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1. Wstep néw rocznie. Bezposrednie koszty wynikajace z zaka-
zen szpitalnych wynosza okolo 7 miliardéw dolaréw

Typowanie szczepdw bakterii w epidemiologii umoz-  rocznie [23, 99]. W krajach rozwijajacych si¢ odsetek
liwia wykrycie epidemii, ustalenie jej zrodta, sposobu  pacjentéw chorujacych w wyniku zakazen szpitalnych
transmisji i okreslenie obszaru na ktérym wystepuje. ~ wynosi 15,5%, co stanowi warto$¢ co najmniej dwu-
Narastajaca wirulencja i oporno$¢ szczepow bakterii  krotnie wyzsza niz w krajach UE [1]. Jednym z czyn-
na antybiotyki oraz $rodki dezynfekcyjne, jak i moz-  nikow etiologicznych zakazen szpitalnych jest paleczka
liwo$¢ modyfikacji bakterii w celach bioterrorystycz-  ropy blekitnej (Pseudomonas aeruginosa), ktéra posiada
nych powoduje, ze typowanie szczepow staje si¢ coraz  cechy pozwalajace jej przetrwaé w réznych srodowi-
wazniejszym badaniem we wspolczesnej mikrobiologii  skach. Zasiedla ona przewaznie wilgotne srodowiska,
[53]. Typowanie bakterii na poziomie szczepu szcze- w tym urzadzenia sanitarne oraz rurki intubacyjne
golnie pomocne jest w przypadku wykrywania zaka-  hospitalizowanych pacjentéw [27, 70]. W przypadku
zen i epidemii szpitalnych [88]. Wykrycie epidemii na  zakazen drég oddechowych u oséb chorych na muko-
oddziatach leczniczych moze okazal sie niemozliwe wiscydoze usuniecie jej jest praktycznie niemozliwe
przy stosowaniu rutynowej diagnostyki [43]. W Unii  [27]. Oporne na karbapenemy szczepy bakterii Pseu-
Europejskiej (UE) zakazenia w zaktadach opieki zdro-  domonas, Acinetobacter i Enterobacteriaceae odpowie-
wotnej sa bezposrednig przyczyng okolo 37 tysiecy zgo-  dzialne za wywolywanie zakazen szpitalnych zostaly
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uznane w 2017 roku przez Swiatowa Organizacje Zdro-
wia (WHO) jako te, dla ktérych potrzeba opracowania
nowych antybiotykéw jest najwigksza [100].

Do tej pory opisano wiele metod typowania bak-
terii. Techniki te r6znig sie od siebie gtéwnie nakltadem
pracy niezbednym do przeprowadzenia badania, kosz-
tem, stopniem trudnosci wykonania, umiejetnoscia
rozrézniania szczepdw bakterii (dyskryminacja) [35]
i prawidtowym zaklasyfikowaniem do jednego szczepu
bakteryjnego wszystkich epidemicznie powigzanych izo-
latéw odpowiedzialnych za znane ognisko epidemiczne
(Epidemiologic Concordance) [86]. Stwierdzono, ze
metody typowania bakterii uznaje si¢ za uzyteczne
w dochodzeniu epidemiologicznym, jezeli posiadaja
wystarczajaco duzg sile dyskryminacji i epidemiolo-
gicznej konkordancji, sg proste w uzyciu, pozwalaja na
typowanie wszystkich izolatéw, a uzyskane wyniki sa
powtarzalne wewnatrzlaboratoryjnie. Dobra metoda
powinna by¢ rowniez wystandaryzowana, aby mozna
bylo uznac jg za odtwarzalng w innych laboratoriach.
W przypadku typowania szczepdw bakterii uzywane sa
zaréwno metody fenotypowe, jak i genotypowe [29, 58].

Przedstawiona praca przegladowa omawia wybrane
metody typowania bakterii na podstawie najnowszych
danych z piSmiennictwa.

2. Metody fenotypowe

W diagnostyce epidemiologicznej stosowane sg
metody fenotypowe, ktore klasyfikujg bakterie na pod-
stawie cech fenotypowych mikroorganizméw. Do tych
metod zalicza si¢ biotypowanie, serotypowanie, typo-
wanie bakteriofagowe, ocena profili lekowrazliwosci
oraz metody analizy biafek [29].

W zwiazku z tym, ze mikroorganizmy maja zdol-
no$¢ do zmian ekspresji genéw w zaleznosci od $ro-
dowiska, dwa genetycznie identyczne organizmy moga
fenotypowo by¢ rozpoznawane jako rézne. Poza tym
istnieje mozliwos¢ powstania pojedynczych mutacji
punktowych, insercji lub delecji, wérod izolatow jed-
nego szczepu, co moze wplyna¢ na zmianeg fenotypu
[58]. Przyktadem moze by¢ szczep gronkowca zloci-
stego (Staphylococcus aureus) ludzko-specyticznego,
u ktoérego mutacja punktowa zmieniala jego tropizm
na kréliczo-specyficzny [92] lub mutacje insercyjne
w genie oprD, ktore spowodowaly brak wrazliwosci
bakterii P. aeruginosa na karbapenemy [98].

2.1. Biotypowanie

Biotypowanie polega na okresleniu biotypu lub
wariantu ekologicznego bakterii [59]. Termin wariant
ekologiczny uzywany jest w odniesieniu do biotypu,
ktory jest powigzany z danym gatunkiem zwierzecia
[20]. Biotypowanie bakterii polega na ich klasyfika-
¢ji na podstawie cech biochemicznych oraz na oce-
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nie typu wzrostu kolonii bakteryjnej [20, 59]. Koszt
wykonania biotypowania nie jest wysoki, a do wyko-
nania badan mozna wykorzysta¢ rozne testy automa-
tyczne (VITEK, Phoenix) lub manualne (API) systemy
oznaczania cech biochemicznych [16, 19, 61]. Istnieje
réwniez mozliwo$¢ oznaczenia biotypu za pomoca
prostych testow biochemicznych, w tym wytwarzania
H,S, produkcji DNaz oraz test na ureaze. Biotypowa-
nie nie wymaga konieczno$ci posiadania specjalistycz-
nego sprzetu oraz jest fatwe w przeprowadzeniu. Mimo
niskiego potencjatu roznicujacego metoda w niektorych
laboratoriach wcigz jest wykorzystywana ze wzgledu na
jej niewielki koszt [8]. Badania przeprowadzone przez
Minharro i wsp. [25] wykazaly przydatnos¢ taczenia
biotypowania z metodg genotypowa jednoczesnej
amplifikacji wielu loci o zréznicowanej liczbie tande-
mowych powtdrzen (Multiple-Locus Variable Num-
ber Tandem Repeat Analysis, MLVA). W badaniu za
pomocg biotypowania scharakteryzowano szczep Bru-
cella abortus MLVA16. Badania te przyczynily si¢ takze
do lepszego zrozumienia epidemiologii i transferu
szczepOw B. abortus w Brazylii.

2.2. Typowanie fagowe

Bakteriofagi sg wirusami, ktére moga powodowaé
lize bakterii. Wlasciwos¢ ta wykorzystano do opra-
cowania metody fenotypowej polegajacej na podziale
szczepow bakterii ze wzgledu na to, czy ulegaja one
lizie wywolanej przez specyficzne bakteriofagi [96].
Technika ta byla przez wiele lat metoda referencyjna,
wykorzystywang w badaniach epidemiologicznych
gronkowca ztocistego oraz paleczek salmonelli [2, 6].
Do fagotypowania uzywa si¢ sprawdzonych w bada-
niach epidemiologicznych zestawéw bakteriofagow
[6]. Sita dyskryminacji tej metody zalezy od doboru
zestawu fagoéw oraz badanych bakterii [96]. W badaniu
nie wykorzystuje si¢ drogiego specjalistycznego sprzetu,
co stanowi zalet¢ tej metody [5]. Natomiast metoda
wymaga doswiadczenia pracownikéw oraz pomocy
os$rodkoéw referencyjnych w celu utrzymania i unowo-
cze$niania systemu, co stanowi jej wade. Najnowsze
badania wykazaly, ze stare zestawy bakteriofagéw wyko-
rzystywane do badan epidemiologicznych moga dzis
juz nie dziala¢ w taki sam sposob jak dawniej. Wyka-
zano, ze DNA fagéw referencyjnych rekombinowalo
z DNA fagéw, ktdore wystepowaly naturalnie w badanych
szczepach bakterii, mogto to zmienic ich specyficzno$¢
wzgledem badanych szczepow [78]. Wykazano réwniez,
ze wykorzystanie tylko tej techniki moze by¢ niewy-
starczajace do zidentyfikowania szczepu i zrodla odpo-
wiedzialnego za epidemi¢. W Danii w latach 2007-2008
fagotypowanie wykorzystano do badan epidemiologicz-
nych paleczek Salmonella Typhimurium. W ciggu roku
stwierdzono 1300 nowych zakazen, jednak zastosowa-
nie tej metody nie przyczynilo si¢ do wykrycia zrodta
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zakazenia. Dokonanie pelnej identyfikacji epidemii
bylo mozliwe po zastosowaniu dwdch innych metod:
MLVA oraz elektroforezy w zmiennym polu elektrycz-
nym (Restriction Enzyme Analysis Pulse Field Gel
Electrophoresis, REA-PFGE) [5].

2.3. Analiza profili lekowrazliwosci

Jedna z fenotypowych metod typowania bakterii jest
badanie profilu opornosci na antybiotyki. Zalozono, ze
identyczne bakterie odpowiedzialne za powstawanie
epidemii charakteryzuja si¢ identyczng lub podobna
wrazliwoscia na antybiotyki. Metoda ta jest prosta oraz
tania ze wzgledu na rutynowo$¢ wykonywania antybio-
gramow [91]. Zaleta jest powszechne standaryzowanie
wykonywania testow wrazliwo$ci na antybiotyki [24].
Uzytecznos¢ tej metody zalezy od stabilnosci opor-
nosci na leki mikroorganizméw. Brak stabilno$ci moze
powodowa¢, ze wykorzystanie analizy profilu lekow-
razliwo$ci moze by¢ nieprzydatne nawet we wstepnym
roéznicowaniu szczepoéw bakterii [91]. Na podstawie
najnowszych badan wykazano brak korelacji pomiedzy
profilami opornosci a wynikami badan genotypowych
bakterii Lactobacillus [101], Listeria monocytogenes [41]
oraz Klebsiella pneumoniae [80], co moze wskazywac na
niewielkg przydatno$¢ tej metody w typowaniu szcze-
poéw. Sugeruje si¢ stosowanie analizy profili opornosci
w pofaczeniu z innymi technikami genotypowymi. [80].

Udowodniono, ze stosowanie analizy profilu leko-
wrazliwosci bakterii w polaczeniu z analiza bioinfor-
matyczng moze podnie$¢ efektywnos¢ wykrywania
epidemii. Badania programu statystycznego WHO-
NET-SaTScan (WS) wykazuja mozliwos$¢ weryfikacji
wystepowania epidemii szpitalnych na podstawie pro-
filu opornosci izolatéw i danych klinicznych. Metoda
wykorzystujaca program WS charakteryzuje si¢ wyzsza
czuloscig w wykrywaniu epidemii szpitalnych niz ruty-
nowe metody oparte na sumowaniu przypadkow izola-
¢ji réznych bakterii od pacjentéw w okreslonym czasie.
Dodatkowo wykorzystanie programu WS pozwala na
analize wystepowania epidemii w czasie rzeczywistym.
Przeprowadzenie takiego badania jest proste i malo
czasochlonne. Potencjal réznicujgcy w poréwnaniu do
metody referencyjnej REA-PFGE jest wciaz niski, dla-
tego sugeruje si¢ wykorzystanie tej techniki we wstep-
nym rozpoznawaniu epidemii szpitalnych [34, 84].

2.4. Metody analizy bialtek

Metody analizy bialek obecnie podzielono na metody
wykorzystujace elektroforeze oraz na nowe metody
identyfikujace bialka za pomocg spektroskopii masowe;.
Jedng z metod typowania opartych na rozdziale elektro-
foretycznym badajacych biatka jest MLEE (Multi-Locus
Enzyme Electrophoresis). Szczepy w metodzie MLEE
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réznicuje sie w oparciu o ruchliwo$¢ elektroforetyczng
izoenzymow komorkowych rozpuszczalnych w bufo-
rach wodnych. Ruchliwosci izoenzymoéw zalezy od ich
skltadu aminokwasowego oraz ulozenia przestrzennego.
Noénikami elektroforetycznymi sg zwykle zele skro-
biowe lub poliakryloamidowe. W celu uwidocznienia
badanych enzymoéw na zelu dokonuje si¢ jego reakcji
ze specyficznym dla niego zwigzkiem substratowym.
Uzyskane wzory izoenzyméw komorkowych sg charak-
terystyczne dla danego szczepu [10, 81].

Metoda ta jest wykorzystywana do analizy bak-
terii, grzybow i pierwotniakéw [10]. Sita dyskrymina-
cji techniki MLEE jest uznawana za wysoka, jednakze
jest nizsza niz metod molekularnych, takich jak MLST
i PFGE [37]. Technika ta byta wykorzystywana w typo-
waniu szczepow m.in. Mycobacterium tuberculosis lub
S. aureus [13, 26]. Nizsza sita réznicowania szczepow
moze by¢ spowodowana przez identyczng ruchliwosé
elektroforetyczng réznych wariantéw enzymow oraz
z powodu braku zmian w sekwencji aminokwasowej
enzymu w przypadku niewielkich substytucji w genach
je kodujacych [56].

2.5. Spektroskopia mas

Od pewnego czasu prowadzone sa badania nad
wykorzystaniem spektroskopii masowych (MS) do
typowania szczepow bakteryjnych. MS wykorzystuje sie
do identyfikacji bakterii z uzyciem aparatow MALDI-
-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption Ioniza-
tion — Time-of-Flight Mass Spectrometry). Przydatno$¢
tej metody do okreslenia szczepu bakterii byla przed-
miotem badan w ostatnich latach. Wyniki tych badan
wskazujg, Ze wykorzystanie aparatow MALDI-TOF-
-MS w przysztosci moze by¢ przydatne do typowania
szczepOw. Badanie przy uzyciu tego aparatu okreslono
jako proste, szybkie oraz tanie [77]. Za pomocg MALDI
TOF przeprowadzono retrospektywne badania izolo-
wanych od bydla bakterii Mannheimia haemolytica,
w ktdrych wykazano istnienie dwoch gtéwnych genoty-
péw, co byto zgodne z wynikiem uzyskanym na podsta-
wie sekwencjonowania calego genomu [55]. W innych
badaniach, w ktérych do typowania szczepéw Entero-
coccus faecalis uzyto metody ADSRRS (Amplification
of DNA Fragments Surrounding Rare Restriction Sites)
oraz MALDI-TOF MS wykazano, ze obydwie techniki
moga by¢ wykorzystywane do identyfikacji szczepdw
mikroorganizmdw [64]. Wyzsza sita dyskryminacji cha-
rakteryzowala si¢ technika MALDI-TOF MS. Zaobser-
wowano takze rdznice w podziale izolatow na szczepy
w zalezno$ci od zastosowanej metody. Wedlug autoréow
spowodowane bylo to przez réznice w metodologii.
W metodzie ADSRRS badane s3 polimorfizmy miejsc
restrykcyjnych, a w przypadku MALDI-TOF MS biatka
»housekeeping” [64].
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Najnowsze dane z pismiennictwa naukowego doty-
czgce narzedzi do analiz szczepdw wskazuja na mozli-
wosci wykorzystania w przysztosci tandemowych spek-
trometréw mas (MS/MS) o wysokiej rozdzielczosci do
analizy wielu tysiecy bialek w krétkim czasie (Shotgun
Proteomics). Do badan wykorzystuje sie¢ strawione
biatka wczesniej pozyskane z lizatéw komodrkowych.
Najnowsze analizatory MS/MS réznicuja biatka roz-
nigce si¢ nawet jednym aminokwasem [82]. Badania
bialek przy uzyciu nowoczesnych aparatow MS nazy-
wane s3 proteomikg nastepnej generacji [3]. Analizy
wykorzystujace spektrometr MS/MS mogga zostac prze-
prowadzone w ciggu jednego dnia [22]. Ocena przy-
datnosci tej metody w typowaniu bakterii jest obecnie
w trakcie badan. Pierwsza publikacja naukowa z wyko-
rzystaniem chromatografu cieczowego (MS/MS) wska-
zuje na przydatnos¢ tej metody nie tylko w typowaniu
bakterii, ale rowniez w badaniach bialek bakteryjnych.
Okreslenie doktadnej przydatnosci tej techniki w typo-
waniu szczepow wymaga dalszych badan [82].

3. Metody genotypowe

Metody genotypowe pozwalajg na typowanie bak-
terii na podstawie réznic w ich genomach. Wystepowa-
nie tych réznic moze by¢ spowodowane rekombinacjami
genetycznymi lub mutacjami powstalymi podczas repli-
kacji. Stwierdzono, ze im wiecej r6znic w DNA mikro-
organizmoéw tym s one mniej spokrewnione. Metody
genotypowe czesto charakteryzujg si¢ wickszg sitg dys-
kryminacji oraz konkordancji od metod fenotypowych.
Spowodowane jest to zmienno$cia fenotypowa bakterii
w zaleznosci od srodowiska oraz wystepowaniem zalez-
nosci cech fenotypowych od genotypowych, niewielkie
zmiany w genotypie moga odpowiada¢ duzym zmia-
nom fenotypowym. Zmiana cech fenotypowych moze
réwniez wystapi¢ w wyniku horyzontalnego transferu
gendéw pomiedzy mikroorganizmami, a transfer genow
nie musi wplywa¢ na wynik z badania genotypowego.

W prezentowanej pracy metody genotypowe po-
dzielono na dwie gtéwne grupy. Do pierwszej z nich
zaliczono metody, w ktérych nie wykorzystuje sie
sekwencjonowania DNA, w tym: REA-PFGE, RFLP,
PCR-RFLP, AFLP, RAPR, MLVA i typowanie przy
pomocy CHIP6w-DNA. Natomiast do drugiej grupy
zaliczono metody wykorzystujgce odczyt kolejnosci
nukleotydéw w DNA.

3.1. Genotypowanie bez wykorzystania
sekwencjonowania

3.1.1. REA-PFGE
Metoda REA-PFGE (Restriction Enzyme Analysis
- Pulsed Field Gel Electrophoresis) zostata opracowana
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w 1984 roku i po wielu modyfikacjach zostala uznana
za ,,zloty standard” w typowaniu molekularnym dro-
bnoustrojow [79]. Technika ta uzywana jest w labora-
toriach badawczych do analiz szczepéw bakteryjnych
wyizolowanych z $rodowisk szpitalnych i pozaszpi-
talnych [43, 87]. Metoda REA-PFGE jest przydatnym
narzedziem w wykrywaniu lokalnych endemii lub epi-
demii wywolanych przez jeden szczep bakteryjny oraz
w celu okresleniu Zrédta pochodzenia nowych zakazen.
Jednak metodg tg trudno jest stosowaé w wieloosrod-
kowej diagnostyce epidemiologicznej ze wzgledu na jej
zfozonos¢, czasochtonnos¢ i brak standaryzacji proce-
dur stosowania [97]. Pomimo tych wad wykorzystano
metode PFGE w miedzynarodowych badaniach epide-
miologicznych prowadzonych przez PulseNet (Inter-
national Molecular Subtyping Network for Food-borne
Disease Surveillance) [95]. Analiza makrorestryk-
cyjna genomowego DNA w pofaczeniu z elektroforeza
w zmiennym polu elektrycznym wymaga izolacji i tra-
wienia DNA rzadko tngcym enzymem restrykcyjnym.
Pofragmentowane DNA umieszczone w zelu agarozo-
wym poddawane sg elektroforezie w pulsowym polu
elektrycznym. Pulsacja pola elektrycznego polega na
okresowej zmianie kierunku tego pola o okreslony kat.
Wymusza to zmiane konformacji i reorientacje cza-
steczek co jest niezbedne do ich migracji w zelu. Czas
wymagany do reorientacji (zwinigcie, obrot i relaksacja)
zalezy od wielko$ci molekut DNA. Diuzsze czasteczki
DNA wymagaja dluzszego czasu na reorientacje, co
powoduje ich wolniejsza migracje w zelu. Na szybkos¢
migracji fragmentow kwasow nukleinowych wplywaja
réwniez inne czynniki, w tym warto$¢ natezenia pola
elektrycznego, czas trwania elektroforezy, kat zmiany
kierunku pola elektrycznego, skfad uzytego zelu aga-
rozowego, temperatura oraz sktad buforu uzytego do
elektroforezy [30]. W zaleznosci od rozmieszczenia
elektrod w komorach do elektroforezy wyrdznia sie
kilka odmian techniki PFGE. Najbardziej znanymi
odmianami tej techniki sg elektroforeza w zmiennym,
homogennym polu o ksztalcie szesciokata foremnego
(Contour Clamped Homogenous Electric Field Electric
Electrophoresis, CHEF), w ktdrej dwa pola elektryczne
skierowane sg do siebie pod katem 120°, system PACE
(Programmable Autonomously Controlled Electrodes)
oparty na CHEE, w ktérym wszystkie elektrody kon-
trolujg kazdy parametr elektroforezy oraz elektroforeza
w odwracalnym polu elektrycznym (Field Inversed Gel
Electrophoresis, FIGE), w ktorej kierunek pola elek-
trycznego jest co pewien czas zmieniany o 180° [66].
Wynikiem rozdziatu elektroforetycznego jest charakte-
rystyczny dla danego szczepu uktad prazkéw DNA na
zelu. Do analizy pokrewienstwa szczepdw na podsta-
wie wzoréw DNA na zelu wykorzystuje si¢ programy
komputerowe lub metode analizy zaproponowang przez
Tenover i wsp. [89]. W metodzie tej okresla sie stopien
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pokrewienstwa poszczegélnych szczepéw bakterii na
podstawie ilosci tak samo utozonych prazkow. Izolaty,
ktoérych uklad prazkéw jest identyczny uznawane sg
jako nie do odréznienia, w przypadku réznic od 2 do
3 prazkow blisko spokrewnione, a od 4 do 6 mozliwie
spokrewnione. W przypadku gdy pomiedzy izolatami
wystepuje wiecej niz 7 réznic w utozeniu prazkow takie
izolaty uwazane sg jako szczepdw niespokrewnione.

3.1.2. RFLP i PCR-RFLP

Polimorfizm dlugosci fragmentéw restrykcyjnych
(Restriction Fragments Length Polymorphism, RFLP)
jest technika wykorzystywang w typowaniu bakterii
i polega na analizie réznic w diugosci fragmentéw DNA
powstalych w wyniku trawienia genomowego DNA
enzymami restrykcyjnymi czesto tngcymi. Uzyskane
w ten sposob fragmenty DNA poddaje si¢ elektrofore-
zie i przenosi na specjalng membrane, a nastepnie DNA
jest hybrydyzowane z wyznakowanymi sondami. Pola-
czenie sond z DNA powoduje powstanie wzoru praz-
kéw na membranie charakterystycznych dla réznych
klonéw bakteryjnych [31, 53]. Metoda RFLP jest czesto
wykorzystywana do typowania szczepow M. tuberculo-
sis oraz Yersinia pseudotuberculosis [31, 94].

PCR-RFLP jest modyfikacja podstawowej wersji
techniki RFLP. Pierwszym etapem analizy PCR-RFLP
jest amplifikacja znanego genu lub fragmentu DNA,
ktéry nastepnie poddawany jest dzialaniu odpowied-
niego enzymu. Uzyskane fragmenty DNA po rozdziale
elektroforetycznym daja rézne wzory restrykcyjne,
wynikajace z polimorfizmu amplifikowanej sekwencji
i umozliwiajg identyfikacje roznych szczepdéw mikro-
organizméw. Zaletami techniki PCR-RFLP jest szyb-
kos¢, prostota wykonania oraz niski koszt badania [65].
Potencjal réznicujacy tej techniki jest niezbyt wysoki,
co jest wynikiem analizy jedynie miejsc restrykcyjnych
dla badanego amplikonu, a nie calego genomu. Na site
roznicujacg metody wplywa réwniez wybdr ampli-
fikowanej sekwencji oraz odpowiednich enzymoéw.
Metoda ze wzgledu na swoja niska site dyskryminacji
nie jest zalecana do stosowania w dltugoterminowych
badaniach epidemiologicznych. W przypadku koniecz-
nosci stosowania tej techniki do typowania bakterii
izolowanych w dlugich odstepach czasu nalezy zasto-
sowac jej odmiane PCR-RFLP dla wielu locus (Multi-
-Locus PCR-RFLP). Jednakze badanie wielu miejsc
w genomie wigze si¢ ze wzrostem kosztéw i praco-
chlonnosci metody oraz wigksza trudnosciag w inter-
pretacji wynikow [68].

3.1.3. AFLP

Metoda AFLP-PCR (Amplified Fragment Length
Polymorphism) po raz pierwszy zostala opisana
w 1995 roku [93]. W technice tej wykorzystuje si¢ dwa
enzymy restrykcyjne jeden czesto (np. Mspl) i drugi
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$rednio (np. EcoRI) tnacy dajace tzw. lepkie konce 5.
Polega na pofaczeniu krétkich dwuniciowych frag-
mentéw DNA (adaptoréw) za pomocg enzymu ligazy
z lepkimi koncami pofragmentowanego wczesniej
DNA. Po ligacji nastepuje amplifikacja selektywna.
PCR przeprowadza si¢ z zastosowaniem starterow
o sekwencji identycznej do sekwencji oligonukle-
otydu ligowanego adaptora, wydtuzonych na koncu 3’
o sekwencje miejsca restrykcyjnego oraz od jednego
do czterech nukleotydéw selekcyjnych. Amplifikacja
fragmentu DNA zachodzi tylko w sytuacji pelnej kom-
plementarnosci konca 3’ startera do fragmentu restryk-
cyjnego. W przypadku badania duzych genomoéw
(grzyby, pasozyty) przed PCR selektywnym dodatkowo
stosuje si¢ amplifikacje wstepna. Sekwencje starterow
do preamplifikacji w poréwnaniu do uzytych w ampli-
fikacji selektywnej sg wydtuzone na koncu 3’ o jeden
selektywny nukleotyd [93, 21].

W pierwotnej wersji metody AFLP jeden ze star-
teréw wykorzystywanych do amplifikacji selektywnej
byl znakowany izotopowo. W udoskonalonej wersji
tej metody do znakowania uzywa sie barwnikoéw fluo-
rescencyjnych. Znakowanie starteréw stosuje si¢ w celu
odczytania wynikéw po elektroforezie. Fluorescencyjne
wyznakowanie umozliwia réwniez analize wynikow za
pomocg automatycznych sekwenatoréw kapilarnych.
Ze wzgledu na zlozonos¢ uzyskiwanych wynikéw bada-
nia wymagana jest ich analiza za pomocg programoéw
komputerowych [21, 74]. Zaletami metody AFLP jest
wysoki wspotczynnik dyskryminacji poréwnywalny do
techniki PFGE i losowej amplifikacji polimorficznych
fragmentéw (Random Amplified Polymorphic DNA,
RAPD), mozliwo$¢ korzystania z niewielkich ilosci
matrycy DNA, wysoka powtarzalno$¢ wynikéw oraz
prostota ich archiwizacji, natomiast wada tej techniki
jest do$¢ wysoki koszt badania oraz duza pracochlon-
no$¢ [45, 74]. Metoda AFLP zaliczana jest do technik
opartych o ligacje adaptoréw oligonukleotydowych.
Do metod wykorzystujacych adaptory w reakcji PCR
nalezg: ADSRRS, IRS-PCR (Infequent Restriction Site
PCR), PCR-MP (PCR Melting Profiles) [48], LM PCR/
Shifter (Ligation-Mediated PCR) [47].

3.1.4. RAPD

Metoda RAPD generuje profile genetyczne z uzy-
ciem duzej liczby losowych krotkich starteréw o dhu-
goséci od 8 do 12 nukleotydéw. Metoda ta nie wymaga
znajomosci sekwencji badanego DNA. Krotkie startery
facza si¢ podczas reakcji PCR z wieloma komplemen-
tarnymi fragmentami DNA. Powstale podczas amplifi-
kacji fragmenty DNA sg rozdzielane elektroforetycznie,
a uzyskany uklad prazkéw DNA na zelu jest charakte-
rystyczny dla réznych szczepdw bakterii [49].

Metoda wykorzystujaca arbitralne startery (Appli-
cation of Polymerase Chain Reaction with Arbitrary
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Primer, AP-PCR) jest jedna z wersji techniki RAPD.
W wielu badaniach nie rozréznia si¢ tych metod.
W technice AP-PCR amplifikacja sklada sie z trzech
etapow, pierwszy etap przebiega w warunkach reakeji,
umozliwiajgcych starterom przyfaczenie si¢ do matrycy
w wielu niespecyficznych miejscach. Natomiast w kolej-
nych etapach amplifikacji ustala si¢ warunki blokujace
niekomplementarne polgczenia starteréw z DNA [74].
Zaletami metody RAPD jest brak koniecznosci znajo-
mosci sekwencji DNA w celu przeprowadzenia bada-
nia, niski koszt i fatwo$¢ wykonania. Wadg metody jest
niska powtarzalno$¢ wynikéw zalezna od wielu czynni-
kow, w tym jakosci matrycy DNA, uzytych odczynni-
kéw oraz warunkéw reakeji PCR co stwarza trudnosci
w wykorzystaniu tej techniki do badan wieloosrodko-
wych [49, 74]. W poréwnaniu do PFGE metoda RAPD
charakteryzuje si¢ nizszym wspdtczynnikiem dyskry-
minacji, przy czym RAPD wykazuje si¢ wigksza typo-
walnoscig szczepow [4].

3.1.5. Mikromacierze (CHIP DNA)

Mikromacierze sg ptytkami z regularnie ulozonymi
polami z przytwierdzonym do nich DNA. Kazde pole
zawiera inng znang sekwencje DNA tzw. sondg. Zasto-
sowanie mikromacierzy umozliwia ilo§ciowe wykrywa-
nie danych sekwencji DNA w genomach dzieki hybry-
dyzacji sond z badanym materialem genetycznym.
Procedura badania polega na wyznakowaniu wyizolo-
wanego DNA. Do znakowania wykorzystuje si¢ rozne
znaczniki m.in. fluorescencyjne, chemiluminescencyjne
lub radioizotopy. Nastepnie wyznakowane DNA pod-
daje sie hybrydyzacji z sondami DNA na macierzy. Nie-
zhybrydyzowane fragmenty DNA s usuwane. Sygnatl
pochodzacy z wyznakowanego DNA polaczonego
z sondami jest odczytywany za pomocg skanera. Uzy-
skane dane sg nastepnie analizowane przy uzyciu spe-
cjalistycznego oprogramowania [12]. Od kilkunastu lat
trwaja badania nad mikromacierzami, ktdre eliminowa-
tyby konieczno$¢ znakowania badanego DNA oraz co
sie z tym wigze zakupu aparatury do odczytu. W tym
celu zaproponowano wykorzystanie elektronicznych
sensorow, ktore wykrywalyby sekwencje DNA laczace
sie do sond [7]. Najnowsze wyniki badan wykazaly
wysoka efektywnos¢ 2D-grafenowych tranzystorow
polowych (FET) i specjalnych sond dwuniciowych
w wykrywaniu polimorfizméw pojedynczych nukleoty-
déw na macierzy. Podczas taczenia sie¢ badanego DNA
do sondy mierzono fadunek elektrycznym ukfadu. Na
podstawie warto$ci zmian fadunku analizowano jaka
sekwencja faczyla sie z sondg [36].

Wprowadzone w ostatnich latach mikromacierze
o wysokiej gestosci pol dochodzacych nawet do setek
tysiecy umozliwiajg wykrywanie bardzo duzej ilosci
sekwencji [46]. Do typowania bakterii wykorzystuje
sie mikromacierze typu CHIP-DNA. Umozliwiaja
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one identyfikacje szczepow oraz uzyskanie informacji
dotyczacych ekspresji gendw i opornosci na antybiotyki
[17]. Sekwencje, ktdre nie znajduja si¢ na macierzy nie
moga by¢ wykryte [74]. Prowadzone sg badania z uzy-
ciem chipdw DNA do okreslenia serotypdw szczepow
bakterii Escherichia coli wytwarzajacych shiga-toksyny,
ktére sa nietypowalne lub czg¢sciowo typowalne za
pomocg klasycznych zestawdw surowic [28].
Przydatno$¢ mikromacierzy do typowania bakterii
zostala wykazana w wielu wcze$niejszych badaniach,
w ktorych stwierdzono wysoka konkordancje chipéw
DNA z sekwencjonowaniem catego genomu (Whole
Genome Sequencing, WGS) [40, 85]. Jednak ilo$¢ infor-
magcji dostarczana za pomoca WGS jest znacznie wiek-
sza od uzyskanych przy uzyciu mikromacierzy. Obecnie
koszt chipéw DNA jest poréwnywalny z kosztem typo-
wania za pomocg WGS. W przyszlosci moze to spowo-
dowac zastapienie metod typowania bakterii za pomoca
hybrydyzacji, sekwencjonowaniem calego genomu [85].

3.1.6. MLVA

MLVA to technika molekularna typowania mikroor-
ganizmow roznicujgca bakterie na podstawie zmiennej
liczby powtorzen tandemowych (Variable Number of
Tandem Repeats, VNTR) w ich DNA. Duza zmiennos¢
VNTR w obrebie mikroorganizméw umozliwia iden-
tyfikacje szczepow bakterii. Badanie MLVA polega na
amplifikacji sekwencji VNTR oraz okresleniu ich dtu-
gosci. Na podstawie pomiaru dlugosci réznych sekwen-
¢ji VNTR mikroorganizmy dzielone sg na szczepy [63].

Metode wykorzystuje si¢ do identyfikacji szczepow
bakterii szybko ewoluujacych, ktérych réznicowanie
moze by¢ niemozliwe przy zastosowaniu innych metod
molekularnych, w tym PFGE. W sieci PulseNet tech-
nika MLVA wykorzystywana jest jako metoda uzupet-
niajaca dla PFGE i umozliwia réznicowanie bakterii
posiadajacych podobny wzdér PFGE [14]. Zaobserwo-
wany w badaniach brak réznorodnosci pulsotypdw
bakterii E.coli O157:H7 izolowanych w Kanadzie,
spowodowal problemy w réznicowaniu przypadko-
wych pojedynczych zakazen od potencjalnych epidemii.
Dopiero polaczenie stosowania metod MLVA i PFGE
pozwolilo na optymalne réznicowanie szczepow E. coli
0157:H7 [72].

Wysoki wspétczynnik dyskryminacji metody spo-
wodowany jest szybkimi zmianami w regionach
o zmiennej liczbie tandemowych powtérzen. Duza
dynamika zmian w regionach VNTR bakterii rzeczy-
wiscie spokrewnionych moze by¢ przyczyng blednego
zaklasyfikowania ich do bakterii niespokrewnionych
[67]. W poréwnaniu do metody PFGE procedura
MLVA jest duzo prostsza i szybsza, a samg metode
tatwiej jest standaryzowaé. Ze wzgledu na brak stan-
daryzacji dla wielu bakterii, protokoly jej wykonania
s3 udoskonalane [54].
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3.2. Metody genotypowe wykorzystujace
sekwencjonowanie

Sekwencjonowanie jest coraz czgsciej wykorzysty-
wanym narzedziem do typowania bakterii. Spowo-
dowane jest to stalym spadkiem kosztéw wykonania
badania, a takze ulepszaniem sekwenatoréw oraz metod
sekwencjonowania przez naukowcow i koncerny bio-
technologiczne. Postep, ktory dokonat si¢ w ostatnich
latach w tym obszarze nauki jest ogromny.

3.2.1. Technologia sekwencjonowania

W 1977 roku powstala pierwsza powszechnie uzy-
wana technika sekwencjonowania, zwana metodg
Sangera. Pierwsze aparaty wykorzystywane do auto-
matycznego sekwencjonowania DNA odczytywaly
sekwencje o dlugosci do 1000 pz. W przypadku badan
z zastosowaniem dluzszych sekwencji nukleotydowych
stosowano metode ,,shotgun” polegajaca na sekwen-
cjonowaniu fragmentéw DNA nachodzacych na siebie.
Uzyskane sekwencje DNA nastepnie sg taczone w calosc.
Jedna z technik, ktdra byta kamieniem milowym w roz-
woju sekwencjonowania byto pirosekwencjonowanie
pozwalajace na odczyt kolejnosci nukleotydéw w cza-
sie rzeczywistym [33]. Do rozwoju sekwencjonowania
przyczynilo si¢ wprowadzenie nowych sekwenatoréw
tzw. drugiej generacji umozliwiajacych szybki odczyt
milionéw sekwencji DNA. Ogromng popularnos¢ zyskat
system wprowadzony przez firme Solexa produkowany
pézniej przez firme Illumina. W technice tej badane
oligonukleotydy laczone s3 za pomoca adaptoréw do
statego podtoza, a nastepnie amplifikowane i sekwencjo-
nowane. Podczas przylaczania kolejnych zasad zachodza
barwne reakcje wskazujace, ktory nukleotyd zostal przy-
faczony do badanej sekwenciji [33, 37]. Wykorzystujac
ta technologie firma Illumina jako pierwsza stworzyta
aparat HiSeqX, ktory jest w stanie zsekwencjonowac
ludzki genom za kwote mniejsza niz 1000$ [38].

Jedna z najnowszych metod sekwencjonowania jest
sekwencjonowanie pojedynczych czasteczek DNA w cza-
sie rzeczywistym (Single Molecule Real Time Sequen-
cing, SMRT). Firmg produkujaca tego typu sekwenatory
jest Pacific Biosciences. Metoda opracowana przez t¢
firme rozpoczyna si¢ od immobilizacji badanego DNA
z polimeraza na powierzchni specjalnego falowodu
optycznego o wielko$ci w skali nano (Zero-Mode Wave-
guides, ZMW). Podczas amplifikacji do DNA wbu-
dowywane s3 nukleotydy wyznakowane barwnikami
fluorescencyjnymi o réznym spektrum emisyjnym.
Powoduje to powstawanie sygnalow $wietlnych, ktore
s wylapywane za pomoca falowodu ZMW [33, 71, 90].

Do najnowszych technik sekwencjonowania kolejnej
generacji nalezy rowniez odczyt sekwencji DNA przy
wykorzystaniu nanoporéw. Sekwencjonowanie przy
uzyciu tej technologii przypomina w dzialaniu licznik
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Coultera lub technologie TRPS (Tunable Resistive Pulse
Sensing), ktore stosowane sg do mierzenia wielkosci
czasteczek w skali mikro lub nano. Sekwencjonowanie
przeprowadza si¢ w komorach z roztworami elektro-
litéw oddzielonych membrang, na ktérej znajduje sie
por o wielkosci nie wiekszej niz kilka nanometréw.
W kazdej komorze zlokalizowane sg réowniez elek-
trody. Podlaczenie napiecia elektrycznego do komory
wymusza ruch jonéw roztworu przez nanopor. Podczas
przechodzenia ujemnie naladowanej nici DNA przez
nanopor nastepuje czesciowe zablokowanie przeptywu
elektrolitow. Ze wzgledu na réznice w wielkosci nukleo-
tydow, kazdy z czterech nich powoduje inng zmiane
w przeplywie jondéw. Na podstawie zmian w przeptywie
jonéw mozna okresli¢ kolejno$¢ wbudowanych nukleo-
tydéw w nici DNA [32]. Pierwsza firmg, ktéra opra-
cowala sekwenatory w technologii nanoporéw jest
Oxford Nanopore Technologies. Obecnie oferowany
przez te firme aparat MinION, wielko$cig przypomina
telefon komodrkowy. Urzadzenie to nie jest drogie,
najtanszy zestaw startowy z aparatem MinION kosz-
tuje okoto 1000$ [62]. Wada tych sekwenatoréw jest
duzy odsetek btedow (kilkadziesigt procent) podczas
odczytu kolejnosci nukleotydéw DNA. Stwierdzono,
ze ilo$¢ bledow zmniejsza sie wraz z pojawianiem sie
nowszych, udoskonalonych sekwenatoréw wykorzystu-
jacych nanopory [44].

3.2.2. MLST i SLST

Metody MLST (Multi-Locus Sequence Typing)
i SLST (Single-Locus Sequence Typing) to metody
typowania stuzace do identyfikacji szczepéw mikro-
organizmoéw na podstawie réznic w sekwencjach ich
genow. W technice MLST bada si¢ sekwencje genow
niezbednych do przezycia mikroorganizméw tzw.
housekeeping [74]. Geny te s3 uwazane za reprezen-
tatywne dla calego genomu. Zazwyczaj sekwencjonuje
sie 6-7 gendw o dlugosci od 450 do 500 pz [67]. Nato-
miast w metodzie SLST sekwencjonowaniu podlega
jeden fragment DNA. Czesto stosowang technikg SLST
jest typowanie spa, w ktdrej badany jest polimorficzny
region genu kodujacego biatko A bakterii S. aureus.
Technika ta pomimo nizszego potencjatu réznicujacego
niz PFGE, jest bardzo czesto wykorzystywana do rézni-
cowania szczepow S. aureus. Metoda ta charakteryzuje
sie niskim kosztem, jest fatwa i szybka w przeprowa-
dzeniu oraz wysoce powtarzalna [74]. Wyniki uzyskane
z wykorzystaniem metody MLST s3 powtarzalne i fatwo
poréwnywalne pomiedzy laboratoriami. Technika ta jest
gltéwnie wykorzystywana do globalnych badan epide-
miologicznych, jednakze moze by¢ stosowana do badan
szczepOw na malym obszarze [54, 74]. W wieloosrodko-
wych badaniach epidemiologicznych z uzyciem metody
MLST pomocne s3 globalne bazy danych sekwencji
i typow sekwencyjnych (ST), ktérych adresy internetowe
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zamieszczone sg w bibliografii [39, 60, 69]. Bazy danych
zapewniajg rowniez dostep do instrukeji wykonania
badan technika MLST ponad stu mikroorganizméow
[39, 74]. Wadami MLST sa wysoki koszt oraz praco-
chtonno$¢ w poréwnaniu do innych technik. Jednakze
wedlug niektorych autoréw zastosowanie najnowszych
sekwenatorow moze obnizy¢ koszty i czas wykonania
badania prawie dziesi¢ciokrotnie w poréwnaniu do
standardowego badania MLST. Badanie przeprowa-
dzone przez Chen i wsp. [15] wykazaly, ze przy wyko-
rzystaniu jednego z najnowszych sekwenatoréw (PacBio
RS II) do typowania grzybow Cryptococcus neoformans
$redni koszt analizy w poréwnaniu do konwencjonal-
nego MLST, opartego o sekwencjonowanie Sangera, jest
mniejszy okolo dziewigciokrotnie, a w przypadku piro-
sekwencjonowania w aparacie Roche 454 pieciokrotnie
(~9$ za jeden genom).

Obok klasycznej metody MLST stosowane sg row-
niez jej rozwiniecia, w tym eMLST (extended MLST),
rMLST (ribosomal MLST), cgMLST (core genome
MLST) i wgMLST (whole genome MLST). Badanie
eMLST jest to rozszerzenie standardowej metody
o badanie dodatkowych miejsc w genomie lub wydtu-
zenie dlugoséci badanych sekwencji [15, 103]. Tech-
nika rMLST polega na badaniu réznic w 53 genach
kodujacych podjednostki biatek rybosomalnych [42].
Metody te charakteryzuja sie wigkszg sita dyskrymina-
¢ji niz konwencjonalny MLST. W technikach cgMLST
i wgMLST do przeprowadzenia typowania niezbedne
sa informacje dotyczace calego genomu, dlatego
omowiono je w podrozdziale dotyczacym WGS.

Wraz ze wzrostem wydajnosci i spadkiem kosz-
tow sekwencjonowania bezposrednie badanie DNA
w probkach srodowiskowych (metagenomika) staje sie
efektywng metodg charakterystyki mikroorganizmow.
Zaleta metagenomiki jest pominigcie etapu izolacji
i hodowli, co znacznie przyspiesza przeprowadzenie
badania. Metoda MLST znalazla réwniez zastosowanie
w metagenomice. Zolfo i wsp. [103] wykazali mozli-
wos¢ efektywnego typowania bakterii z probek $rodo-
wiskowych przy uzyciu programu MetaMLST. Autorzy
ci stwierdzili, ze metoda umozliiwia identyfikacje 96%
badanych typow sekwencyjnych (ST) w metagenomach,
przy 100% specyficznosci. Metoda ta zostala wyko-
rzystana do analizy setek metagenomoéw skory, jamy
ustnej i przewodu pokarmowego. Ponadto zastosowa-
nie MetaMLST umozliwilo poznanie szczepu bakterii
Helicobacter pylori pozyskanego z mumii, ktorej wiek
szacuje si¢ na 5300 lat [103].

3.2.3. WGS- wgSNP, cgMLST, wgMLST

Sekwencjonowanie catych genomow jest coraz czg$-
ciej wykorzystywang technika w typowaniu mikro-
organizméw. W poréwnaniu do innych technik ilo$¢
informacji dostarczonych jako wynik sekwencjono-
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wania catego genomu jest duzo wigksza. Z jednego
badania mozna uzyskaé informacje pozwalajace na
réznicowanie bakterii na podstawie ich catego DNA jak
i danych umozliwiajacych przeprowadzenie analiz
MLST, rMLST oraz typowania spa [11]. Wyrdézniono
kilka gléwnych koncepcji w opisywaniu réznic w sekwen-
cji DNA pomiedzy mikroorganizmami: (1) metodeg,
w ktorej pordwnuje sie polimorfizm pojedynczych
nukleotydéw (whole genome Single-Nucleotide Poly-
morphism, wgSNP), (2) metode, w ktdrej poréwnuje si¢
polimorfizm typu insercja-lub-delecja oraz (3) podejs-
cie tzw. ,gene-by-gene”.

Analiza wgSNP polega na réznicowaniu bada-
nych sekwencji na podstawie wystepowania réznych
wariantow SNP w DNA. Stwierdzono, ze im wigcej
réznic SNP pomigdzy dwoma organizmami tym sg one
mniej spokrewnione. W przesztosci duzym problemem
w przypadku tej metody byla koniecznos¢ posiadania
referencyjnych genomow, do ktorych badane sekwencje
SNP byly poréwnywane. Jednakze dostepne dzi§ nowe
narzedzia bioinformatyczne wedlug badan pozwalaja
na rozwigzanie tego problemu [9, 52]. W poréwnaniu
do metod cgMLST i wgMLST metoda ta charakteryzuje
sie minimalnie wigkszg sitg dyskryminacji.

Inng metodg analizy réznic w sekwencji DNA jest
analiza polimorfizmu typu insercja-lub-delecja (indel).
Niewiele wiadomo na temat wystepowania indeli
i mechanizméw ich ewolucji u mikroorganizmoéw. Wiel-
kos¢ mutacji indel moze waha¢ si¢ od 1 pz do nawet
kilkumilionéw. Wyrdznia si¢ indele male o dtugosci do
100 pz oraz duze o dlugosci > 100 pz [83, 102]. W przy-
padku duzych indeli wystepuje czesto problem z ich
identyfikacja za pomoca narzedzi bioinformatycznych.
Steglich i wsp. [83] wykazali mozliwosci efektywnego
wykrywania indeli dlugich o wielkosci do 2 321 pz za
pomocg programu ScanIndel, ktéry wykrywatl dtugie
indele z czuloscig 97%.

Metody cgMLST i wgMLST sg coraz czgéciej stosowa-
nymi metodami réznicowania typowania mikroorganiz-
mow. W metodach tych badane sekwencje poréwnuje sie
z sekwencjami genow referencyjnych. Sposéb ten nazy-
wany jest podejéciem ,,gene-by gene”. Identyczne podej-
$cie stosowane jest w metodzie MLST, badane sekwencje
»house-keeping gene” pordwnywane s3 z genami refe-
rencyjnymi. W technice cgMLST badane sg sekwencje
genoéw zakonserwowanych ewolucyjnie dla danego
gatunku, ktore wystepuja np. u 95% wszystkich szcze-
pow z danego gatunku. W metodzie wgMLST oprdcz
genow konserwatywnych badane sg dodatkowo geny
pomocnicze. Technika ta moze by¢ badaniem caloge-
nomowym pod warunkiem poszerzenia badania o mie-
dzygenowe regiony DNA oraz pseudogeny. W odroéznie-
niu od metod analizy SNP, w analizach ,,gene-by-gene”
oznacza si¢ ujawnione allele, ktore nastepnie poréwnuje
sg pomiedzy badanymi mikroorganizmami [18, 56, 73].
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3.2.4. Zalety i wady WGS

Wspdtczynnik dyskryminacji WGS jest nieporow-
nynywalny z innymi technikami. Za pomocg badan
wgSNP wykazano, ze w genomie S. aureus opornego
na metycyling musi nastapi¢ $rednio 467 pojedynczych
mutacji, Zeby roznica byla wykrywana przy pomocy
metody PFGE. Ponadto w badaniach z uzyciem WGS
udowodniono, ze niektdre szczepy badane za pomoca
metody PFGE uznawane za identyczne byly w rze-
czywistosci rézne [76]. Uzyskane za pomoca sekwen-
cjonowania informacje s3 wysoce powtarzalne, a roz-
nice pomig¢dzy szczepami moga by¢ dokladnie mie-
rzone za pomocg programow bioinformatycznych
[51]. Kolejna zaleta WGS jest mozliwo$¢ odczytywa-
nia informacji z sekwencji nukleotydowej dotyczacych
cech wirulencji oraz wrazliwo$ci na antybiotyki bada-
nych bakterii. Jednakze obecnos¢ sekwencji kodujacej
dany czynnik nie zawsze musi oznacza¢, ze bakteria
bedzie go wytwarzac [50, 76].

Metoda typowania WGS nie jest pozbawiona wad.
Ilos¢ informacji generowanych podczas sekwencjono-
wania jest ogromna, przez co wystepuje problem z ich
cyfrowym przechowywaniem. Pomimo, ze pojemnos$¢
nos$nikéow danych w komputerach wzrosta w ciggu
ostatnich dwudziestu latach 10 000-krotnie, to bada-
cze obawiaja sie, ze jest to zbyt malo. Ilo§¢ informa-
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Rys. 1. Publikacje naukowe wykorzystujace metody fenotypowe

Analiza liczby publikacji naukowych dla metod fenotypowych wykorzy-
stywanych w typowaniu bakterii na podstawie danych zawartych w bazie
PubMed w dwoch podanych przedziatach czasowych.
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cji generowanych podczas sekwencjonowania narasta
dzi$ znacznie szybciej niz mozliwo$¢ przechowywania
danych. Duzym problemem jest réwniez szybkos¢
analizy badanych sekwencji. Jezeli ilo$¢ informacji
z sekwencjonowania bedzie przyrasta¢é w obecnym
tempie lub szybciej, to nawet najszybsze komputery
nie beda w stanie przetwarzac ich w efektywny sposob.
Réwniez duzym problemem jest wizualizacja wynikow
sekwencjonowania. Na diagramach, wykresach oraz
grafikach niemozliwe bedzie przedstawienie wszyst-
kich informacji uzyskanych w skutek sekwencjonowa-
nia genomu. Koszt przeprowadzenia typowania WGS
dzigki rozwojowi sekwenatoréw nowych generacji
jest coraz mniejszy. Jednak w przypadku wdrozenia
techniki do rutynowej diagnostyki epidemiologicz-
nej koszty WGS prawdopodobnie bylyby wciaz zbyt
wysokie, poniewaz wiele matych i §rednich laborato-
riéw medycznych nie posiada wystarczajacych srodkow
na zakup tak drogiej aparatury. Kolejnym duzym pro-
blemem jest ztozonos¢ typowania WGS i obecnie nie-
wielka ilo$¢ specjalistow potrafigcych wykona¢ badanie
oraz prawidlowo zinterpretowa¢ wyniki [51, 74]. Jed-
nak ze wzgledu na staty rozwoj technologii sekwencjo-
nowania uwaza sig, ze w przyszlosci sekwencjonowanie
calego genomu moze stac si¢ ,,zfotym standardem” nie
tylko w typowaniu szczepdw bakteryjnych, ale rowniez
w diagnostyce mikroorganizméw.
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Rys. 2. Publikacje naukowe wykorzystujacych metody genotypowe

Analiza liczby publikacji naukowych dla metod genotypowych wykorzy-
stywanych w typowaniu bakterii na podstawie danych zawartych w bazie
PubMed w dwdch podanych przedziatach czasowych.
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4. Popularnos¢ metod typowania bakterii
w badaniach biomedycznych na podstawie
analizy bazy PubMed

W celu sprawdzenia czesto$ci wykorzystania rdz-
nych metod typowania bakterii w ostatnich 10 latach
w badaniach biomedycznych wykorzystano bibliogra-
ficzng baze danych z dziedziny medycyny i nauk po-
krewnych (PubMed). W wyszukiwarce bazy w opcjach
zaawansowanych wpisano kombinacje stéw kluczowych
na podstawie pracy Sabat i wsp. [74]. Wykorzystano
nastepujace kombinacje stéw kluczowych dla metod
fenotypowych: biotyping [AND] typing, serotyping
[AND] typing, phage typing, susceptibility profile
[AND] typing, MLEE [AND] typing, MALDI-TOF
MS [AND] typing; oraz dla metod genotypowych:
PFGE [AND] typing, RELP [AND] typing, PCR-RFLP
[AND] typing, AFLP [AND] typing, RAPD [AND]
typing, microarray [AND] typing, MLVA [AND]
typing, MLST [AND] typing, SLST [AND] typing
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oraz WGS [AND] typing. Przyjeto, ze zainteresowa-
nie dang metoda roénie, gdy liczba publikacji nauko-
wych w danym przedziale czasowym jest wieksza niz
w poprzednim przedziale czasowym. Przeanalizowano
wszystkie typy publikacji naukowych w dwoch prze-
dziatach czasowych: 0d 01.01.2007 do 31.12.2011 roku
oraz od 01.01.2012 do 31.12.2016 roku.

Ilosci wynikéw uzyskanych podczas przeszukiwa-
nia bazy PubMed $wiadcza, ze metody genotypowe
byly czesciej opisywane w publikacjach niz metody
fenotypowe. Na podstawie analizowanych publi-
kacji naukowych dla metod fenotypowych w typo-
waniu bakterii stwierdzono, ze w latach 2007-2011
i 2012-2016 w badaniach najczesciej opisywano
odpowiednio metody typowania fagowego i MALDI-
-TOF MS (Rys. 1). Ponadto odnotowano wzrost zain-
teresowania metodami MALDI-TOF MS i analiza
profili lekowrazliwos$ci, natomiast spadek metodami
MLEE i typowania fagowego. Jednakze w przypadku
analizy profili lekowrazliwo$ci wedlug naszej analizy

Tabela I
Poréwnanie réznych metod wykorzystywanych w typowaniu mikroorganizméw
Czas Enzym Najwazniejsze
Metoda typowania |  Potencjat wyko- ymy Najwazniejsza ) 1)
7CZepOW réznicujacy | nania' restrykeyjne Startery aparatura materialy
s . (ERs) lub odczynniki
(dni)
Biotypowanie niski 1 brak brak brak testy biochemiczne
Analiza .p%‘Ofll,l _ niski 1 brak brak brak krazki z antybiotykami,
lekowrazliwo$ci e-testy
Typowanie fagowe $redni 1 brak brak brak zestaw fagéw do typowania
MLEE $redni/wysoki | kilka dni brak brak aparat do bufory i roztwory barwigce
elektroforezy
0 . spektrometr . "
MALDI-TOF MS wysoki 1 brak brak MALDLTOE MS brak informacji
komora PFGE,
REA-PFGE wysoki 2-4 | rzadko tnace brak moduly zasilajacy |ERs, proteazy
i chlodzacy
PCR-RFLP $redni 1 czesto tnace iy iller] qcc? termocykler ERs, startery, polimeraza
wskazang sekwencje
AFLP wysoki 2 pata dwoch startery selektywne termocykler ERs, ligaza, .adaptor ¥
réznych ERs startery, polimeraza
RAPD wysoki 1 brak BRI termocykler startery, polimeraza
(8-12 nt)
stacja przygotowa- . -
. ) / zestaw do izolacji i znako-
CHIP DNA wysoki 1-2 czesto tnace brak nia l?NA i o.dczytu wania DNA, CHIP-DNA
mikromacierzy
MLVA wysoki 1 brak S:sgszgzré{g%;e termocykler startery, polimeraza
startery flankujace startery, polimeraza
MLST i SLST wysoki 1-2 brak sekwencje genow sekwenator i zalezne od uzywanego
housekeeping sekwenatora
WGS bardzq 1-2 brak brak sekwenator zalezne od uzywanego
wysoki sekwenatora

! Czas wykonania badania liczony od momentu wyhodowania bakterii na podlozu
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duze zainteresowanie ta metodg wynika z faktu cze-
stego wykorzystywania tej techniki do charakteryzo-
wania szczepow, a nie ze wzgledu na jej efektywnos¢
w typowaniu mikroorganizméw. Natomiast analizujac
wykorzystanie metod genotypowych w typowaniu bak-
terii zauwazono, ze w latach 2007-2011 i 2012-2016
najczgsciej stosowano odpowiednio metody PFGE
i MLST (Rys. 2). Stwierdzono takze wzrost zaintereso-
wania badaczy metodami genotypowymi w typowaniu
bakterii, w tym metodami PFGE, MLST oraz WGS.

5. Podsumowanie

Typowanie szczepdw mikroorganizmow jest szcze-
golnie wazne w przypadku wykrywania epidemii, okres-
lenia drég oraz wektoréw umozliwiajgcych szerzenie
sie patogendow. W ciagu ostatnich pigcdziesieciu lat
opracowano wiele technik umozliwiajacych réznico-
wanie szczepow mikroorganizméw. Wsrod technik
typowania patogenéw wyrézniono metody fenoty-
powe i genotypowe. Metody fenotypowe w pordéwna-
niu do metod molekularnych posiadaja czesto duzo
nizszy wskaznik dyskryminacji oraz konkordangji co
moze spowodowac, ze nie bedg w stanie potwierdzi¢
lub zaprzeczy¢ istnieniu epidemii na danym obszarze.
Przewaga metod fenotypowych nad genotypowymi
moze by¢ fakt, ze obecnos¢ sekwencji kodujacych dane
biatko nie musi oznacza¢, ze jest ono produkowane.
Pomimo, ze w wielu przypadkach metody fenotypowe
nie s3 wystarczajace do efektywnego przeprowadzenia
dochodzenia epidemiologicznego, to wcigz moga by¢
przydatne w opisywaniu badanych epidemii. Metody
genotypowe ze wzgledu na duzg sil¢ réznicowania
szczepow s3 dzi§ rutynowo uzywane w diagnostyce
epidemiologicznej, jednak ich wykorzystanie wigze
sie z wyzszymi kosztami badania niz w przypadku
innych technik. W tabeli I poréwnano omawiane
metod typowania bakterii. Prawdopodobnie w przy-
sztosci obecnie stosowane metody typowania zostang
zastgpione przez nowsze techniki, w tym analiz¢ biatek
za pomocg spektroskopii masowej oraz sekwencjono-
wanie calych genomow bakteryjnych. Jednak wysoka
cena urzadzen koniecznych do przeprowadzenia badan
ogranicza jej przydatno$¢ w rutynowej diagnostyce.
Prawdopodobnie problem ten w niedalekiej przy-
sztosci zostanie wyeliminowany ze wzgledu na spadek
cen zaréwno sekwencjonowania, jak i aparatury wyko-
rzystywanej do tego celu.
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