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WPROWADZENIE MATERIALY | METODY

Badanie objeto 50 szczepow klinicznych S. cerevisiae wyizolowanych od pacjentow Kliniki
Chorob Wewnetrznych, Hematologii i Onkologii oraz Kliniki Chirurgii Ogolnej, Transplantacyjnej
I Watroby SPCSK WUM. Do analizy wigczono tez 8 szczepow typowych: 4 szczepy
laboratoryjne (S288c, BY4741 1,BY4741 2, W303), 1 szczep winiarski (Lalvin 71B) i 3 szczepy
probiotyczne, z ktérych dwa wyizolowano bezposrednio z preparatow handlowych (Enterol 250,
Biocodex; Floralis entero, Bellis Pharma), ajeden pochodzit z kolekcji kultur (ATCC MYA-797).

Unieruchomiony w Dbloczkach agarozowych DNA chromosomowy drozdzy rozdzielano
technikg PFGE w aparacie CHEF Mapper XA (Bio-Rad). Dystans genetyczny szacowano za
pomocg wspotczynnika korelacji Dice'a, a dendrogramy konstruowano stosujgc algorytm
klasteryzacji metodg srednich potgczen (UPGMA) w programie PAST wer. 3.26 (dyvind
Hammer). Do analizy polimorfizmow mikrosatelitarnych zastosowano amplifikacje PCR
w siedmiu loci (YKL172w, YKRO72c, YKL139w, YLR177w, YDR289c, YMRO57c i region
miedzygenowy YLR346c¢c-YLR347c), a otrzymane produkty PCR rozdzielano metodg
elektroforezy kapilarnej w systemie QIAxcel Advanced (QIAGEN) z wykorzystaniem zestawu
QIAxcel High Resolution QX DNA. Okreslano liczbe SSR w danym locus, a wyniki porownywano
miedzy szczepami. Mape cieplng wizualizujgcg roznice w liczbie SSR oraz wynikajgcg z nich
kKlasteryzacje szczepow wygenerowano stosujgc wspotczynnik odlegtosci euklidesowej
| hierarchicznego klastrowania metoda sredniej grupowe;j (http://heatmapper.ca/).
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Jednym 2z najczescie] stosowanych drobnoustrojow probiotycznych sg drozdze
Saccharomyces cerevisiae var. boulardii (Sb). lch prawdopodobny mechanizm probio-
tyczny opiera sie na ograniczaniu adhezji patogendw, wychwycie i neutralizacji
wydzielanych przez bakterie chorobotworcze toksyn oraz indukcji odpowiedzi
humoralnej. Doktadna rola Sb w réznych kontekstach klinicznych nie zostata jeszcze
poznana, a bezpieczenstwo ich stosowania jest dyskusyjne z uwagi na obserwowany
w ostatnich latach wzrost liczby przypadkow fungemii wsrdd pacjentow z uposledzong
odpornoscig suplementowanych preparatami zawierajgcymi Sb.

CEL BADANIA

Przedmiotem badan byta ocena zréznicowania genetycznego szczepow klinicznych
S. cerevisiae metodg kariotypowania | oznaczania liczby powtorzen krotkich sekwencii
(SSR, Short Sequence Repeats) zawartych w regionach mikrosatelitarnych. Ustalono
odlegtosci genetyczne miedzy szczepami klinicznymi a szczepami referencyjnymi Sb
pochodzgcymi z kolekcji kultur i komercyjnie dostepnych preparatow probiotycznych.

WYNIKI

PFGE. Wszystkie badane szczepy tworzyty 6 klastrow (A-F, 1-29 szczepow w klastrze) i nalezaty do dwoch linii filogenetycznych F i F 11 (7 vs. 31 szczepow). Klaster E obejmujgcy wiekszosc¢
(26/30; 87%) szczepodw klinicznych witgczat tez wszystkie badane szczepy typowe Sb (Rys. 1).

SSR. Wykazano polimorfizm wszystkich badanych loci. W obrebie locus identyfikowano 3-9 alleli. Bazujgc na wynikach testu powtarzalnosci wykonanego w oparciu o szczep referencyjny
S288c, przyjeto, ze 2 szczepy sg rozne, jeslitgczna roznica w liczbie powtorzen we wszystkich badanych loci wynosi 6 lub wiecej. Wszystkie szczepy kliniczne lokowaty sie w 4 klastrach (2—30
szczepow w klastrze) nalezacych do dwoch linii filogenetycznych (F |i F [I). Wiekszos¢ (26/30; 87%) szczepow klinicznych, a takze probiotyczne szczepy typowe, reprezentowato linie F I
(klaster D) (Rys. 2).
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Rys. 1. Zr6znicowanie profili elektroforetycznych chromosomoéw 30 szczepdow klinicznych (kolor
czarny), 3 probiotycznych (kolor niebieski), 4 laboratoryjnych (kolor zielony) i 1 winiarskiego (kolor
fioletowy) S. cerevisiae. Dystans genetyczny szacowano za pomocg wspoétczynnika korelacji Dice'a, a
dendrogramy konstruowano stosujgc algorytm klasteryzacji metodg srednich potgczen (UPGMA)
(wspotczynnik korelacji kofenetycznej=0,9945).

Lalvin 71B

Rys. 2. Mapa cieplna wizualizujgcg roznice w liczbie SSR oraz klasteryzacje szczepow klinicznych (kolor czarny),
probiotycznych (kolor niebieski), laboratoryjnych (kolor zielony) i winiarskiego (kolor fioletowy) S. cerevisiae
wygenerowana przy zastosowaniu wspotczynnika odlegtosci euklidesowej i hierarchicznego klastrowania metodg
sredniej grupowej.

Genotypowanie 38 szczepow S. cerevisiae pozwolito wyréznic¢ pie¢ (PFGE) lub cztery
(SSR) grupy genetyczne. Obie metody zgodnie oddzielity 4 (G1451, G1452, G4756.1,
G4701.2) od pozostalych 26 szczepow klinicznych. Te 4 szczepy sklasyfikowano do
odrebnej linii filogenetycznej obejmujacej rowniez szczepy laboratoryjne przy
zastosowaniu metody typowania mikrosatelitarnego. Kariotypowanie PFGE wydzielito
jedynie dwa z nich (G1451, G1452). Obie metody zgodnie przypisaty wiekszosc (28/30,
93% PFGE vs. 26/30, 87% SSR) szczepdéw klinicznych do tej samej linii ewolucyjnej, co
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