® Postepy Hig Med Dosw (online), 2019; 73: 245-255 www.phmd.pl

e-ISSN 1732-2693

Received: 07.08.2018
Accepted:  30.01.2019
Published: 15.05.2019

Metody genetyczne stosowane w typowaniu
epidemiologicznym Staphylococcus aureus

Genotypic methods for epidemiological typing of
Staphylococcus aureus

Martyna Kasela', Anna Malm', Bozena Nowakowicz-Debek?, Mateusz Ossowski’

'Katedra i Zaktad Mikrobiologii Farmaceutycznej z Pracownia Diagnostyki Mikrobiologicznej Uniwersytetu
Medycznego w Lublinie

%Katedra Higieny Zwierzat i Zagrozeri Srodowiska, Zakfad Zagrozer Zawodowych i Srodowiskowych Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie

3Katedra Higieny Zwierzat i Zagrozeri Srodowiska Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie

Stowa kluczowe:

Streszczenie

Staphylococcus aureus jest waznym patogenem powodujacym zakazenia szpitalne i pozaszpitalne.
Bakteria ta bardzo czesto charakteryzuje sie opornoscia na powszechnie stosowane leki przeciw-
drobnoustrojowe. Z tego powodu opracowanie szybkich technik identyfikacji, jak i genotypowa-
nia jest konieczne do efektywnej kontroli rozprzestrzeniania sie szczepdéw wielolekoopornych
nieraz przyczyniajgcych sie do powstawania epidemii. Metody typowania mozna podzieli¢ na
te opierajace sie na cechach fenotypowych lub genetycznych badanego drobnoustroju. Wéréd
metod genotypowych uzytecznych w badaniach epidemiologicznych S. aureus znalazly sie: analiza
profili plazmidowych (PPA), analiza restrykcyjna chromosomowego DNA potaczona z elektrofo-
rezg pulsowa (PFGE), sekwencjonowanie genéw metabolizmu podstawowego (MLST), typowanie
spa, losowa amplifikacja polimorficznego DNA (RAPD), selektywna amplifikacja fragmentéw re-
strykcyjnych (AFLP), polimorfizm dtugo$ci fragmentdéw restrykcyjnych (RFLP), typowanie oparte
o sekwencje VNTR (MLVA) oraz sekwencjonowanie catego genomu (WGS). Oméwione zostaty
aspekty odtwarzalnosci i powtarzalnosci wynikéw uzyskanych tymi metodami, poréwnano je
takze pod katem kosztéw, szybko$ci analizy czy potencjatu réznicujacego oraz podano przyktady
ich zastosowari w badaniach epidemiologicznych S. aureus. Mimo ze dostepnych jest wiele technik
stosowanych w typowaniu szczepdéw S. aureus, nie wszystkie spetniaja wymogi stawiane przez
dochodzenia epidemiologiczne o réznym charakterze. Ze wzgledu na duzg liczbe uzyskiwanych
danych i ciagly spadek kosztéw przeprowadzenia analizy, do najpopularniejszych obecnie metod
genotypowania S. aureus naleza oparte na technice sekwencjonowania.
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Summary

Staphylococcus aureus is an important pathogen causing both hospital and community-acquired
infections. S. aureus strains are often resistant to commonly used antibiotics, thus development
of techniques to rapidly identify and genotype is essential in order to control the dissemination
of multidrug resistant strains of S. aureus in the environment, which could lead to an epidemic.
Typing methods can be divided into those based on phenotypic and those based on genetic
characteristics of the examined microorganism. The most reliable genotypic methods in S.
aureus epidemiological studies were described. These would include the following: Plasmid
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Profile Analysis (PPA), Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE), Multi-Locus Sequence Typing
(MLST), Spa Typing, Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Amplified-Fragment Length
Polymorphism (AFLP), Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), Multiple-Locus
Variable Number Tandem Repeat Analysis (MLVA) and Whole Genome Sequencing (WGS). All
of these methods have been compared in terms of their reproducibility, costs, time of analysis,
differentiation potential and exemplary applications in epidemiological studies of S. aureus.
Despite there being a variety of methods currently used for genotyping, not all of them meet the
criteria set by different kinds of epidemiological investigations. Because of the large amount of
generated data and decrease of costs, the most popular methods used for S. aureus genotyping
are based on sequencing techniques.
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AA-MRSA - odzwierzece metycylinooporne S. aureus (animal-associated methicillin resistant
Staphylococcus aureus); AFLP - selektywna amplifikacja fragmentéw restrykcyjnych (amplified-
-fragment length polymorphism); CA-MRSA - pozaszpitalne metycylinooporne S. aureus (commu-
nity-associated methicillin-resistant S. aureus); CC kompleks klonalny (clonal complex); HA-MRSA
- szpitalne metycylinooporne S. aureus (hospital-associated methicillin-resistant S. aureus); IUMS
- Miedzynarodowa Unia Towarzystw Mikrobiologicznych (International Union of Microbiological
Societes); LA-MRSA - metycylinooporne S. aureus pochodzace od trzody chlewnej (livestock-
-associated methicillin-resistant S. aureus); LM-PCR - PCR oparte o ligacje adaptoréw (ligation
mediated PCR); MLST - sekwencjonowanie genéw metabolizmu podstawowego (multilocus
sequence typing); MLVA - typowanie oparte o sekwencje VNTR (multiple-locus variable number
tandem repeat analysis); MSSA — metycylinowrazliwe S. aureus (methicillin susceptible S. aureus);
NGS - sekwencjonowanie drugiej generacji (next generation sequencing); PFGE - analiza restryk-
cyjna chromosomowego DNA potaczona z elektroforeza pulsowg (pulse-field gel electrophoresis);
PPA - analiza DNA plazmidowego (Panton-Valentin leucocidin, leukocydyna Panton-Valentin
pulse-field gel electrophoresis); pz - para zasad; RAPD - losowa amplifikacja polimorficznego
DNA (random amplifies polymorphic DNA); RFLP - polimorfizm dtugosci fragmentéw restrykcyj-
nych (restriction fragment length polymorphism); SLST - sekwencjonowanie pojedynczego locus
(single locus sequence typing); ST - typ sekwencyjny (sequence type); TGS - sekwencjonowanie
trzeciej generacji (third generation sequencing); VNTR - zmienna liczba powtérzen tandemowych
(variable number tandem repeats); VRSA - wankomycynooporne S. aureus (vancomycin resistant
S. aureus); WGS - sekwencjonowanie catego genomu (whole genome sequencing).

pooperacyjnych; powoduje takze zakazenia szpiku kost-

nego czy bakteriemie. S. aureus znany jest réwniez z

Staphylococcus aureus jest waznym patogenem czlo- bardzo szybkiego nabywania cech lekoopornosci [8].
wieka, obecnym zaréwno w $rodowisku szpitalnym, Zakazenia o etiologii MRSA, czyli te spowodowane
jak i pozaszpitalnym [15]. Jest czynnikiem etiologicz- przez szczepy S. aureus oporne na dziatanie antybioty-
nym infekcji skéry, tkanek miekkich, zwtaszcza ran kéw B-laktamowych sg problemem na skale globalna,
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czemu towarzyszy znaczne obcigzenie finansowe pla-
céwek medycznych [21]. Infekcje szpitalne wywotane
przez ten patogen wiaza sie ze wzrostem wskaznikéw
zachorowalno$ci i $miertelno$ci wérdd pacjentéw [25].
Nalezy pamieta¢, iz S. aureus jest sktadnikiem mikro-
bioty skdry i bton fizjologicznych cztowieka. Szacuje sie,
ze 30-60% osdb jest statymi badZ przejsciowymi nosicie-
lami tego mikroorganizmu w jamie nosowej. Nosiciel-
stwo szczepéw wielolekoopornych moze mieé znaczenie
w powstawaniu ognisk epidemicznych [39].

Istnieje wiele metod, ktére znalazty zastosowanie
w identyfikacji S. aureus. Metody fenotypowe: bioche-
miczne (np. system VITEK) czy te oparte na analizie
biatek badanych izolatéw (np. MALDI-TOF MS), dzieki
automatyzacji, duzej przepustowosci (zdolnosci do
analizy duzej liczby prébek w krétkim czasie) i niskim
kosztom badania sg stosowane w rutynowej diagno-
styce mikrobiologicznej, natomiast metody genetyczne
(wykrywanie genu coa czy sekwencjonowanie pod-
jednostki 16s rRNA) w badaniach naukowych [16, 40].
Obecnie w obrebie gatunku S. aureus wyréznia sie dwa
podgatunki: S. aureus subsp. aureus — obecny w terminolo-
gii jako S. aureus oraz S. aureus subsp. anaerobius - bedacy
czynnikiem etiologicznym choroby Morela u owiec, bar-
dzo rzadko powodujacy ropnie u ludzi [10].

Metody genotypowe sa oparte na analizie materiatu
genetycznego drobnoustrojéw - DNA chromosomo-
wego i/lub plazmidowego pod katem budowy struktu-
ralnej, homologii miedzy badanymi izolatami czy braku
badZ obecnosci swoistych gendw, a ich celem jest okre-
$lenie stopnia pokrewieristwa szczepéw w obrebie jed-
nego gatunku drobnoustroju [45]. Metodg badajaca DNA
pochodzenia plazmidowego jest analiza profili plazmido-
wych - PPA. Jest jednak stosowana rzadko ze wzgledu na
niski potencjat réznicujgcy (zdolnoéé rozréznienia dwéch
niespokrewnionych izolatéw). Za pomoca PPA duza cze$¢
plazmidéw szczepéw MRSA i MSSA nie zostaje wykryta,
a gléwna przyczyna jest mata liczba ich kopii w pojedyn-
czej komdree [42, 51]. Genotypowanie szczepdw S. aureus
jest procesem niezbednym majacym na celu charaktery-
styke rozprzestrzeniania sie izolatéw wielolekoopornych,
w tym klonéw MRSA, majacych obecnie najwieksze zna-
czenie w epidemiologii [55]. W poréwnaniu do metod
fenotypowych, metody opierajgce sie na analizie mate-
riatu genetycznego drobnoustrojéw sg powszechnie uzna-
wane za bardziej czule, szybsze i wiarygodniejsze [18].
Najwazniejsze parametry, wedtug ktérych metody geno-
typowania sg poréwnywane to typowalno$é, powtarzal-
no$¢ i odtwarzalno$¢ oraz potencjat réznicujacy [14].
W badaniach epidemiologicznych dotyczacych szczepéw
S. aureus rzadko jest stosowana tylko jedna metoda typo-
wania molekularnego. Zazwyczaj stosuje sie co najmniej
dwie rézne techniki genotypowania, co pozwala na bar-
dziej szczegbtowy i wiarygodna analize izolatéw [22].

Wyniki dalszych badati nad epidemiologia S. aureus zaleza
w duzej mierze od rozwiazania aktualnych probleméw
zwigzanych z metodami typowania drobnoustrojéw.

Nadziejg sg szybko rozwijajace sie techniki genotypo-
wania oparte na sekwencjonowaniu, ktére zapewniajg
wiele informacji na temat organizacji catego materiatu
genetycznego S. aureus. Najwieksze znaczenie wydaja sie
mie¢ badania dtugoterminowe, gdyz ich wyniki pozwalaja
w duzym stopniu na przewidywanie scenariuszy roz-
przestrzeniania sie klondw S. aureus, a co za tym idzie
umozliwiajg opracowanie programdéw zapobiegania
powstawania ognisk infekcyjnych w §rodowisku zaréwno
szpitalnym, jak i pozaszpitalnym [53].

ANALIZA RESTRYKCYJNA CHROMOSOMOWEGO DNA
POLACZONA Z ELEKTROFOREZA PULSOWA (PFGE)

Analiza restrykcyjna chromosomowego DNA pota-
czona z elektroforeza pulsows, czyli PFGE, przez wiek-
szo$¢ badaczy nadal jest uwazana za zloty standard
w typowaniu drobnoustrojéw [11, 19, 36, 37, 46, 47].
Juz w latach 90 XX w. zastgpita typowanie fagowe jako
narzedzie do badari epidemiologicznych [46]. PFGE jest
najcze$ciej stosowana metoda w badaniu epidemiologii
lokalnie wystepujacych szczepdw S. aureus i badar krét-
koterminowych [4] oraz jest metodg z wyboru w ,,DNA
fingerprinting” MRSA [26]. Jest to metoda analizujaca
caly materiat genetyczny komérki bakteryjnej [2, 19].
Polega na trawieniu rzadko tngcymi enzymami restryk-
cyjnymi i rozdziale powstatych fragmentéw DNA [2,
36]. Wynikiem zastosowania odpowiednio dobranych
enzyméw jest uzyskanie duzych fragmentéw o wielko-
$ci 50000-250000 pz [46]. Ze wzgledu na wielko$¢ uzy-
skanych fragmentdw, do ich rozdzialu nie nadaje sie
konwencjonalny rozdzial elektroforetyczny i wyma-
gany jest specjalistyczny sprzet do przeprowadzenia
elektroforezy oraz zastosowanie zmiennego pola elek-
trycznego [2]. Liczba fragmentéw DNA zalezy od dtugo-
$ci rozpoznawanej przez enzym restrykcyjny sekwencji
oraz procentowej zawartosci par zasad GC w trawio-
nym DNA [19]. Na uzyskany wzdr elektroforetyczny
wplywajg takze delecje, insercje i mutacje punktowe
w badanym materiale genetycznym [52].

Ze wzgledu na niewielka liczbe uzyskanych fragmentéw
jest to metoda znacznie prostsza niz RFLP. Dla poréw-
nania, enzym Hind III stosowany w metodzie RFLP tnie
genom S. aureus na ponad 1000 fragmentdw, podczas gdy
zastosowanie enzymu Sma I w PFGE powoduje powsta-
nie 25 fragmentdw [2]. Najcze$ciej stosowanymi enzy-
mami restrykcyjnymi do badania S. aureus metodg PFGE
sa Sma I i Csp I. Szczepy, ktdre majg takie same wzory
restrykcyjne zalicza sie do tego samego typu makrore-
strykcyjnego czy typu PFGE. Szczepy, u ktérych we wzo-
rze zaobserwowano réznice jednego czy dwdch prazkéw
korespondujgcych ze zmianami w genomie (insercje,
delecje, mutacje punktowe powodujace strate lub zysk
miejsca restrykcyjnego) sg przypisywane do subtypéw,
a izolaty réznigce sie trzema i wiecej prazkami do réz-
nych typéw PFGE. W ten sposéb mozliwe jest ustalenie
genetycznych powigzat miedzy badanymi izolatami
w badaniach epidemiologicznych [7].
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Analiza DNA chromosomowego za pomoca PFGE jest
uznawana za metode uzyteczng w dochodzeniu Zré-
det, drég transmisji i rozpowszechniania szpitalnych
szczep6w MRSA. Metoda ta pozwala na wglad w cato-
$ciowy obraz organizacji genomu bakteryjnego [1] oraz
jest metoda odniesienia do opracowania nowych tech-
nik biologii molekularnych typowania drobnoustro-
jéw [11]. PFGE ma bardzo duzy potencjal réznicujacy
i mozna jej uzy¢ do typowania wszystkich drobnoustro-
jéw [1, 19, 47]. Ma takze najlepiej wystandaryzowane
protokoty, jesli chodzi o badania epidemiologiczne
MRSA [39]. Schemat klasyfikacji izolatéw do typéw
powstatych w wyniku uzyskania PFGE, jak i nomenkla-
tura sa powszechnie znane i zrozumiate. W wielu bada-
niach, gdzie pod uwage brane byly szczepy CA-MRSA,
metody PFGE, MLST oraz okre$lanie typu spa izolatu
mialy poréwnywalny potencjal dyskryminujacy [36].
Niemal wszystkie izolaty S. aureus sa typowalne,
a niewielka liczba uzyskanych prazkéw utatwia inter-
pretacje wynikdw [46].

Niestety, metoda ma tez wady, do ktérych naleza m.in.
duze koszty, czasochtonnos$é, pracochtonno$é, koniecz-
no$¢é posiadania specjalistycznego sprzetu i statego
nadzoru nad warunkami analizy [11, 47]. Niewielkie
réznice w protokotach i parametrach przeprowadzanej
elektroforezy moga by¢ przyczyna niskiej powtarzalno-
$ci [2, 36]. Fragmenty DNA o podobnej wielko$ci moga
na siebie nachodzi¢, utrudniajac interpretacje obrazu
elektroforetycznego. Obraz zaburzaé mogag takze
fragmenty DNA plazmidowego. Do przeprowadzenia
analizy potrzebna jest takze droga aparatura i odczyn-
niki, a jej czas trwania wynosi 2-4 dni [19, 46]. Istot-
nym ograniczeniem jest takze pojawianie sie¢ izolatéw,
nietypowalnych, tj. odzwierzecy klon ST398 [52] czy
szczepy AA-MRSA wystepujace gléwnie w Azji, Euro-
pie i Ameryce Péinocnej, cechujace sie metylacja miej-
sca restrykcyjnego dla enzymu restrykcyjnego Sma
1[35]. PFGE znalazto zastosowanie w charakterystyce
powiazan miedzy rzadziej badanymi S. aureus subsp.
anaerobius i S. aureus subsp. aureus [50] oraz umozli-
wia rozréznianie szczepdw MRSA i daje szeroki wglad

w mechanizmy ich transmisji, a jej wyniki moga stano-
wi¢ podstawe do opracowania dziatan prewencyjnych,
majacych na celu ograniczenie ich rozpowszechniania
sie [27].

SEKWENCJONOWANIE GENOW METABOLIZMU
PODSTAWOWEGO (MLST)

MLST to obecnie podstawowa metoda typowania szcze-
péw MRSA do celédw epidemiologicznych [27]. Polega
na zsekwencjonowaniu polimorficznych regionéw sied-
miu gendw metabolizmu podstawowego o dtugosci 450-
500 pz, uzyskanych wczeéniej za pomocg reakcji PCR.
Uwzgledniajac to, ze geny metabolizmu podstawowego
sa niezbedne do zycia komérki bakteryjnej, sg zawsze
obecne w badanym materiale genetycznym [2]. Typ ST
jest okre$lany przez poréwnanie uzyskanych warian-
téw siedmiu genéw z sekwencjami zawartymi w bazie
danych. Istnieje wiele wariantéw kazdego genu, dlatego
prawdopodobiefistwo tego, aby niespokrewnione klony
mialy taki sam typ sekwencyjny jest bardzo niskie. 1zo-
laty o takich samych profilach allelicznych zaklasyfiko-
wane zostaja do tego samego klonu [24, 30, 36, 49]. Do
genéw standardowo analizowanych u S. aureus nalezg:
arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi oraz yqiL, przy czym panel
ten moze by¢ rozszerzony o nastepujace: sasA, sasB,
sasD, sasE, sasF, sasH i sasI [7] (tabela 1). Warto wspo-
mniel, iz zastosowanie tej metody wymaga uzycia
specjalistycznego oprogramowania, tj. eBURST, ktére
stuzy do projektowania ewolucyjnego modelu, zapew-
niajgcego badaczom informacje o tym jak powstaja i roz-
przestrzeniajg sie klony S. aureus [7, 52].

MLST ma duzy potencjal réznicujacy, bogate bazy danych
(www.mlst.net) czy powszechnie nieznang nomenkla-
ture [2, 49]. Miedzynarodowe nazewnictwo klondw
MRSA (np. klon ST22-MRSA-1V, czyli 22 typ sekwencyjny,
szczep metycylinooporny zawierajacy IV typ gronkow-
cowej kasety chromosomalnej) wykorzystujace okresle-
nia uzywane w metodzie MLST zostalo zaakceptowane
przez IUMS [4]. Odtwarzalno$¢ metody i internetowe
bazy danych zapewniaja staty dostep do wynikéw badani

Tabela 1. Geny Staphylococcus aureus analizowane w metodzie MLST i kodowane przez nie biatka

Gen Kodowane biatko

arcC kinaza karbaminianowa

arok dehydrogenaza Shikimate

glpF kinaza glicerolowa

gmk kinaza guanylanowa

pta acetylotransferaza fosforanowa

tpi izomeraza triozofosforanowa

yail acetylotransferaza acetylokoenzymu A
sasABDEFH biatka powierzchniowe odpowiedzialne

za adhezje i proces formowania sie biofilmu

Wedtug [3, 7, www.mlst.net].
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z catego $wiata, dzieki czemu poréwnania miedzylabo-
ratoryjne nie sprawiaja trudnosci [19, 34, 35, 49]. MLST
jest metoda stosowang gtéwnie w badaniach dtugoter-
minowych, poniewaz wykrywa réznice materiatu gene-
tycznego, ktére wolno gromadzg sie w genomie [34, 54].
Pozwala m.in. na identyfikacje oraz rozréznienie szcze-
péw MRSA i MSSA pochodzacych zaréwno ze $rodowi-
ska szpitalnego, jak i pozaszpitalnego [19], prowadzenie
dochodzeti o rozpowszechnianiu klonéw S. aureus [34],
studiowanie ewolucji MRSA na skale globalna [52] czy
typowanie szczepédw odzwierzecych LA-MRSA i §ledze-
nie ich transmisji miedzy ludZmi a zwierzetami [46].
Uznaje sie jg takze za metode referencyjna stosowang
w charakterystyce struktury genetycznej S. aureus, w kté-
rej dominuje kilkana$cie komplekséw klonalnych zawie-
rajacych kilkaset typéw sekwencyjnych [30]. Metoda ma
jednak liczne wady. Chcac wykorzystaé MLST do analizy
szczepéw blizej spokrewnionych, konieczne moze by¢
jednoczesne zastosowanie innych metod, tj. typowanie
spa [7, 55]. Poza tym, analizuje tylko cze$¢ zmiennosci
genomowej i wymaga czystych kultur bakteryjnych. Ze
wzgledu na duzy naktad pracy, wysokie koszty analizy
zwiazane z wykorzystaniem techniki sekwencjonowa-
nia oraz ograniczong dostepnos$¢ laboratoriéw do tech-
nik sekwencjonowania o duzej przepustowosci, nie jest
to metoda rutynowo stosowana w analizie ognisk infek-
cyjnych [49]. Przyktadowo, do analizy jednego szczepu
konieczne jest przeprowadzenie siedmiu reakcji PCR, po
jednej dla kazdego genu metabolizmu podstawowego
oraz czternastu reakcji sekwencjonowania, po dwie na
kazdy produkt PCR [2]. Ze wzgledu na te ograniczenia
metody, prébuje sie zaadaptowac inne techniki genoty-
powe w celu detekgji polimorfizmu gendéw metabolizmu
podstawowego (PCR-RFLP czy mikromacierze DNA) [7].

TYPOWANIE OPARTE 0 SEKWENCJE VNTR (MLVA)

MLVA jest metoda polegajaca na jednoczesnej analizie
loci zawierajacych zréznicowang liczbe tandemowych
powtdrzeni. Analiza jednego takiego loci zwana jest tech-
nikg VNTR. Produkty PCR zostaja poddane rozdziatowi
elektroforetycznemu, dzieki czemu otrzymuje sie wzér
charakterystyczny dla badanego szczepu S. aureus [44,
47]. VNTR zostato zaproponowane do genotypowania
izolatéw S. aureus kilka lat temu, uwzgledniajac gen coa
kodujacy koagulaze, nastepnie gen spa kodujacy gron-
kowcowe biatko A. W nastepnych latach powtdrzenia
tandemowe obecne w kilku genach byty analizowane
jednoczes$nie tworzac charakterystyczne wzory dla
badanych szczepéw [31]. Genami najcze$ciej branymi
pod uwage przy analizie szczepéw S. aureus sa m.in. clfB,
clfa, kodujace biatko A/B wigzace fibrynogen czy gen
spa [47].

MLVA moze sie staé metoda odpowiednig do krétko-
terminowych badan epidemiologicznych. Konieczne
jest jednak opracowanie protokotu, ktéry okre-
$li odpowiedni zestaw analizowanych markeréw
VNTR i starteréw. Choé uwaza sie, ze potencjat réz-
nicujgcy MLVA i PFGE jest podobny, MLVA ma jedna

gtéwna wade - uzyskane tg metoda profile nie sa
tatwo poréwnywalne miedzy laboratoriami, co wiaze
sie z trudno$ciami w tworzeniu miedzynarodowych
baz danych [37]. Badania wykazaly doskonata zgod-
nos$¢ miedzy wynikami typowania szczepdw S. aureus
uzyskanymi metoda MLST i MLVA oraz typowaniem
spa, przy czym najwyzszym potencjatem rdznicuja-
cym charakteryzowata sie wlagnie metoda MLVA [31].
W poréwnaniu do innych metod biologii molekularnej
wymaga tylko podstawowego sprzetu [38] oraz opiera
sie na reakcji PCR, wiec jest mozliwa do wykonania
w wielu laboratoriach [37]. Inne badania wykazaly, iz
zastosowanie metody MLVA bazujgcej na zmienno$ci
w 8 loci, w poréwnaniu do techniki MLST pozwolito na
poprawne przyporzadkowanie nowego izolatu MRSA
do kompleksu klonalnego - CC, przy znacznie nizszym
nakladzie finansowym [44].

LOSOWA AMPLIFIKACJA POLIMORFICZNEGO DNA (RAPD)

Jedna z najpopularniejszych i zarazem najprostszych
technik typowania mikroorganizméw jest metoda
RAPD. Zasada metody opiera sie na losowej amplifi-
kacji w reakcji PCR i wykorzystuje w tym celu oligo-
nukleotydowe startery o dtugosci 9-10 pz. Startery
hybrydyzuja z mniej lub bardziej homologicznymi
sekwencjami matrycy losowo [29, 47]. Obnizenie swo-
isto$ci ich przytaczania do matrycy uzyskuje sie dzieki
obnizeniu temperatury w czasie poszczegdlnych cykli
reakcji PCR. Celem zastosowania metody jest uzyska-
nie od kilku do kilkudziesieciu fragmentéw o dtugo-
$ci 100-2000 pz. Tak uzyskany profil elektroforetyczny
izolatu obrazuje réznice w sekwencjach, do ktérych
przyltacza sie starter, réznice w dtugo$ci powiela-
nych fragmentéw oraz réznice w konformacji mate-
riatu genetycznego. Im bardziej profile sie réznia, tym
mniejsze jest pokrewiefistwo miedzy badanymi szcze-
pami [47].

W pordéwnaniu do metod biochemicznych typowania
drobnoustrojéw, jest to metoda szybka, tania i wyma-
gajaca zastosowania podstawowej aparatury [29]. Ze
wzgledu na bardzo duzy wptyw na wyniki metody
czynnikdéw zwiazanych ze srodowiskiem reakcji PCR,
tj. stezenie starterdw, jakos$¢ i stezenie matrycowego
DNA, warunki procesu elektroforezy oraz rodzaj zasto-
sowanej polimerazy, poréwnanie wynikéw miedzy
laboratoriami jest wtasciwie niemozliwe [19, 39]. Nie
ma takze ogdlnie przyjetych wytycznych o interpreta-
cji wynikéw [47]. Aby RAPD mozna byto uznaé za tech-
nike o optymalnej powtarzalnosci i odtwarzalnosci,
konieczna jest standaryzacja parametréw technicz-
nych. RAPD jest metoda uzyteczng tylko w szybkich
badaniach poréwnawczych niewielkiej liczby szcze-
péw, natomiast nie znajduje zastosowania w szerszych
badaniach majacych na celu kontrole rozpowszech-
niania sie szczepéw alarmowych i ich typowania [7].
Obecnie metoda jest uzyteczna w badaniu pojedyn-
czych ognisk infekcji MRSA, a jej wyniki pozwalaja na
ocene stopnia pokrewiefistwa szczepSw [26].
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SELEKTYWNA AMPLIFIKACJA FRAGMENTOW
RESTRYKCYJNYCH (AFLP)

POLIMORFIZM DtUGOSCI FRAGMENTOW RESTRYKCYINYCH
(RFLP)

Selektywna amplifikacja fragmentéw restrykcyjnych
nalezy do metod opartych na selektywnej amplifikacji
fragmentdw restrykcyjnych z dotaczonymi do nich ada-
ptorami oligonukleotydowymi - LM-PCR [47]. Mozna
wyrdznié cztery etapy AFLP:

* trawienie calego DNA z udzialem dwéch enzyméw
restrykcyjnych,

* ligacja otrzymanych fragmentéw z adaptorami,

* selektywne powielenie produktéw ligacji za pomoca
starteréw homologicznych do sekwencji adaptor-miej-
sce restrykcyjne,

* rozdziat produktéw.

Powielane fragmenty sg otrzymywane dzieki zastoso-
waniu enzymdw restrykcyjnych [19]. Najcze$ciej jeden
z enzymdéw charakteryzuje sie $rednig czesto$cia ciecia
(np. Eco RI), natomiast drugi jest enzymem czesto tngcym
(np. Mse I lub Tag I) [41, 47]. Amplifikacje prowadzi sie
z uzyciem starteréw o takiej samej sekwencji co adaptor,
ktéra jest wydtuzona na konicu 3’ o sekwencje miejsca
restrykcyjnego oraz 2-4 selekcyjne nukleotydy. Powiele-
nie fragmentu DNA nastepuje jedynie wtedy, gdy starter
na koricu 3’ jest komplementarny do obu stron fragmentu
restrykcyjnego [2, 47]. Po elektroforezie w zelu poliakry-
lamidowym otrzymuje sie wzdr 40-200 prazkéw. Takie
wzory elektroforetyczne u poréwnywanych szczepéw
bakteryjnych wykazujg polimorfizm, poniewaz w ich
genomach wystepuja mutacje w miejscach restrykcyj-
nych, mutacje w sekwencjach sgsiadujacych do miejsc
restrykcyjnych i komplementarnych do wydtuzen starte-
réw oraz insercje lub delecje w obrebie sekwencji nukle-
otydowych amplifikowanych fragmentéw [41].

Metoda AFLP ma duzy potencjal réznicujacy, jest uni-
wersalna, stosunkowo prosta w wykonaniu, ale z powodu
duzego kosztu analizy, stosowana jest raczej do opisu poje-
dynczych przypadkéw zakazeni niz do badan epidemiolo-
gicznych na wieksza skale [47]. Interpretacja profili jest
czesto problematyczna ze wzgledu na réznice w inten-
sywnoéci prazkéw, co przekltada sie na duze trudnosci
w poréwnaniach miedzylaboratoryjnych [2]. Gléwna zaletg
AFLP jest mozliwo$é wykrycia pojedynczych réznic w
genomach organizméw blisko spokrewnionych [7, 19, 47],
dlatego znajduje zastosowanie w badaniach ustalajacych
pokrewieristwo szczepéw S. aureus, w badaniach filoge-
netycznych czy w badaniach nad horyzontalnym transfe-
rem gendw [47]. Dzieki tej technice udato sie wykazaé np.
klonalng transmisje szczepdw S. aureus miedzy cztonkami
rodzin, a ich zwierzetami domowymi, przy czym ustalono
takze, ze to koty i psy byly rezerwuarem tej bakterii [41].
Warto wspomnieé, ze w niektérych badaniach, tj. réznico-
wanie szczepGw S. aureus subsp. anaerobius AFLP ma wiekszg
site dyskryminujacg niz metoda PFGE [50].

W ciggu ostatnich lat RFLP byta bardzo czesto stosowang
metodg typowania drobnoustrojéw. W tej technice,
cate bakteryjne DNA jest izolowane z czystych kultur,
a nastepnie trawione za pomocag enzymdéw restryk-
cyjnych rozpoznajacych krétkie dwuniciowe sekwen-
cje nukleotydowe. Otrzymane w ten sposéb fragmenty
sg rozdzielane na zelach elektroforetycznych i uwi-
daczniane za pomoca barwienia. W zwigzku z duzym
stopniem ztozonosci bakteryjnego genomu, w wyniku
zastosowania tej techniki uzyskuje sie setki prazkéw
na elektroforegramie, co jest zdecydowanie zbyt duzg
liczbg aby typowanie mozna bylo uznaé za rzetelne.
Skutkiem tej zaleznosci jest czeste upraszczanie otrzy-
manego profilu prazkéw przez zastosowanie sond
hybrydyzacyjnych. Takie sondy sg znanymi sekwencjami
oligonukleotydowymi komplementarnymi do uzyska-
nych fragmentéw DNA. Aby przeprowadzi¢ hybrydy-
zacje, konieczne jest przeniesienie fragmentéw DNA
z zelu na membrane. Technika ta nosi nazwe hybrydyza-
cji Southern-blot lub DNA fingerprinting [2]. Natomiast,
PCR-RFLP opiera sie na analizie szczeg6lnych fragmen-
téw DNA, ktére najpierw sg amplifikowane w reakcji PCR,
a nastepnie poddawane trawieniu za pomocg enzyméw
restrykcyjnych. Wybér badanego regionu DNA zalezy
od celu prowadzonej analizy i moze nim by¢ sekwen-
cja swoista dla danego gatunku bakterii pozwalajaca
na identyfikacje gatunkowg czy region umozliwiajacy
analize filogenetyczna. PCR-RFLP jest takze stosowane
do wykrywania pojedynczych mutacji. Wybrany region
DNA powinien zawiera¢ sekwencje na tyle zmienng, aby
pozwolito to na rozréznienie badanych szczepéw bakte-
rii. Startery powinny by¢ zaprojektowane do konserwa-
tywnych sekwencji flankujacych badany region. Enzymy
restrykcyjne czesto tnace, najczesciej sa wybierane tak,
aby rozpoznawaly sekwencje czteronukleotydowe [9].
W badaniach S. aureus do najcze$ciej analizowanych
genéw metodg PCR-RFLP nalezg gen coa kodujacy koagu-
laze ciety przez enzym Alul czy gen spa kodujacy biatko A
ciety przez Rsal [7, 43].

Zakres uzytecznosci tej metody zalezy od polimorfi-
zmu analizowanej sekwencji, dlatego moze by¢ wyko-
rzystana do rozrézniania szczepédw nalezacych do tego
samego gatunku [47]. Modyfikacja metody uzyteczna
w réznicowaniu szczepdéw S. aureus jest coa-RFLP. Koagu-
laza jest jednym z podstawowych biatek stuzgcych do
identyfikacji gatunkowej S. aureus. Dalsza analiza genu
coa za pomocg enzymow restrykcyjnych pozwala na réz-
nicowanie poszczegdlnych szczepéw S. aureus [9, 13].
Zaleta metody PCR-RFLP jest mata ilo$¢ materiatu gene-
tycznego potrzebnego do analizy, co utatwia typowanie
drobnoustrojéw trudnych w hodowli konwencjonalne;.
W przypadku pozostatych drobnoustrojéw zalecana jest
wstepna hodowla w celu otrzymania czystych kultur
bakteryjnych [2]. PCR-RFLP ma nizszy potencjal réznicu-
jacy niz metody oparte na technice PFGE. Wzrost poten-
cjatu réznicujacego PCR-RFLP moze zostaé uzyskany
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przez zastosowanie reakcji multipleks PCR, co pozwala
na analize wielu fragmentéw genomu bakteryjnego
w tym samym czasie, a nastepnie zastosowanie kilku
enzyméw restrykcyjnych. Gtéwna zaleta metody PCR-
-RFLP jest wiec jednoczesne uzyskanie przyporzadko-
wania badanego izolatu co do gatunku, jak i typowanie
szczepbw [9].

SEKWENCJONOWANIE GENU SPA (TYPOWANIE SPA)

Dzieki szybkosci i mozliwo$ci poréwnania wynikéw
uzyskanych w badaniach na calym $wiecie, sekwen-
cjonowanie genu spa jest jedng z najpopularniejszych
metod wykorzystywanych w typowaniu szczepéw S.
aureus, w tym MRSA [55]. Metoda ta nalezy do tech-
nik bazujacych na sekwencjonowaniu pojedynczego
locus - SLST, co oznacza, Ze opiera si¢ na poréwnaniu
réznic miedzy sekwencjami jednego genu. Gen wybie-
rany do analiz tego typu powinien zawieral sekwencje
powtarzajace sie, o odpowiednim stopniu polimorfi-
zmu [46]. Typowanie spa polega na sekwencjonowa-
niu genu spa, ktéry koduje gronkowcowe biatko A.
Gen spa zawiera rézne regiony funkcjonalne, w tym
region wigzgcy Fc czy region X. Polimorficzny region
X genu spa jest zbudowany z réznej liczby powtarza-
jacych sie fragmentéw o dtugo$ci 24 pz. R6znice mie-
dzy analizowanymi sekwencjami pojawiajg sie po
wystapieniu mutacji punktowych, delecji czy duplika-
cji nukleotyddw [27, 49]. Sekwencje powtarzajace si¢
réznig sie miedzy sobg przynajmniej 1 nukleotydem,
a zmienna cze$¢é regionu X moze zawieraé 2-16 powto-
rzen [46]. Miedzynarodowa baza danych Ridom Staph
Type umozliwia poréwnanie uzyskanych w analizie
typéw spa S. aureus. Oprogramowanie wykrywa réw-
niez liczbe powtarzajacych sie sekwencji i okre$la typ
spa badanego izolatu. Zauwazono takze, iz typy spa
korelujg z patogennoscia i wirulencja drobnoustro-
jéw [30].

Jest to metoda stosunkowo malo kosztowna
w poréwnaniu do innych metod molekularnych,
charakteryzuje sie dobrg odtwarzalno$cig. Istnieje
takze wystandaryzowane nazewnictwo metody,
co ulatwia poréwnanie wynikéw. A co wazne, jest
takze odpowiednia do badan krétkoterminowych,
na skale lokalng [46]. Gléwnag zaleta jest prostota jej
wykonania, bo sekwencjonowaniu poddawane jest
tylko jedno locus. Szacuje sie, ze potencjat réznicujgcy
typowania spa lezy miedzy metoda MLST a PFGE [27],
ale nalezy zaznaczy¢, iz w przypadku szczepdw MRSA
obserwuje sie wystapienie izolatéw niezawierajgcych
genu spa [46]. Typowanie spa moze by¢é uzyteczne nie
tylko w badaniach epidemiologicznych na duza skale,
ale takze do badania epidemii szpitalnych. Typem spa
najczesciej izolowanym w wiekszosci krajéw euro-
pejskich (oprécz Polski) jest typ spa t032, izolowany
z czesto$cig 11%. Do réwnie czesto izolowanych typdw
spa o zasiegu $wiatowym nalezg t003, t002, t008, kt6-
rych obecno$¢ zaobserwowano na terenie Polski [30].

SEKWENCJONOWANIE CALEGO GENOMU (WGS)

Sekwencjonowanie calego genomu moze zrewolucjonizo-
wacé dotychczasowe pojecie na temat infekcji spowodowa-
nych przez S. aureus [32]. Jako narzedzie badawcze, WGS
dostarczyto licznych informacji na temat pochodzenia
wielolekoopornych szczepdw S. aureus, genetycznych pod-
staw ich wirulencji, struktury populacyjnej tego patogenu
czy drég rozpowszechniania sie klonéw [20]. W nastep-
nych latach, uzycie WGS moze umozliwi¢ przewidywa-
nie ewolucji mechanizméw lekoopornosci czy typowanie
szczep6w S. aureus z najwyzsza mozliwa do osiagniecia
sita réznicujgcg. Takie wyniki stanowityby niewatpliwie
solidna podstawe do opracowania skutecznych sposobéw
zapobiegania szerzenia sie infekcji S. aureus czy zarzagdza-
nia i kontroli juz istniejacych. Technika ta dostarcza mak-
simum informacji na temat genomu badanego szczepu,
a koszty przeprowadzenia sekwencjonowania zmierzaja
ku $rednim kosztom innych metod genotypowych. WGS
mogloby sie sta¢ uniwersalnym narzedziem w bada-
niach epidemiologicznych réznego rodzaju: krétkotermi-
nowych, dugoterminowych, na skale lokalna, krajowa,
miedzynarodowa, w §rodowisku szpitalnym i pozaszpi-
talnym [32]. Aby to mogto sie jednak spetnié, niezbedne
jest powstanie baz danych, zautomatyzowanych, ogdlno-
dostepnych narzedzi bioinformatycznych, opracowanie
systemdéw wymiany i przetwarzania bardzo wielu danych
i sposobdéw ich przechowywania oraz powszechnej akcep-
tacji przez specjalistéw i personel laboratoriéw [23].

Poczatkowo sekwencjonowanie opierato sie na zasto-
sowaniu techniki elektroforezy kapilarnej. Bylo to
sekwencjonowanie pierwszej generacji, zwane takze
sekwencjonowaniem Sangera. Cechowalo sie wysokimi
kosztami przeprowadzenia analizy oraz dtugim czasem
jej trwania. Wprowadzenie technik sekwencjonowania
drugiej generacji, zwanych takze NGS znacznie obnizyto
koszty analizy i zwiekszylo przepustowo$¢ metody. Obec-
nie dostepnych jest wiele platform do sekwencjonowa-
nia NGS: Illumina Platform (Illumina), SOLiD platform
(Life Technologies), MiSeq (Illumina) czy lon Torrent (Life
Technologies) [32]. Trwajg prace nad sekwencjonowaniem
trzeciej generacji - TGS, ktére cechuje sie analiza w czasie
rzeczywistym. TGS umozliwia bezposrednig obserwacje
dziatania polimerazy tworzacej ni¢ DNA przy duzej prze-
pustowosci i wiekszej dtugo$ci uzyskiwanych odczytéw.
Prowadzi to do znaczacego obnizenia kosztéw analizy, jed-
nak w poréwnaniu do sekwencjonowania technika San-
gera i NGS, cechuje sie takze bledem na poziomie 5% [33].
Przyktadami sekwenatoréw trzeciej generacji sg MinION
(OxfordNanopore) czy Sequel (Pacific Biosciences), ktére
moga generowal fragmenty dtuzsze niz 200 kb [5].

ZALETY WGS

Sekwencjonowanie catego genomu (WGS) zapewnia
jednoczesne uzyskanie informacji na temat obecno$ci
genéw kodujgcych toksyny, mechanizméw opornosci
i relacji miedzy izolatami [5] oraz pozwala na poréw-
nanie genoméw mikroorganizméw z rozdzielczo$cia
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1 pz[33]. Metoda staje sie coraz szybsza i tarisza. Juz dzi$
za pomoca urzadzen stacjonarnych mozliwe jest uzyska-
nie wyniku sekwencjonowania calego genomu S. aureus
w ciggu kilku dni. Szacuje sieg, iz zsekwencjonowanie
genomu o wielkoSci 3 x 10° pz kosztuje okoto 75 $ (NGS),
co daje 400-krotng redukcje kosztéw uzyskang w ciggu
zaledwie 8 lat [32]. Dzieki rozdzielczo$ci z jakg poréw-
nywane sg izolaty oraz analizie czesto$ci mutacji geno-
mowych mozliwe jest precyzyjne oszacowanie czasu,
jaki mingt od oddzielenia sie badanych szczepéw od ich
wspélnych przodkéw. Sa to dane niezwykle uzyteczne
w charakterystyce zrédet i czynnikéw etiologicznych
infekgji szpitalnych. Dane uzyskane dzieki sekwencjono-
waniu rozpatrywane przez pryzmat informacji pocho-
dzacych z innych badari epidemiologicznych pozwola
na szybka detekcje nowych szczepéw alarmowych [20].
Przewiduje sie, Ze WGS bedzie bardzo pomocne w bada-
niu mechanizmdéw opornosci na antybiotyki. Juz teraz,
dzieki tej technice potwierdzono hipoteze, iz S. aureus
moze uzyskaé metycylinooporno$¢ dzieki transferowi
miedzygatunkowemu genu mecA warunkujacego opor-
no$¢ na wszystkie antybiotyki p-laktamowe od Sta-
phylococcus epidermidis oraz ustalono, ze szczepy VRSA
mialy gen opornoéci na glikopeptydy - VanA, w wyniku
horyzontalnego transferu genéw od enterokokdw.
Stwierdzono takze, ze niektére pojedyncze mutacje sa
zwigzane z obnizong wrazliwo$cia na antybiotyki gliko-
peptydowe [32].

Bezpoérednie klonowanie, sekwencjonowanie i funkcjo-
nalna analiza materiatu genetycznego z wybranych nisz
ekologicznych, czyli analiza metagenomiczna, pozwala
na okre§lenie interakcji miedzy organizmami zamiesz-
kujacymi to samo $rodowisko. Biorac pod uwage, ze
wiele drobnoustrojéw $rodowiskowych charaktery-
zuje sie wytwarzaniem substancji bakteriobdjczych,
analiza metagenomiczna moze umozliwi¢ ich identy-
fikacje. Przyktadem moze by¢ zidentyfikowanie dwéch
nowych antybiotykéw dziatajacych na szczepy MRSA -
fasamycyny A i B [32]. Badacze staraja sie réwniez tak
dopasowa¢ parametry metody i opracowaé odpowied-
nie algorytmy do analizy danych, aby dzieki informacji
genetycznej uzyskanej za pomoca technik sekwencjono-
wania bylo mozliwe przewidzenie fenotypowego wzoru
lekowrazliwo$ci szczepdw S. aureus. Gordon i wsp.
poréwnali wyniki uzyskane metoda sekwencjonowa-
nia, konwencjonalna i fenotypowa okre$lania profilu
opornosci S. aureus i ustalono zgodno$¢ na poziomie
87% [12]. Podobna zgodno$¢ uzyskano w innych bada-
niach [5, 20]. WGS moze takze wyprzeé niektdre inne
metody molekularne typowania drobnoustrojéw. Przy-
ktadowo, MLST moze zosta¢ zasymulowane na podstawie
danych uzyskanych w sekwencjonowaniu [20]. Straufl
i wsp. opracowali metode detekgji in silico 182 gronkow-
cowych genéw na podstawie danych uzyskanych metoda
sekwencjonowania i ocenili zgodno$¢ wynikéw uzyska-
nych ta technikg oraz za pomoca mikromacierzy na
96,8% [48]. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze z powodu obec-
noéci regionédw powtarzajacych sie i duzej réznorodno-
$ci, nie wszystkie geny mogg zosta¢ zaklasyfikowane do

wariantéw allelicznych bazujac na danych z sekwencjo-
nowania. W tej grupie genéw znajduja sie m.in. te kodu-
jace gronkowcowe biatka powierzchniowe, tj. coa; cna,
kodujacy biatko wiazace kolagen; clfa, clfB; fnbA, fnbB,
kodujace biatko A/B wiazace fibronektyne, ktére znacz-
nie wplywaja na interakcje miedzy bakteria a jej gospo-
darzem [48].

WADY WGS

Aby w przysztosci WGS moglo sie staé nie tylko ztozo-
nym narzedziem badawczym, ale takze rutynowg tech-
nikg diagnostyczng konieczne jest rozwigzanie kilku
przeszkdd w dalszym rozwoju tej techniki [32]. Do uzy-
skania sekwencji catego genomu niezbedne jest zastoso-
wanie odpowiednich narzedzi informatycznych, ktére sg
odpowiedzialne za skompletowanie uzyskanych danych.
Przed sekwencjonowaniem bowiem, genom jest ciety na
mniejsze fragmenty, a wynika to z ograniczenia sekwe-
natoréw pod wzgledem dtugosci analizowanych sekwen-
cji - do 1000 pz [5]. Usprawnienie metody musi polegaé
na uzyskiwaniu dtuzszych fragmentdw i czestszego ich
pokrycia [32, 33]. Zastosowanie urzadzeti sekwencjonu-
jacych o duzej przepustowo$ci wymaga uzycia ztozonych
procedur przygotowania prébki, duzej liczby cykli ska-
nowania, plukania i bazowaniu na reakcji PCR, co wiaze
sie z dlugim czasem badania. Uzyskane odczyty sa sto-
sunkowo krétkie, a to utrudnia ich analize; uzyskuje sie
80-90 % informacji genetycznej zawartej w catym geno-
mie [33].

Nie zawsze dane uzyskane w sekwencjonowaniu moga
by¢ wykorzystane w praktyce klinicznej. Przyktadem
jest obecno$¢ w zsekwencjonowanym materiale
genetycznym S. aureus operonu lukSF-PV, ktéra nie musi
korelowaé z produkcjg leukocydyny Panton-Valentin
(PV) i nie oznacza, ze badany izolat wywota agresywna
infekcje [20]. Aby uniknaé¢ mozliwo$ci kontaminacji
krzyzowej w badaniach nad jednym ogniskiem infekgj,
standaryzacja metod pobierania prébek, hodowli drob-
noustrojéw i analizy materiatu genetycznego powinna
zostaé wykonana. Trwajg takze prace nad zapewnieniem
odpowiednich technik technologii informacyjnej, ktére
utatwia przechowywanie ogromnych ilo$ci danych,
a takze umozliwig ich wymiane [32]. Przyktadowo, dane
uzyskane z sekwencjonowania genomu jednego izolatu
S. aureus majg objeto$¢ okoto 1 GB [33].

PODSUMOWANIE

Omawiane metody poréwnano pod katem potencjatu
dyskryminujgcego, czasu wykonania, powtarzalnosci
miedzylaboratoryjnej, tatwosci zastosowania i inter-
pretacji wynikéw oraz kosztéw analizy (tabela 2). Ze
wzgledu na wysoki potencjat dyskryminujacy i wysoki
wskaznik konkordancji wynikdw, najczesciej stoso-
wanymi metodami w badaniach nad epidemiologia
S. aureus sa PFGE, typowanie genu spa oraz technika
MLST. Obecnie obserwuje sie takze wzrost popularnosci
sekwencjonowania catego genomu badanych izolatéw,
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Tabela 2. Poréwnanie metod genotypowania Staphylococcus aureus

Metoda Za:;ts\:;s'ac'ma in:-:rt[;hr,:tgaécji _ Powtarzalnoéc'. (zas wykf)nania Poten.cja? Koszt
wynikéw edzylaboratoryjna [dni] dyskryminujacy

MLVA $rednia $rednia duza 1 duzy/bardzo duzy maty/$redni
RAPD fatwa Srednia mata 1 duzy maty
AFLP $rednia $rednia duza 1-2 duzy $redni
RFLP fatwa tatwa duza 1 $redni maty

PFGE Srednia Srednia Srednia 3-4 duzy/bardzo duzy $redni/duzy

Typ(:;vaanie $rednia $rednia duza 1-2 duzy $redni/duzy
MLST $rednia $rednia duza 1-2 duzy duzy
WGS $rednia/trudna trudna duza 1-2 bardzo duzy duzy

Wedtug [2, 6, 17,18, 27, 28, 42].

ale koszty analizy, jak i dostepno$é aparatury ogranicza
mozliwo$ci jej zastosowania. Warto takze zaznaczy¢, ze
jednym z gtéwnych parametréw metod genotypowych
branych pod uwage w szeroko zakrojonych badaniach
epidemiologicznych S. aureus jest powtarzalno$é mie-
dzylaboratoryjna wynikéw oraz istnienie miedzynaro-
dowych baz danych.

Dobér odpowiednich metod typowania wielolekoopor-
nych szczepéw S. aureus ma nadrzedne znaczenie w
badaniach nad ich rozprzestrzenianiem sie w $rodo-
wisku szpitalnym, jak i pozaszpitalnym, okre$laniu
relacji filogenetycznych czy opracowaniu programéw
prewengji i kontroli zakazeti o etiologii gronkowcowej.
Metody fenotypowe maja nizsze wskazniki konkordan-
cji i sity réznicujacej niz techniki genotypowania. Za ich
samodzielnym uzyciem nie jest mozliwe jednoznaczne

PISMIENNICTWO

potwierdzenie zaistnienia epidemii. Wyniki uzyskane na
podstawie analizy cech fenotypowych sg jednak cennym
zrédtem informacji, ktére moga byé uzyteczne we
wstepnym dochodzeniu epidemiologicznym S. aureus.
Metody polegajace na analizie materiatu genetycznego
badanych szczepéw maja wysoki potencjat réznicujacy
i m.in. z tego powodu staly sie technikami stosowanymi
w diagnostyce epidemiologicznej. Mimo zalet, metody
biologii molekularnej maja takze liczne mankamenty,
a to nie pozwala na wytonienie jednej, ktéra mogtaby
sie cechowaé uniwersalnoscia i bytaby odpowiednia dla
wszystkich typéw badan epidemiologicznych dotycza-
cych S. aureus. Najwieksza nadzieje poktada sie wiec w
metodach opartych na technice sekwencjonowania DNA
bakteryjnego, gdyz obserwuje sie tendencje spadkowa
kosztéw ich wykonania.
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