 3/16/1
1489), jednego szczepu L. plantarum 1178 1 szczepu F. rossiae 738, ale w przypadku
MALDI-TOF MS tylko z pierwszej analizy. W wyniku poréwnania metod z wykorzy-
staniem sekwencjonowania genu pheS i MALDI-TOF MS uzyskano taki sam wynik
(w obu metodach) w przypadku szczepéw 1178 i 133 i zidentyfikowano je jako L.
plantarum, a w przypadku pierwszej analizy MALDI-TOF MS scharakteryzowano
szczep 432 jako L. brevis.

Jak podaja Naser i wsp. [8], analiza r6znicowania blisko spokrewnionych bakterii
z rodzaju Lactobacillus na podstawie genu pheS stanowi wiarygodna, alternatywna
metode dla genu /65 TDNA. W badaniach wiasnych wykazano jednak, Zze identyfikacja
szczepow LAB z zastosowaniem sekwencjonowania genu pheS byla mato zréznicowa-
na, a w analizie poréwnawczej odnotowano wysoki poziom homologii tego genu
w badanych szczepach (98 %). Podobne wyniki uzyskali wczes$niej Naser i wsp. [7]
w badaniach nad identyfikacja bakterii z gatunku Enterococcus. Zaobserwowali oni, ze
gen pheS mial wysoki stopien homogeniczno$ci wérod badanych szczepow. Podobien-
stwo sekwencji genu pheS w szczepach Enterococcus wynosito 97 %, co wskazywato
na niskg moc dyskryminacyjng tego genu przy zastosowaniu do rdéznicowania we-
wnatrzgatunkowego. Sanches-Juanes i wsp. [10] stwierdzili, Zze identyfikacja bakterii
kwasu mlekowego z uzyciem genu pheS oraz metoda MALDI-TOF MS sg wiarygod-
nymi technikami identyfikacji tych bakterii 1 maja duzg site dyskryminacyjng. Obie
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Tabela 2.  Wyniki identyfikacji bakterii kwasu mlekowego z zastosowaniem metod sekwencjonowania
genu /6S rDNA, genu pheS i techniki MALDI-TOF MS
Table 2.  Identification results of lactic acid bacteria using /6S rDNA and pheS gene sequencing meth-
ods and MALDI-TOF MS technique
Szczep | Analiza /65 rDNA | Analiza genu pheS ﬁ?ﬁéﬁ%gﬁ ]ﬁéTegll;lgs[iss
Strain | /6S rDNA analysis | Gene pheS analysis I i
1178 Lactiplantibacillus | Lactiplantibacillus Lactiplantibacillus Lactiplantibacillus
plantarum plantarum plantarum plantarum
975 Lacticaseibacillus | Lactiplantibacillus Levitlactobacillus Levitlactobacillus
rhamnosus plantarum brevis brevis
363 Lactiplantibacillus | Lactiplantibacillus Levitlactobacillus Levitlactobacillus
plantarum plantarum brevis brevis
DSM Levitlactobacillus | Lactiplantibacillus Levitlactobacillus Levitlactobacillus
6235 brevis plantarum brevis brevis
Levitlactobacillus Levitlactobacillus Levitlactobacillus
102 . NR . .
backii brevis brevis
Levitlactobacillus Levitlactobacillus Levitlactobacillus
103 . NR . .
backii brevis brevis
133 Lacticaseibacillus | Lactiplantibacillus Lactiplantibacillus Lactiplantibacillus
rhamnosus plantarum plantarum plantarum
3/16/1 Levitlactobacillus | Lactiplantibacillus Levitlactobacillus Levitlactobacillus
brevis plantarum brevis brevis
432 Latilactobacillus Levitlactobacillus Levitlactobacillus Lacticaseibacillus
curvatus brevis brevis rhamnosus
489 Levitlactobacillus | Lactiplantibacillus Levitlactobacillus Levitlactobacillus
brevis plantarum brevis brevis
557 Levitlactobacillus Levitlactobacillus Latilactobacillus Latilactobacillus.
brevis brevis curvatus curvatus
738 Furfurilactobacillus | Lactiplantibacillus Furfurilactobacillus Levitlactobacillus
rossiae plantarum rossiae brevis

Objasnienie / Explanatory note:

NR — brak wynikow / no results.

techniki umozliwily autorom przypisanie bakterii do wlasciwego rodzaju i gatunku.
W przypadku badan wlasnych takie same wyniki otrzymano dla dwoch z 12 szczepow
zidentyfikowanych jako L. plantarum (1178, 133), z czego tylko jeden szczep 1178
zostal potwierdzony jako L. plantarum rowniez w analizie 16S rDNA oraz dla szczepu
432 w jednej analizie MALDI-TOF MS, w ktorej zostal on przypisany do L. brevis.
W identyfikacji bakterii metodg MALDI-TOF MS kluczowa jest zasobnos¢ bazy da-
nych urzadzenia w widma masowe, gdyz w duzej mierze od niej zalezy wlasciwe scha-
rakteryzowanie mikroorganizmu. Pordéwnanie wynikow identyfikacji przy uzyciu
dwoch urzadzen, ale zawierajacych rdzne biblioteki danych, dowodzi, ze w niektorych
przypadkach identyfikacja moze si¢ r6zni¢ (szczep 432, 738).
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Whioski

1.

(1]
(2]

(3]

[4]

(7]

Przy doborze metod réznicujgcych i identyfikujacych szczepy bakterii kwasu mle-
kowego stwierdzono, ze sekwencjonowanie genu /6S rDNA umozliwito wigksze
zroéznicowanie bakterii w porownaniu z analizg genu pheS, ktory charakteryzowat
si¢ wigckszg homologig, a przez to miat znacznie mniejszy potencjat roznicujacy.
Wartos¢ wspdtczynnika réznorodnosci nukleotydowej () sekwencji potwierdzita
wigkszg homologi¢ w obrgbie genu pheS w stosunku do genu 765 rDNA.

Analiza nukleotydowg badanych sekwencji nie wykazano korelacji z analizami
filogenetycznymi.

Stwierdzono, ze mozliwosci dyskryminacyjne MALDI-TOF MS sa porownywalne
do innych stosowanych procedur identyfikacyjnych. Metoda ta nadaje si¢ do ruty-
nowego stosowania dzigki szybkosci, precyzji i prostocie przygotowania probki.
Uznano, ze przy identyfikacji bakterii metoda MALDI-TOF MS duze znaczenie
miala biblioteka referencyjnych widm masowych, do ktérej analizowane szczepy
byly porownywane.
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COMPARISON OF LACTOBACILLUS IDENTIFICATION METHODS
Summary

Lactic acid bacteria (LAB) are widely used in various sectors of food industry, in biotechnology and in
medicine, therefore it is very important to properly identify them and to correctly assess their intra-species
differentiation. The selection of appropriate molecular analysis techniques should take into account the
high accuracy, repeatability and typability of the method.

The objective of the research study was to assess the possibility of differentiating 12 Lactobacillus
strains with the use of techniques commonly applied in laboratories: the sequencing of the /65 rDNA
gene, pheS gene and MALDI-TOF MS. Based on the analysis results obtained, it was found that in the
tested strains the pheS gene was characterised by a high level of homology (98 %) and a low discriminant
power. In the two independent MALDI-TOF MS analyses the same result was obtained for 10 strains:
seven — L. brevis (DSM 6235, 102, 103, 489, 863, 975, 3/16/1), two — L. plantarum (1178, 133) and one —
L. curvatus 557. After the performed sequencing analysis of the /6S rDNA gene the findings were con-
firmed only in the case of five (DSM 6235, 3/16/1 and 489) of the twelve strains tested. The comparison
of the results obtained made it possible to conclude that as for the selected LAB strains the highest differ-
entiating value had the analysis based on the sequencing of the /6S rDNA gene.

Key words: lactic acid bacteria, LAB, gene /6S rDNA, gene pheS, MALDI-TOF MS
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