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1. Cel pracy

Celem pracy jest zaprojektowanie nowych metod typowania genetycznego drobnoustrojow
w oparciu o technike LM PCR, ich weryfikacja w stosunku do istniejgcych metod, konstrukcja uktadéow
diagnostycznych do jednoczesnego typowania i identyfikacji gatunkowej szczepdéw Klebsiella oxytoca oraz

Acinetobacter spp. oraz ocena ich przydatnosci w badaniach epidemiologicznych.



2. Streszczenie

Wprowadzenie technik molekularnych do diagnostyki mikrobiologicznej znacznie przyspieszyto
proces identyfikacji gatunkowej i réznicowania drobnoustrojéw. W ostatnich latach szczegdlnie duzo uwagi
przywigzuje sie do kontroli zakazen szpitalnych, czego konsekwencjg jest poszukiwanie nowych technik

molekularnych, jako narzedzi utatwiajgcych badania epidemiologiczne, a takze badania taksonomiczne.

Celem pracy byto opracowanie metody diagnostycznej, opartej na metodzie ligacji adaptoréw
(LM PCR, ang. Ligation Mediated PCR), ktéra umozliwitaby jednoczesng identyfikacje gatunkowa
i réznicowanie drobnoustrojow, jej weryfikacja w stosunku do istniejgcych metod oraz ocena jej

przydatnosci w badaniach epidemiologicznych.

W pierwszej czesci rozprawy przedstawitam propozycje nowej metody ddLMS PCR (ang. double
digestion Ligated Mediate Suppression PCR), ktéra do specyficznego typowania drobnoustrojow
wykorzystuje polimorfizm sekwencji poprzedzajgcej sekwencje markerowg (znang i specyficzng dla danego
gatunku sekwencje DNA). Metoda ta tgczy w sobie specyficznos$¢ charakterystyczng dla prostej reakcji PCR
i mozliwos¢ rdéznicowania szczepow, typowg dla technik LM PCR. W metodzie tej genomowe DNA
poddawane jest trawieniu dwoma enzymami restrykcyjnymi. Do powstatych fragmentdéw restrykcyjnych
w wyniku reakgcji ligacji przytgcza sie jeden rodzaj adaptora. Reakcje PCR przeprowadza sie z uzyciem dwdch
starteréw, z ktdrych jeden jest komplementarny do adaptora, a drugi do korica 5’ sekwencji markerowej.
Amplifikacji ulegajg tylko te fragmenty restrykcyjne, ktére zawierajg wewnatrz sekwencje markerowsa.

Pozostate fragmenty nie bedg amplifikowane ze wzgledu na brak miejsca wigzania dla startera.

Przedstawitam etapy projektowania metody ddLMS PCR, opisatam elementy krytyczne oraz
mechanizm molekularny, wptywajgcy na selekcje fragmentéw amplifikowanych w reakcji PCR. Koncepcje
metody zweryfikowatam na DNA faga lambda. Zaprojektowtam dwa uktady modelowe: (1) 5" ddLMS PCR
wykorzystujgcy enzymy restrykcyjne pozostawiajgce jednoniciowe korice 5’ oraz (2) 3’ ddLMS PCR
wykorzystujgcy enzymy restrykcyjne pozostawiajgce jednoniciowe konce 3’. Uktady modelowe miaty na
celu potwierdzi¢ przedstawione zatozenia mechanizmu molekularnego metody ddLMS PCR, okresli¢
specyficznos¢ amplifikacji fragmentéw zawierajgcych wewnatrz sekwencje markerowg oraz sprawdzi¢
wrazliwosci metody na kontaminacje. Wykazatam, ze wynik pozytywny, w postaci produktu PCR jest
mozliwy do uzyskania tylko wtedy, gdy DNA poddane analizie zawiera sekwencje markerowa,
charakterystyczng dla mikroorganizmu, dla ktérego uktad zostat zaprojektowany. Kontaminacja préby

materiatem genetycznym pochodzgcym od innych drobnoustrojéw nie miata wptywu na wynik typowania.

Poniewaz metoda ddLMS PCR nie jest uniwersalna, szczegétowo przedstawitam zasady
projektowania uktadéw diagnostycznych w zaleznosci od celu jaki chcemy uzyska¢ oraz warunki
i parametry krytyczne, wptywajace na specyficznos¢ i poziom dyskryminacji metody. Zaprojektowatam trzy

uktady diagnostyczne: (1) recA-ddLMS PCR do miedzygatunkowego typowania bakterii Acinetobacter sp.
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(2) rrn-ddLMS PCR do wewnatrzgatunkowego typowania Acinetobacter baumannii oraz (3) pehX- ddLMS

PCR do wewnatrzgatunkowego typowania Klebsiella oxytoca.

W drugiej czesci rozprawy przedstawitam mozliwos¢ wykorzystania znanych metod LM PCR, do
projektowania uktadéw diagnostycznych umozliwiajgcych jednoczesne réznicowanie i identyfikacje
gatunkowa lub rodzajowg wybranych drobnoustrojéw, na podstawie obecnosci charakterystycznych
prazkdw w profilu elektroforetycznym produktéw PCR. Zaproponowatam trzy ukfady diagnostyczne.
(1) Uktad LM PCR simple/Xhol do wewngtrzgatunkowego rdznicowania A. baumannii, zaktada trawienie
genomowego DNA jednym rzadko tngcym enzymem restrykcyjnym, nastepnie ligacje z jednym rodzajem
adaptora i amplifkacje z jednym rodzajem startera. W reakcji PCR amplifikowane s3g tylko fragmenty DNA
nie przekraczajgce dtugosci 3000 pz. Jest to najprostrzy wariant metody LM PCR, nazwany LM PCR simple.
W wyniku typowania otrzymuje sie ograniczong liczbe produktéw PCR, z ktérych jeden wystepuje
u wszystkich szczepdw tego gatunku i wskazuje przynaleznos¢ gatunkowg. Pozostate produkty PCR,
charakterystyczne dla szczepu, umozliwiajg wewnatrzgatunkowe rdéznicowanie. (2) Uktad pehX-LM PCR
simple/Xbal do typowania K. oxytoca, opiera sie na metodzie LM PCR simple, wzbogaconej o dodatkowg
amplifikacje specyficznej sekwencji genu pehX. Reakcje PCR prowadzi sie z udziatem startera
komplementarnego do adaptora umozliwiajgcego amplifikacje krotkich fragmentow restrykcyjnych,
odpowiadajgcych za wewnagtrzgatunkowe rdznicowanie oraz pary starteréw, komplementarnych do
fragmentu genu pehX, odpowiadajgcych za identyfikacje gatunku K. oxytoca. (3) Uktad LM PCR/Shifter do
wewnatrzgatunkowego rdznicowania A. baumannii, umozliwia identyfikacje rodzaju Acinetobacter na
podstawie obecnosci charakterystycznej dtugosci produktu PCR. Uktad wykorzystuje enzym Alw26l, adaptor
o sekwencji NGCN na lepkim konicu 5’ oraz dwa startery o sekwencji AGCT oraz NGCA na koricu 3'.
W wyniku typowania otrzymuje sie ograniczong liczbe produktéw PCR, z ktérych jeden o dtugosci ok 470 pz

wystepuje u wszystkich badanych szczepdw Acinetobacter spp i wskazuje przynaleznosé rodzajowa.

Zaprojektowane uktady diagnostyczne przetestowatam na 200 szczepach klinicznych
i 9 wzorcowych K. oxytoca, 23 szczepach referencyjnych Acinetobacter sp., ponad 30 szczepach klinicznych
i Srodowiskowych wchodzgcych w sktad kompleksu Acinetobacter calcoaceticus — baumannii oraz ponad 30
szczepach innych gatunkéw. Wyniki poréwnywatam z wynikami typowania uzyskanymi metodg PCR MP

oraz z metodami standardowo stosowanymi do identyfikacji wymienionych drobnoustrojéw.

W ostatniej czesci rozprawy sprawdzatam mozliwosci zastosowania metod LM PCR w badaniach
epidemiologicznych i diagnostyce medycznej, a takie w badaniu rdéznorodnosci genetycznej
drobnoustrojéw. Zbadatam rozktad genotypdéw K. oxytoca pojawiajacych sie w ciggu ostatnich 50 lat
(typowanie dalekiego zasiegu) oraz sytuacje epidemiczng na Oddziale Noworodkéw Szpitala Miejskiego
w Warszawie (typowanie bliskiego zasiegu). Ukazatam mozliwosci wykorzystania metod LM PCR
w identyfikacji zakaze nawrotowych i przewlektych oraz poszukiwaniu zrédfa i dréog rozprzestrzeniania sie

zakazen szpitalnych.

11



Abstract

The introduction of the molecular techniques in microbiological diagnostics significantly
accelerated the process of identification and differentiation of microbe species. In the recent years, much
attention has been paid to prevention of nosocomial infections which, in consequence, led to the

development of new molecular techniques that would facilitate epidemiological and taxonomical research.

The purpose of this PhD research was to develop a diagnostic method, based on Ligation Mediated
PCR (LM PCR), that would allow for simultaneous identification of the species of microorganisms and their
differentiation, its verification of the method in relations to existing procedures and evaluation of its

suitability in epidemiological research.

In the first part of the thesis | introduce the new method named ddLMS PCR (double digestion
Ligated Mediate Suppression PCR), which uses polymorphism of the sequence preceding the marker
sequence (a known DNA sequence particular to the species) for molecular typing of the microbes. This
method combines the specificity of a simple PCR and the ability to differentiate strains characteristic for LM
PCR techniques. In this method, the genome DNA is digested by two restriction enzymes, but only one
adapter type is ligated to the restriction fragments. The PCR carried out using two primers, one of which is
complementary to the adapter, and the second to the 5’ end of the marker sequence. Only those
restriction fragments are amplified which contain the marker sequence. The remaining fragments are not

amplified due to the lack of binding sites for the primer.

Further, | describe the stages of development of the ddLMS PCR method, the critical elements and
the molecular mechanism that influences the selection of the fragments amplified in the PCR reaction. The
idea was verified using lambda phage DNA. | have designed two model configurations: (1) 5° ddLMS PCR
using restriction enzymes leaving 5’ single-strand ends and (2) 3’ ddLMS PCR using restriction enzymes
leaving 3’ single-strand ends. The model configurations were designed in order to confirm the assumed
molecular mechanism of the ddLMS PCR method, define the specificity of the amplification of the
fragments containing marker sequence and find the sensitivity of the method to contamination. | have
proven that a positive result of an analysis, in the form of a PCR product, is possible only when the analyzed
DNA contains the marker sequence characteristic for the microorganism for which the method was
designed. Contamination with genetic material from different organisms had no effect on the result of the

analysis.

Since ddLMS PCR method is not universal, | have detailed design rules for the diagnostic kits,
depending on the desired goal, environment and critical parameters that influence the specificity and the
level of discrimination of the method. | have designed three diagnostic kits: (1) recA-ddLMS PCR for
interspecific typing of the Acinetobacter sp., (2) rrn-ddLMS PCR for intraspecific typing of Acinetobacter
baumannii, and (3) pehX- ddLMS PCR for intraspecific typing of Klebsiella oxytoca.

In the second part, | present the possibility of utilizing known LM PCR methods to design diagnostic
12



kits that allow simultaneous differentiation and identification of species or types of selected organisms
based on the presence of characteristic bands in the electrophoretic profile of PCR products. Three
different diagnostic kits were designed. (1) LM PCR simple/Xhol, for the intraspecies differentiation of
A. baumannii, involves digestion of genomic DNA with a rare cutting restriction enzyme, followed by
ligation with one type of adapter and amplification with one type of primer. Only DNA fragments shorter
than 3000 bp are amplified. This is the simplest variant of the LM PCR method, aptly named LM PCR simple.
As a result of typing a limited number of PCR products is obtained, one of which is present in all strains of
this species and indicates membership in the species. Other PCR products are characteristic of the strain
and allow intraspecific differentiation. (2) pehX-LM PCR simple/Xbal for typing K. oxytoca is based on LM
PCR simple method, supplemented by an additional amplification of specific pehX gene. The PCR reaction is
carried out with the primer complementary to the adapter, allowing the amplification of short restriction
fragments, which are responsible for intraspecific differentiation and a pair of primers complementary to
the gene pehX, responsible for the identification of K. oxytoca species. (3) LM PCR/Shfter for intraspecies
differentiation for A. baumannii and simultaneous identification of the Acinetobacter type, based on the
presence of a PCR product of characteristic length. The system uses Alw261 enzyme, an adapter with NGCN
sequence at the sticky end and two primers with AGCT and NGCA sequence at the 3' end. As a result of
typing a limited number of PCR products is obtained, one with a length of approximately 470 bp is present

in all tested strains of Acinetobacter spp and indicates the species membership.

| tested the designed diagnostic kits on 200 clinical and 9 reference strains of K. oxytoca, 23
reference strains of Acinetobacter sp, more than 30 clinical and environmental strains included in the
Acinetobacter calcoaceticus — baumannii complex, and more than 30 strains of other species. The results
were compared with the results of typing obtained with PCR MP method and the methods typically used to

identify these microorganisms.

In last part, | determine the applicability of the LM PCR methods in epidemiology and medical
diagnostics, as well as in the study of genetic diversity of microorganisms. | have examined the distribution
of K. oxytoca genotypes emerging in the last 50 years (long-term typing) and the epidemic situation in the
neonatal unit of Municipal Hospital in Warsaw (short-term typing). | have shown the possibility of using LM

PCR methods in the identification of recurrent and chronic
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4. Wstep

Identyfikacja i réznicowanie mikroorganizméw majg ogromne znaczenie w mikrobiologii medycznej
oraz dochodzeniach epidemiologicznych. Stuzg do wykrywania i kontroli zakazen szpitalnych
i pozaszpitalnych w budynkach uzytecznosci publicznej (przedszkolach, szkotach, zaktadach pracy),
umozliwiajg monitoring réznorodnosci klonalnej drobnoustrojow wsréd pacjentéw i w ich srodowisku,
a takze pozwalajg okreslic heterogenno$é populacji w dwéch wymiarach — w czasie i na okreslonej
przestrzeni. Wyniki badan mogg by¢ podstawg do wprowadzenia s$rodkéow zapobiegawczych
i dziatan sanitarnych, majgcych ograniczy¢ lub zahamowal rozprzestrzenianie sie mikroorganizmoéw

patogennych i zwigzanej z nimi lekoopornosci.

4.1. Dochodzenia epidemiologiczne

Epidemiologia to nauka badajgca wptyw czynnikéw s$rodowiskowych na wystepowanie chordb
w populacji lub wptywajacych na stan zdrowia ludnosci. Celem jej jest ocena czestosci wystepowania
stanéw zdrowotnych, poszukiwanie czynnikéw etiologicznych ryzyka, opracowanie zasad profilaktyki
i wprowadzenie ich w zycie, a takze monitorowanie populacji ludzi i zwierzat. Epidemiologia moze dotyczyé
analizy parametréw w ujeciu globalnym (np. wirus HIV/AIDS) lub ogranicza¢ sie do lokalnych zdarzen,
np. kontroli zakazen szpitalnych spowodowanych patogenami szpitalnymi. W przypadku sytuacji lokalnych
mozemy miec do czynienia ze szczepami endemicznymi (endemia) lub epidemicznymi (epidemia). Endemia
to pojecie okreslajgce state wystepowanie zachorowan na okreslong chorobe na danym obszarze, w liczbie
utrzymujacej sie przez wiele lat na podobnym poziomie. Epidemia to wystepowanie zachorowan
w znacznie wiekszej liczbie w okreslonym okresie czasu i na okreslonym terenie. Analizy epidemiczne
prowadzone w ujeciu globalnym umozliwiajg niejednokrotnie wykrycie pandemii, czyli epidemii

obejmujacej rozlegte obszary, np. kontynent.

Mikroorganizmy wywotujace dang epidemie lub pandemie sg ze sobg spokrewnione. Najczesciej
nalezg do jednego gatunku, majg te same czynniki wirulencji, te same szlaki biochemiczne, sg rowniez
bardzo blisko spokrewnione pod wzgledem genetycznym. Mimo, Ze sg izolowane z réinych miejsc
i w réznym czasie, posiadajg wiele identycznych cech fenotypowych i genotypowych, swiadczacych
o wspdlnym pochodzeniu. W obrebie szczepdw jednego gatunku mogg wystepowac rdznice genetyczne
wynikajgce z postepujacej zmiennosci na skutek proceséw rekombinacji i mutacji. W przypadku
drobnoustrojéw zmiany w DNA s3 dziedziczone klonalnie, tzn. zmiany te sg trwate i sg przekazywane
komérkom potomnym. W pierwszych pokoleniach komodrki potomne sg praktycznie nierozrdznialne
genetycznie od komérek macierzystych. Wzrost zréznicowania komérek zachodzi na skutek kumulacji zmian
zachodzacych w genomie. Komorki bardziej odlegte czasowo (dalsze pokolenia) charakteryzujg sie nizszym
stopniem podobienistwa. Celem typowania epidemiologicznego jest ustalanie genetycznego podobienstwa
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szczepdw izolowanych z réznych Zrdédet (od pacjentéow, ze Srodowiska nieozywionego). Znalezienie
klonalnie spokrewnionych izolatéw w réznych prébkach jest dowodem na to, ze szczepy te sg elementami
tancucha transmisji zakazenia. Okreslenie stopnia podobieristwa genetycznego pomiedzy nimi jest

wykorzystywane do badania zrddta infekcji, rezerwuardw i drég rozprzestrzeniania sie zakazenia.

4.2. Metody typowania

Kluczowym elementem w badaniach epidemiologicznych jest odpowiedni dobdér metod
diagnostycznych, pozwalajgcych na jednoznaczng identyfikacje czynnika chorobotwérczego, poznanie drog
rozprzestrzeniania sie infekcji oraz potencjalnych rezerwuaréw mikroorganizméw patogennych, metod
umozliwiajgcych réznicowanie (lub inaczej typowanie) drobnoustrojéw w obrebie danego gatunku. Metody
te powinny spetnia¢ odpowiednie warunki. Powinny by¢ oparte na wykrywaniu okreslonych markerdw, czyli
cech, ktére beda tatwo i w sposdb powtarzalny wykrywane oraz bedg zapewniaty stabilnos¢ klonalng
badanej grupy drobnoustrojéw. Markerem w typowaniu epidemiologicznym moze by¢ konkretny fragment
DNA (sekwencja, dtugosc) badz obecnos¢ miejsca restrykcyjnego dla wybranego enzymu w danym obszarze
DNA. Marker powinien by¢ tak dobrany, aby zapewniat typowalnos¢, tzn. dawat mozliwo$é przypisania
badanych izolatow do okreslonej grupy drobnoustrojow (przypisanie genotypu). Powinien takze
charakteryzowac sie odpowiednio duzg sitg dyskryminacji, tzn. dobrze rozréznia¢ niespokrewnione izolaty,
a jednoczesnie wykazywaé podobiedstwo pomiedzy organizmami izolowanymi z tego samego zrddta
(wykazywac zgodnos¢ epidemiczng). W czasie trwania epidemii, w kolejnych klonach mogg gromadzi¢ sie
zmiany genetyczne (mutacje, utrata/zysk plazmidowego DNA). Stad wybrany system typowania nie
powinien jedynie opiera¢ sie na obecnosci/braku markera genetycznego (pojedyncza cecha), lecz takze

dawa¢ mozliwos¢ oceny podobienstwa izolatéw w badanej grupie.

Waznym kryterium w wyborze metody typowania jest jej powtarzalnos¢, czyli mozliwos$¢ uzyskania
tych samych wynikéw dla tych samych organizmodw, przy kazdym badaniu oraz przy uzyciu tej samej
procedury, odczynnikdéw i aparatury. W przypadku badan epidemiologicznych nalezy takze wzig¢ pod
uwage czynnik ekonomiczny. Metoda powinna by¢ tatwa i szybka w wykonaniu, nie wymagajgca drogich
odczynnikdéw ani specjalistycznego i drogiego szkolenia personelu medycznego (mogta by¢ stosowana przez
personel rutynowych laboratoriéw mikrobiologicznych i diagnostycznych). Niezmiernie wazne jest réwniez

to, zeby dawata mozliwos¢ przebadania jednoczes$nie wielu préb.

Typowanie jest to analiza organizmdw ponizej poziomu gatunku, na podstawie fenotypowych lub/i
genetycznych cech. Moze byé ono zastosowane jako badanie wspomagajgce w szpitalnych dochodzeniach
epidemiologicznych, w badaniach nad patogenezg i przebiegiem infekcji oraz w badaniach filogenetycznych.
Typowanie mozna réwniez wykorzysta¢ w bioprzemysle do kontroli stabilnosci genetycznej szczepdw
przemystowych, w ochronie przeciw-bioterrorystycznej do identyfikacji czynnikdw wirulentnych

drobnoustrojéw oraz w medycynie sgdowej. Obecnie typowanie wykorzystuje sie nie tylko do analizy
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ogranizméw haploidalnych, ale réwniez w badaniach organizmdw diploidalnych tj.: drozdzy, grzybdéw

i pasozytow.

Jak dotad nie zaprojektowano uniwersalnej i idealnej metody do typowania wszystkich
drobnoustrojéw. Kazda z obecnie dostepnych metod ma swoje zalety, wady i ograniczenia, zaréwno pod
wzgledem zakresu zastosowania jak i mocy dyskryminacyjnej. Dlatego na catym Swiecie opracowuje sie
nowe i ulepsza juz istniejgce metody typowania, ktére majg na celu utatwi¢ i przy$pieszyé badania

epidemiologiczne.

Obecnie w diagnostyce mikrobiologicznej oraz w badaniach epidemiologicznych stosuje sie
klasyczne metody diagnostyczne oparte na analizie cech fenotypowych (techniki fenotypowe) oraz metody
oparte na analizie materiatu genetycznego, wykorzystujgce nowoczesne techniki biologii molekularnej

(techniki genotypowe).

4.2.1. Metody fenotypowe

Metody fenotypowe opierajg sie gtéwnie na obserwacji zewnetrznych efektow ekspresji informacji
genetycznej. Wykorzystywane sg przede wszystkim do wykrywania i identyfikacji drobnoustrojéow [1].
Obejmujg badania dotyczace charakterystyki morfologicznej drobnoustroju (morfologia kolonii, barwienie
kolonii i przetrwalnikéw), biochemicznej [2-4] oraz serologicznej [5,6]. Okreslana jest wrazliwosé na

antybiotyki i chemoterapeutyki [7-9], a takze na bakteriofagi [10-14].

Do typowania drobnoustrojéw najczesciej wykorzystuje sie metody ztozone, charakteryzujgce sie
wysokim potencjatem rdéznicujgcym, np. analize ilosciowg i jakosciowa biatek komdérkowych w warunkach
denaturujgcych (SDS-PAGE [15-17]), analize zmian ruchliwosci elektroforetycznej enzymoéw podstawowego
metabolizmu komdrkowego (typowanie izoenzymatyczne - ang. Multilocus Enzyme Electrophoresis; MLEE
[18,19]) oraz serotypowanie, czyli immunologiczng detekcje antygendw powierzchniowych komérek

(np. testy ELISA [20,21])

Metody fenotypowe nie posiadajg odpowiedniego potencjatu rdznicujgcego, wymaganego
w badaniach epidemiologicznych. Wiekszos¢ z nich nie wykorzystuje w analizie wystarczajgcej liczby
parametréw, ktére dobrze odzwierciedlatyby genotyp, zatem nie sg w stanie odrdézni¢ szczepdw
epidemicznych od endemicznych. Poza tym wiekszos¢ z nich jest pracochtonna i czasochtonna,
charakteryzuje sie niskg czutoscig, a otrzymywane wyniki mogg by¢ niejednoznaczne ze wzgledu na
zjawisko zmiennosci fenotypowe] (zjawisko rdézinej ekspresji tych samych cech fenotypowych wsréd
izolatéw nalezacych do tego samego gatunku pod wptywem czynnikéw zewnetrznych). Metody te sg jednak

niezbedne we wstepnej analizie sytuacji epidemiologicznej oraz w badaniach przesiewowych.
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4.2.2. Metody genotypowe

Gwattowny rozwdj technik genotypowych otworzyt nowe mozliwosci dla diagnostyki
mikrobiologicznej. Metody molekularne, oparte na analizie kwaséw nukleinowych stanowia znakomite
uzupetnienie klasycznej diagnostyki mikrobiologicznej. Pozwalajag wychwyci¢ zmiany w sekwencji
nukleotydowej genomowego lub plazmidowego DNA, powstate na skutek rekombinacji czy mutacji.
W niektérych przypadkach pozwalajg nawet zidentyfikowaé drobnoustrdj bezposrednio, bez potrzeby
korzystania z diagnostyki klasycznej. Metody genotypowe oprdcz tego, ze skracajg czas analizy, pozwalajg
uzyska¢ wiarygodne i jednoznaczne wyniki, gdyz opierajg sie na analizie niezaleznych od czynnikéw
srodowiskowych witasciwosci kwaséw nukleinowych (gtdwnie sekwencji DNA). Poszerzajg takze zakres
mozliwosci diagnostycznych, pozwalajagc rdznicowaé szczepy nalezgce tego samego gatunku
(nierozréznialne klasycznymi metodami diagnostycznymi) i identyfikowaé szczepy klonalnie zalezne
(wywodzace sie od tej samej komoérki). Niewatpliwg zaleta metod genotypowych jest to, ze nadajg sie
rowniez do badania mikroorganizméw wolno rosngcych (np. Mycobacterium tuberculosis), trudnych
w hodowli i niehodowalnych (np. wirus zapalenia watroby typu C, HCV), o bardzo niskiej zywotnosci

(Chlamydia trachomatis) i bardzo niebezpiecznych (np. wirusy krwiotoczne).

Zmiennos$¢ genetyczna organizmow jest uwarunkowana procesami rekombinacji genetycznej
i mutacji zachodzacych podczas replikacji. W obrebie genomowego DNA mozna wyrdzni¢ regiony
0 mniejszym lub wiekszym stopniu zmiennosci. Szeroka wiedza na temat mechanizméw molekularnych oraz
wiasciwosci fizyko-chemicznych makroczastek komodrkowych pozwala tworzy¢é nowe, coraz bardziej
doktadne metody genotypowania. Metody te wykorzystujg podstawowe narzedzia molekularne tj. enzymy
restrykcyjne, ligazy, polimerazy DNA oraz podstawowe techniki tj. hybrydyzacja DNA-DNA, amplifikacja DNA
in vitro przy zastosowaniu fancuchowej reakcji polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction, PCR),
sekwencjonowanie oraz techniki elektroforetyczne, ktére pozwalajg bezposrednio lub posrednio badad

zmiany w sekwencji DNA.

Do typowania genetycznego wykorzystuje sie najczesciej techniki typu fingerprinting, czyli techniki
»genetycznego odcisku palca”, ktére na podstawie elektroforetycznego profilu fragmentéw DNA (profil
fingerprint), przypominajacego kod kreskowy lub linie papilarne (stagd nazwa), przedstawiajg wizualnie
genetyczne zmiany, stanowigce niejako wizytdwke badanego drobnoustroju. Typowanie genetyczne moze
wskaza¢ fragmenty specyficzne gatunkowo oraz fragmenty specyficzne dla danego szczepu, bedace
podstawg do rdznicowania. Moze wskaza¢ takze fragmenty przypisane do fenotypu drobnoustroju

(np. $wiadczace o wirulencji szczepu) (rys. 1).

Wiele inicjatyw naukowych doprowadzito do powstania ogdlnie dostepnych elektronicznych baz
danych zawierajgcych wyniki typowania. Podjeto préby standaryzacji niektérych z technik, (np. PFGE [22]),
dzieki czemu wyniki typowania mogg by¢ pordwnywane miedzylaboratoryjnie i stanowi¢ punkt odniesienia

dla nowo tworzonych metod. Standaryzacja obejmuje przede wszystkim okreslenie wytycznych dotyczgcych
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protokotu postepowania, wizualizacji wynikdw, analizy danych i ich interpretacji.

Rys. 1. Rézne aspekty typowania genetycznego.

Techniki typowania genetycznego charakteryzuje duza rdézinorodnos¢ rozwigzan technicznych.

Zasadniczo mozna je podzieli¢ na techniki opierajace sie na analizie genomowego lub plazmidowego DNA

(rys. 2).

Rys. 2. Techniki genotypowe, wykorzystywane w identyfikacji i typowaniu drobnoustrojéw; wyjasnienie skrotéw w tekscie oraz w spisie skrotéw;
linig przerywang zaznaczono techniki uzupetniajace.
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4.2.2.1. Typowanie oparte na analizie plazmidowego DNA

Pierwszg metodg zastosowang do typowania bakterii byto typowanie plazmidowe (ang. Plasmid
Profile Analysis, PPA). Metoda ta opiera sie na zatozeniu, ze komérki bedgce w relacji klonalnej zawieraja
zestaw takich samych plazmiddw, ktére izolowane i rozdzielane elektroforetycznie dajg charakterystyczy
profil plazmidowy [23-26]. Potencjat réznicujgcy metody mozna zwiekszy¢ stosujgc analize restrykcyjna

plazmidowego DNA (ang. Restriction Enzyme Analysis of Plasmid, REAP)[27].

Typowanie plazmidowe obecnie nie jest wykorzystywane w dochodzeniach epidemiologicznych, ze
wzgledu na zachodzgcy pomiedzy bakteriami horyzontalny transfer informacji genetycznej, w skutek czego
klonalnie niezwigzane izolaty lub tez rézne gatunki bakterii mogg wykazywaé podobny profil plazmidowy,
co moze prowadzi¢ do btednych wnioskéw. Ponadto, metoda ta charakteryzuje sie niskim potencjatem
réznicujgcym oraz matg uniwersalnoscig, gdyz nadaje sie do typowania szczepdw zawierajgcych co najmniej

dwa rézne plamidy.

Metoda ta znalazta jednak zastosowanie w badaniu rozprzestrzeniania sie wsrdd bakterii
lekoopornosci determinowanej plazmidowo oraz w epidemiologii zakazen szpitalnych, gdyz pozwala
odroznié szpitalne szczepy endemiczne i epidemiczne w okreslonym przedziale czasowym. Zastosowano ja
m.in. do $ledzenia zakazen, ktérych czynnikiem etiologicznym byty szczepy Staphylococcus aureus i bakterie

z rodziny Enterobacteriaceae [27,28].

4.2.2.2. Typowanie oparte na analizie chromosomowego DNA

W ostatnich 20 latach nastgpit gwattowny rozwéj metod genotypowych opierajacyh sie na analizie
chromosomowego DNA. Materiat genetyczny zawarty w chromosomowym DNA jest unikalny i staty dla
kazdego organizmu, niezmienny w poréwnaniu do cech fenotypowych i zawsze obecny w odréznieniu od
plazmidowego DNA. Wyrdznia sie techniki oparte na analizie wybranych regionéw polimorficznych lub

techniki badajace polimorfizm w obrebie catego genomowego DNA.

4.2.2.2.1. Analiza charakterystycznych sekwencji DNA

Badanie zmniennosci genowe] (w obrebie danego locus) wymaga wyrdznienia charakterystycznego
dla danej grupy drobnoustrojow (poziomu taksonomicznego) fragmentu DNA, ktdry nastepnie jest
analizowany pod wzgledem dtugosci lub/i sekwencji. Do tego celu najczesciej wykorzystuje sie technike PCR

(enzymatycznego powielania DNA), trawienie restrykcyjne oraz techniki elektroforetyczne.

Podstawowag i najczesciej stosowang metoda analizy sekwencji amplifikowanego fragmentu DNA
jest metoda RFLP (ang. Restriction Fragment Lenght Polymorphism, RFLP). Produkty PCR trawi sie
enzymem restrykcyjnym (PCR/RFLP), a utworzone fragmenty DNA rozdziela elektroforetycznie uzyskujac

charakterystyczny profil fingerprint. Metoda PCR/RFLP, w zaleznosci od polimorfizmu sekwencji
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analizowanej, moze by¢ wykorzystana do rdznicowania miedzygatunkowego (np. recA-PCR/RFLP —
identyfikacja genomogatunkdéw Acinetobacter sp. [29]) i wewnatrzgatunkowego (coa-PCR/RFLP —

typowanie Staphylococcus aureus [30]).

Do badania zmiennosci sekwencji nukleotydowych we fragmencie DNA mozna wykorzystac¢ rézne
techniki elektroforetyczne m.in. elektroforeze w rosngcym gradiencie czynnika denaturujgcego
(ang. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, DGGE [31-33]) oraz elektroforeze w rosngcym gradiencie
temperatury (ang. Temperature Gradient Gel Electrophoresis, TGGE [34-36]). W obu metodach powielone
technikg PCR fragmenty DNA nanosi sie na zel poliakryloamidowy, w ktérym uformowany jest rosnacy,
liniowy gradient czynnika denaturujgcego/temperatury. Rozdziat opiera sie na spadku elektroforetycznej
mobilnosci fragmentu DNA w momencie denaturacji. Metody te nadajg sie do réznicowania fragmentéw
zawierajgcych kilkunukleotydowy polimorfizm sekwencji. Pojedyncze zmiany punktowe mogg byc¢
niewykrywalne, zwitaszcza w przypadku transwersji, ze wzgledu na ich niewielki wptyw na zmiane
stabilnosci fragmentu (podatno$¢ na dziatanie czynnikdw denaturujgcych tj. temperatura czy Srodki

chemiczne).

Badanie polimorfizmu konformacji jednoniciowych fragmentéow DNA (ang. Single Strand
Conformation Polymorphism, SSCP [37,38]) jest jedng 1z najczesciej stosowanych technik
elektroforetycznych, umozliwiajagcych wykrywanie punktowych zmian w DNA. Produkty PCR przed
elektroforezg denaturuje sie termicznie w buforze obcigzajgcym z dodatkiem czynnika denaturujgcego
(formamidu, mocznika lub wodorotlenku sodowego). Rozdziat prowadzi sie w natywnym Zzelu
poliakryloamidowym, nie zawierajgcym czynnika denaturujgcego. Szybkos¢ migracji jednoniciowego DNA
zalezy od jego wielkosSci oraz konformacji. Fragmenty o takiej samej dtugosci i sekwencji przyjmujg takie
same konformacje i wykazujg tg samg ruchliwos¢ elektroforetyczng. Fragment z sekwencjg zmieniong
tworzy inng konformacje przestrzenng, a jego zmieniona ruchliwos¢ elektroforetyczna wptywa na zmiane

potozenia prazka w profilu elektroforetycznym.

Do typowania drobnoustrojow mozna wykorzysta¢ technike Real-Time PCR, czyli PCR w czasie
rzeczywistym. Analiza profilu topnienia amplikonéw dostarcza informacji o procentowym sktadzie zasad
(G+C). Rdéznice w sekwencji (%GC) przektadaja sie na réznice w temperaturze topnienia, co jest podstawg

do réznicowania szczepéw [39,40].

Najbardziej precyzyjng metoda analizy sekwencji DNA jest jego sekwencjonowanie [41]. Znaczenie
analizy sekwencyjnej jako metody typowania genetycznego wzrasta ze wzgledu na szybki rozwdj technik
sekwencjonowania, wsrdd ktérych mozna wyrdznié: automatyczne sekwencjonowanie z wykorzystaniem
ddNTP znakowanych fluorescencyjnie, sekwencjonowanie cykliczne, technologia SMS (ang. Single Molecule
Sequencing [42]) oraz pirosekwencjonownie, czyli sekwencjonowanie w czasie rzeczywistym. Metoda SLST
(ang. Single-Locus Sequence Typing) polegajaca na analizie sekwencyjnej specyficznych loci (gendw

wirulencji, patogennosci, opornosci na leki itp.) dla réznych szczepdw tych samych gatunkéw moze by¢
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uzyteczna w wykrywaniu polimorfizméw jednonukleotydowych, badz polimorfizméw sekwencji
repetytywnych. Zostata zastosowana do rdinicowania gronkowcow na podstawie analizy genu spa
kodujacego biatko A [43]. Sekwencjonowanie genu 16S rDNA jest podstawg obecnej taksonomii.
Niezawodng ale i kosztowng metodg jest MLST (ang. Multi-Locus Sequence Typing), ktora polega na
sekwencjonowaniu fragmentéw siedmiu gendw niezbednych do utrzymania podstawowego metabolizmu
komarkowego (ang. housekeeping genes) [44-51]. Technika MLST wykrywa zmiany, ktére wolno gromadzg
sie w genomie, dlatego nie jest zalecana do krétko-terminowych badan epidemiologicznych oraz dla
szczepOw blisko spokrewnionych. Z powodzeniem moze by¢ zastosowana do badan ewolucji i analizy
populacyjnej. Technike t3 zastosowano zardwno do typowania gatunkéw haploidalnych (np. typowanie

Staphylococcus aureus [52,53]) jak i diploidalnych (np. Candida albicans [54]).

U wielu mikroorganizmow stwierdzono istnienie repetytywnych (powtdrzonych) sekwencji DNA.
Powtdrzenia wystepujace w genomie mogg byé zgromadzone w jednym miejscu lub mogg by¢ rozproszone
w catym genomie. Sekwencje repetytywne sg rejonami wysoce polimorficznymi. Podczas replikacji, wskutek
poslizgu polimerazy DNA, w obrebie sekwencji repetytywnych dosé¢ czesto pojawiajg sie btedy, czego
rezultatem jest skrocenie lub wydtuzenie regionu repetytywnego (delecja lub insercja jednostki
repetytywnej). Sekwencje repetytywne wystepujg w zmiennej liczbie kopii i moga charakteryzowac sie
rozng dtugoscia. Do typowania bakterii najczesciej wykorzystuje sie analize regionu zawierajacego krétkie
tandemowe powtorzenia VNTR (ang. Variable Number of Tandem Repeats) [55,56]. Liczba powtarzajgcych
sie podjednostek w danym regionie jest indywidualng cechg mikroorganizmu. W metodzie VNTR
amplifikacji poddaje sie regiony minisatelitarne, sktadajgce sie od kilku do kilkunastu powtdrzen o dtugosci
od 10 do 60 pz kazdy oraz odcinki mikrosatelitarnego DNA, sktadajgce sie z krotkich (od 2 do 6 pz)
nukleotydowych  podjednostek, wystepujgcych w kilkunastu/kilkudziesieciu tandemowo utozonych
powtdrzeniach (ang. Short Tandem Repeats, STRs). VNTR wykorzystywane jest z powodzeniem
w réznicowaniu mikroorganizmoéw bakteryjnych oraz réznych gatunkéw drozdzakéw m.in. C. albicans [57]

i C. glabrata [58].

Testy oparte na VNTR opierajg sie na bezposredniej amplifikacji PCR jednego, okreslonego locus.
Metoda MLVA (ang. Multiple Locus Variable Number Tandem Repeats Analysis) bazuje na jednoczesnej
amplifikacji wielu loci o zréznicowanej liczbie tandemowych powtérzen. Elektroforetyczny obraz produktéw
PCR mozna traktowac jako genetyczny fingerprinting, stad tez metoda ta znana jest pod nazwa MLVF
(ang. Multiple Locus Variable Number Tandem Repeats Fingerprinting). Typowanie MLVA byto
wykorzystane do typowania m.in. Staphylococcus aureus w oparciu o tandemowe powtdérzenia w obrebie

gendw clfB, spa, sspA [59,60]oraz Streptococus pyogenes [61] i Streptococcus agalactiae [62].

Znang i uzyteczng metody typowania bakterii jest rybotypowanie potaczone z technikg PCR
(rDNA/PCR). Rybotypowanie polega na badaniu polimorfizmu sekwencji operonu rrn zawierajgcego geny
kodujgce rybosomalne RNA (rRNA). Operon rrn znajduje sie w kazdej komdrce bakteryjnej w zmiennej,

zaleznej od gatunku liczbie kopii. Zawiera geny kodujace podjednostki 16S, 23S i 5S rRNA, poprzedzielane
22



sekwencjami polimorficznymi zaréwno pod wzgledem sekwencji jak i diugosci. W metodzie ITS PCR
(ang. PCR amplification of Intergenic tRNA Spacer regions) amplifikacji poddaje sie polimorficzny region
znajdujacy sie pomiedzy genami 16S rDNA i 23S rDNA, zawierajgcy oprocz sekwencji zmiennych takze
sekwencje kodujacg tRNA [63]. Rozdziat elektroforetyczny produktéw PCR odzwierciedla réznice w dtugosci
tego rejonu w réznych kopiach operonu rrn. Natomiast w metodzie ARDRA (ang. Amplified Ribosomal DNA
Restriction Analysis), region zawierajgcy geny kodujgce podjednostki 16S rRNA i 23S rRNA oraz sekwencje
polimorficzng znajdujaca sie pomiedzy nimi amplifikuje sie w reakcji PCR, a nastepnie trawi enzymatycznie
wybranym enzymem restrykcyjnym [64]. Technika ta z wykorzystaniem enzymu Alul zostata z powodzeniem

zastosowana do réznicowania szczepow z rodzaju Streptococcus [65].

4.2.2.2.2. Analiza catego genomowego DNA

Wysoka specyficzno$é metody zazwyczaj jest odwrotnie proporcjonalna do jej mozliwosci
réznicujagcych (poziomu dyskryminacji). Badanie zmiennosci genetycznej tylko w obrebie specyficznej
sekwencji markerowej jest znacznie ograniczone dtugoscig obszaru badanego. Prawdopodobieristwo
wystgpienia zmian w sekwencji DNA w tym obszarze jest tym nizsze, im bardziej zakonserwowana
i specyficzna jest sekwencja markerowa. Zatem pozornie identyczne mikroorganizmy mogg w
rzeczywistosci znacznie réznié¢ sie genetycznie poza obszarem sekwencji markerowej. Wiele obecnie
stosowanych technik typowania molekularnego opiera sie na analizie catego genomowego DNA.
Sg to techniki bardziej uniwersalne i zarazem wykazujgce wysokg moc dyskryminacji. Co wiecej, nie
wymagajg doboru odpowiedniego markera genetycznego oraz nie wymagajg znajomosci sekwencji

analizowanego DNA.

W chwili obecnej za ,,ztoty standard” w typowaniu mikroorganizmdéw uwaza sie analize restrykcyjna
chromosomowego DNA potaczong z elektroforezg pulsowg — REA-PFGE (ang. Restriction Enzyme Analysis
Pulse Field Gel Electrophoresis) [22,66]. Elektroforeza pulsowa polega na wymuszonej zmnianie kierunku
migracji czagstek DNA pod wptywem zmieniajgcego sie kierunku dziatania pola elektrycznego. W metodzie
tej, w wyniku trawienia catego genomowego DNA jednym, rzadko tngcym enzymem restrykcyjnym,
generuje sie od 10 do 30 fragmentéw DNA o wielkosci od ok. 0,5 kpz do 1000 kpz. Fragmenty rozdziela sie
w zmiennym polu elektrycznym, uzyskujac profil pragzkéw charakterystyczny dla badanego drobnoustroju.

Polimorfizm dtugosci fragmentdéw restrykcyjnych odzwierciedla polimorfizm sekwencji genomowego DNA.

Powstato wiele odmian techniki PFGE, rdéznigcych sie gtéwnie sposobem rozmieszczenia elektrod,
ktore nadajg ksztatt pola elektrycznego. Najwieksze zastosowanie w typowaniu genetycznym znalazty
metody: FIGE (ang. Field Inversed Gel Electrophoresis), czyli elektroforeza w odwracalnym polu
elektrycznym [67] oraz CHEF (ang. Contour Clamped Homogenous Electric Field Electrophoresis) czyli

elektroforeza w zmiennym, homogennym polu o ksztatcie szesciokgta foremnego [68].

Technika REA-PFGE charakteryzuje sie wysokim potencjatem rdznicujgcym, jest uniwersalna
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i nadaje sie do typowania wszystkich bakterii. Zostata wykorzystana do badan epidemiologicznych wielu
mikroorganizmdw m.in. Esherichia coli, Staphylococcus aureus, Acinetobacter spp., Klebsiella spp., a takze
Candida [69-73]. Dla wielu z nich metoda zostata wystandaryzowana, np. S. aureus [74] czy E. coli 0157:H7.
W Stanach Zjednoczonych, Centers for Disease Control and Prevention poleca REA-PFGE jako metode
referencyjng do nadzoru nad patogenami powodujgcymi zatrucia pokarmowe. Ujednolicone
i wystandaryzowane kryteria interpretacji wynikdw zaproponowane przez Tenover’a [75] pozwalajg
poréwnywac wyniki miedzylaboratoryjnie. Metoda ta uznawana jest za metode referencyjng, stanowiaca

wzorzec odniesienia dla innych, nowych metod genotypowania.

Mimo wielu zalet, metoda REA - PFGE jest trudna technicznie, kosztowna, czaso- i pracochtonna
oraz wymaga posiadania drogiego specjalistycznego sprzetu do wykonania badan oraz zachowania statych
warunkéw analizy. Wymaga przedtuzonej inkubacji (hodowli) szczepéw do typowania, dlatego istnieje
potencjalne ryzyko kontaminacji laboratorium materiatem zakaznym. Czeste zachodzenie i pokrywanie sie
fragmentéw DNA o podobnej wielkosci tworzy trudny do zinterpretowania obraz elektroforetyczny. Wzory
mogg by¢ réwniez zaburzone fragmentami plazmidowego DNA, izolujgcego sie tgcznie z chromosomem.

Obecnie wykorzystywana jest gtéwnie przez osrodki naukowe i referencyjne jako metoda odnosnikowa.

Najprostszg i najpopularniejszg technika do typowania genetycznego jest technika RAPD
(ang. Random Amplified Polymorphic DNA) [76] oraz podobne: AP-PCR (ang. Arbitrary Primed PCR)
i DAF (ang. DNA Amplification Fingerprinting). Wymienione metody opierajg sie na przypadkowej
amplifikacji w prostej reakcji PCR i rdznig sie miedzy sobg dtugoscia stosowanych starteréw, ktdra dla RAPD
wynosi 9-10 nt, dla AP-PCR 18-32 nt, a dla DAF 5-15 nt [77-81]. Reakcje PCR prowadzi sie z zastosowaniem
jednego badz kilku starteréw, ktdre hybrydyzujg do matrycy losowo, z okreslong wydajnoscig, z mniej lub
bardziej homologicznymi sekwencjami. Obnizong specyficzno$¢ przytgczania starteréw do matrycy DNA
uzyskuje sie poprzez obnizenie temperatury przytaczania w cyklach reakcji PCR. Amplifikacje fragmentu
DNA warunkuje odpowiednia orientacja i odlegto$¢ starterdw na obu niciach (nie przekraczajgca 1500 —

2000 pz) (rys.3).

@ & &
A) Reakcja PCR ——
z zastosowaniem J— .
jednego startera
= = =
Brak komplementarnosci na l l Genomowe
koricu 3’ startera — brak DNA
amplifikaci = EEE
Produkt 1 Produkt 2
T Produkty
1 2 3 PCR
—
— — Profil produktéw PCR
B) Elektroforetyczny — Lfingerprint”
rozdziat produktow - (dla réznych prob)
—
PCR

Rys. 3. Schemat przedstawiajacy technike RAPD, AP-PDR i DAF; amplifikacji ulega fragment ograniczony starterami przytaczonymi
w miejscu 3 i 4. Pomiedzy starterami przytgczonymi w miejscu 2 i 4 jest zbyt duza odlegtos¢, by amplifikacja fragmentu przebiegata wydajnie,
natomiast startery w miejscach 1i 2 sg przytagczone w niewtasciwej orientacji.
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W wyniku amplifikacji uzyskuje sie od kilku do kilkudziesieciu amplikonéw w zakresie okoto 100 —
2000 pz. Uzyskany profli elektroforetyczny produktow PCR odzwierciedla rodinice w sekwencji
nukleotydowej miejsc wigzacych starter, rdznice w dtugosci amplifikowanych fragmentéw i w konformacji
DNA wptywajacej na wydajne wigzanie starteréw i amplifikacje. Im mniejsze pokrewiedstwo miedzy

badanymi szczepami tym wieksze réznice w liczbie i dtugosci amplikondw.

Dzieki prostocie i szybkosci wykonania, technika RAPD znalazta szerokie zastosowanie w badaniach
epidemiologicznych zaréwno dla mikroorganizméw bakteryjnych jak i eukariotycznych. Zastosowano ja
w badaniach m.in. Enterococcus faecium [81], Enterococcus faecalis [82], Salmonella enterica [83],

Klebsiella pneumoniae [84], Serratia marcescens [85], Helicobacter pylori [86] oraz Candida spp. [87-93].

Ze wzgledu na wysoka wrazliwos¢ na niewielkie zmiany warunkdw prowadzenia reakcji PCR tj. sktad
buforu do reakcji PCR, czystos$¢ i stezenie matrycy DNA oraz parametry reakcji PCR, a takze niespecyficznos¢
przytaczania starterow, gtdwnym problemem techniki RAPD jest mata powtarzalnos¢ wynikéw. Brak jasnych
kryteriéw interpretacji wynikdw nie pozwala poréwnywad uzyskanych wynikow miedzylaboratoryjnie. Dla
niektérych gatunkéw m.in. dla S. aureus i C. difficile wykonano optymalizacje i walidacje metody. Obecnie
metdode RAPD stosuje sie we wstepnej ocenie sytuacji epidemicznej lub jako metode pomocniczg,

potwierdzajgcg wyniki uzyskane innymi metodami genotypowymi.

Coraz szersze zastosowanie w badaniach epidemiologicznych znajduja metody oparte na
selektywnej amplifikacji fragmentéw restrykcyjnych z  dofgczonymi do nich adaptorami

oligonukleotydowymi— LM PCR (ang. Ligation Mediated PCR). Wsréd nich wyrdznia sie:
= AFLP (ang. Amplified Fragment Length Polymorphism [94]);
= IRS PCR (ang. Infrequent Restriction Site PCR) [95];
= ADSRRS (ang. Amplification of DNA Surrounding Rare Restriction Sites [96]),
= PCR MP (ang. PCR Melting Profiles [87]).
= LM PCR/Shifter (ang. Ligation Mediated Shifter PCR [98])

Metody LM PCR opierajg sie na selektywnej amplifikacji fragmentéw DNA, ktdre uzyskuje sie na
drodze trawienia catego genomowego DNA jedng lub dwoma endonukleazami restrykcyjnymi,
pozostawiajgcymi jednoniciowe korice 5’ lub 3’ oraz obustronnej ligacji z odpowiednio zaprojektowanymi
adaptorami. Adaptor jest to odcinek DNA, sktadajgcy sie z dwdch wzajemnie komplementarnych,
oligonukleotydowych nici o rdznej dtugosci, spetniajgcych okreslone funkcje (rys. 4). Oligonukleotyd
pomocniczy zawiera na jednoniciowym (lepkim) koncu 5’ sekwencje komplementarng do sekwencji
lepkiego korica 5’ fragmentu restrykcyjnego, zatem umozliwia hybrydyzacje adaptora do fragmentu DNA.
Oligonukleotyd ligowany tworzy w reakgcji ligacji z koncem 5’ fragmentu restrykcyjnego wiasciwe wigzanie
fosfodiestrowe, stajac sie tym samym czescig matrycy DNA i jednoczesnie tworzac miejsce hybrydyzacji dla
startera w reakc;ji PCR.
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Rys. 4. Schemat ligacji adaptora do fragmentu restrykcyjnego w metodach LM PCR; grupa fosforanowa.

W metodach LM PCR oligonukleotydy tworzgce adaptor sg nieufosforylowane na koricu 5’, aby nie
dopusci¢ do ich polimeryzacji podczas reakcji ligacji. Oligonukleotyd pomocniczy nie jest ligowany do
fragmentu restrykcyjnego i na etapie denaturacji w reakcji PCR ulega oddysocjowaniu. W wyniku ligacji
adaptora do fragmentow restrykcyjnych otrzymuje sie dwuniciowe fragmenty DNA o $cisle zdefiniowanych
koncach, ktére mogg by¢ amplifikowane w reakcji PCR, bez koniecznosci znajomosci sekwencji tych

fragmentow.

Wszystkie metody LM PCR przebiegaja wedtug tego samego schematu, obejmujgcego
enzymatyczne trawienie genomowego DNA, ligacje adaptorow do koncow fragmentéw restrykcyjnych,

amplifikacje wybranych fragmentéw w reakcji PCR oraz elektroforetyczny rozdziat produktéw amplifikacji
(rys. 5).

W reakcji trawienia enzymatycznego stosuje sie enzymy czesto tngce lub kombinacje enzymoéw
rzadko i czesto tnacych, aby uzyskac¢ stosunkowo krotkie fragmenty DNA, przez wzglad na ograniczong
procesywnos¢ stosowanych polimeraz DNA. Ze wzgledu na ogromng liczbe generowanych w ten sposéb
fragmentéow DNA, metody LM PCR wprowadzajg rézne mechanizmy selekcji ilosci amplifikowanych

w reakcji PCR fragmentow DNA.
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Rys.5. Ogdlny schemat metod LM PCR

Amplified Fragment Lenght Polymorphism (AFLP)

W metodzie AFLP, opisanej w 1999 roku przez Vos i in. [94], reakcje PCR prowadzi sie

z zastosowaniem starteréw o sekwencji identycznej z sekwencjg oligonukleotydu ligowanego adaptora,
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wydtuzonej na koncu 3’ o sekwencje miejsca restrykcyjnego oraz o 2-4 selekcyjne nukleotydy. Amplifikacja
fragmentu DNA zachodzi jedynie w przypadku petnej komplementarnosci startera na koricu 3’, po obu
stronach fragmentu restrykcyjnego (rys. 6). Czestos$¢ rozpoznawania specyficznego miejsca przez starter
selekcyjny wynosi 1/4" (n-liczba zasad selekcyjnych). Minimalizacji powstajacych artefaktéw dokonuje sie
poprzez stosowanie pre-amplifikacji przeprowadzanej ze starterem wydtuzonym o jeden dodatkowy
nukleotyd, natomiast wtasciwa amplifikacja zachodzi z uzyciem startera wydtuzonego o 3 dodatkowe
nukleotydy. Aby wyeliminowac¢ niespecyficzne wigzanie sie startera do matrycy stosuje sie stosunkowo

dtugie startery i wysokg temperature przytaczania.
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Enzym restrykcyjny 2 m restrykcyjnego, generowanym przez enzym 2 nukleotyd selekcyjny - T

Rys. 6. Schemat metody AFLP; w ramce zaznaczono etap selekcji fragmentow amplifikowanych.

Rozdziat elektroforetyczny produktéw amplifikacji mozna prowadzaé¢ w zelu poliakryloamidowym,
jednakze ze wzgledu na duza ilos¢ amplifikowanych fragmentéw DNA (>100), preferowane jest stosowanie
zeli sekwencyjnych oraz starteréw znakowanych izotopowo lub fluorescencyjnie, co znacznie podwyisza
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koszt analizy.

llos¢ amplifikowanych fragmentow moze by¢ kontrolowana poprzez zastosowanie rdinych
enzymoéw restrykcyjnych, zmiane rodzaju i liczby selekcyjnych nukleotyddéw na starterze oraz liczby
starteréw w reakcji PCR. W standardowej metodzie AFLP wykorzystuje sie dwa enzymy restrykcyjne,
najczesciej jeden rzadko, drugi czesto tngcy badane DNA. W procedurze uproszczonej SE-AFLP (ang. Single
Enzyme AFLP [99]) stosuje sie tylko jeden enzym rzadko tngcy. W procedurze TE-AFLP (ang. Three Enzyme
AFLP), zaproponowane] przez Van der Wurff i in. [100] w celu podniesienia mocy dyskryminacji i redukcji
puli amplifikowanych fragmentéw zastosowano trzy réine endonukleazy oraz selektywng ligacje tylko

dwéch rodzajéw adaptoréw.

Metoda AFLP charakteryzuje sie duzym potencjatem rdznicujgcym. Przy zastosowaniu kombinacji
wielu starteréow umozliwia wykrycie nawet pojedynczych rdéznic pomiedzy organizmami blisko
spokrewnionymi. Jest ona powtarzalna, uniwersalna i stosunkowo prosta w wykonaniu, jednakze
interpretacja wynikow, zwtaszcza w przypadku duzej ilosci produktéw PCR, wymaga od badacza duzego
doswiadczenia. Jest szczegdlnie przydatna w badaniach dotyczgcych pokrewienstwa klonalnego zaréwno
bakterii np. A. baumannii [101], S. aureus [102], E. coli [103], E. faecium [104], jak i drozdzy z rodzaju
Candida [105-107]. Wykorzystywano jg rowniez do sledzenia transferu horyzontalnego gendw, do

tworzenia map genetycznych nowych gatunkdw oraz w badaniach filogenetycznych [99].

Technika ta ze wzgledu na wysoki koszt analizy stosowana jest gtéwnie w osrodkach naukowych, do
opisu pojedynczych sytuacji epidemicznych, rzadziej stosowana jest w ogdlnych badaniach

epidemiologicznych.

Infrequent Restriction Site PCR (IRS PCR)

W metodzie IRS PCR, zaproponowanej w 1996 roku [95] amplifikacja fragmentdw restrykcyjnych
uzalezniona jest od obecnosci miejsca wigzania startera, co uwarunkowane jest odpowiednig konstrukcjg
adaptorow i starteréw. W celu zmniejszenia ilosci amplifikowanych fragmentéw, podobnie jak w metodzie
AFLP, stosuje sie startery zawierajgce na koncu 3’ selektywne nukleotydy. Schemat metody jest

przedstawiony na rysunku 7.

W reakcji trawienia stosuje sie dwa enzymy: rzadko tnacy (ER1) pozostawiajgcy lepkie korice 5’ oraz
czesto tnacy (ER2), pozostawiajgcy lepkie konce 3’, w wyniku czego powstajg trzy grupy fragmentow
restrykcyjnych. Na etapie reakcji ligacji dwa rodzaje adaptora: adl i ad2, przytaczajg sie odpowiednio: do

lepkiego korica 5’ i korca 3. Adaptor adl zawiera dodatkowo na koncu 5’ grupe fosforanowg. W reakcji PCR
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Rys. 7. Schemat metody IRS PCR, ramka zaznaczono etap selekcji fragmentéw amplifikowanych.

Enzym restrykcyjny 1, rzadko tngcy start o o
arter, zawierajgcy na koricu

Adaptor2, fgczgcy sie z wiszacym koricem fragmentu 3’ nukleotyd selekcyjny - T

restrykcyjnego, generowanym przez enzym 2

Enzym restrykcyjny 2, czest tnacy

na skutek oddysocjowania niezligowanego oligonukleotydu ligowanego adaptora ad2, nastepuje utrata

miejsca wigzania dla startera. Jedynie fragmenty obustronnie trawione enzymem rzadko tngcym (grupa 1)
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oraz fragmenty trawione oboma enzymami (grupa Il), wykazujgce petng komplementarnos¢ w stosunku
do konca 3’ startera, mogg by¢ amplifikowane. Amplifikacja fragmentow trawionych réznymi enzymami
(grupa 1l) w pierwszym cyklu reakcji PCR zachodzi liniowo (zostaje utworzone miejsce hybrydyzacji dla

startera forward). W kolejnych cyklach amplifikacja zachodzi w postepie geometrycznym.

Technika IRS PCR jest wysoce uniwersalna i moze byé stosowana dla szerokiego zakresu
organizméw przy zachowaniu tych samych enzyméw restrykcyjnych, starteréw, adaptoréw i warunkdéw
amplifikacji. Technika znalazta zastosowanie m.in. w réznicowaniu klinicznych izolatéw A. baumannii
i S. marcescens [108], S. aureus [109], E. faecium [110], E. faecalis [111] oraz Candida [112]. Metoda jest
stosunkowo prosta i tania, przez to staje sie dobrym narzedziem w badaniach epidemiologicznych.
W wyniku analizy uzyskuje sie niewielkg ilos¢ produktéw PCR (od 10 do 12), ktére mozna rozdziela¢ w zelu
poliakryloamidowym, a w niektérych przypadkach takze w zelu agarozowym. Charakteryzuje sie ponadto
krétkim czasem wykonania badania, fatwoscig interpretacji wynikéw, powtarzalnoscia oraz wysokim
potencjatem rdéznicujgcym, poréwnywalnym z technikg REA-PFGE. Moc dyskryminacyjng mozna regulowac
poprzez zmiane enzymow restrykcyjnych oraz selekcyjnego nukleotydu na koncu 3’ startera. Duzym
ograniczeniem metody sg trudnosci w doborze odpowiedniego ukfadu restrykcyjnego, gtéwnie przez

niewielky ilos¢ dostepnych kompercyjne enzymodw restrykcyjnych, generujgcych jednoniciowe korce 3.

Amplification of DNA Surrounding Rare Restriction Sites (ADSRRS)

W metodzie ADSRRS [96] ilos¢ amplifikowanych fragmentéw jest ograniczona zjawiskiem supresji
(SSH, ang. Supprssion Subtractive Hybridisation) reakcji PCR. Po raz pierwszy zjawisko to zostato wyjasnione
przez Diatchenko w 1996 roku, ktéry wykorzystat je do konstrukcji bibliotek gendw [113]. Supresja w reakgji
PCR moze zajs¢ wtedy, gdy DNA poddawane amplifikacji w reakcji PCR zawiera na obu koricach terminalne
sekwencje homologiczne, ktére sg jednoczesnie miejscem przytaczania startera. Podczas reakcji PCR
dochodzi do konkurencji pomiedzy wewnatrzczagsteczkowg hybrydyzacjg terminalnych sekwencji
komplementarnych a hybrydyzacjg startera. Utworzenie wewnatrzczasteczkowej struktury drugiego rzedu
zwanej strukturg ,rakiety tenisowej” blokuje miejsce wigzania startera i tym samym uniemozliwia
amplifikacje fragmentu DNA. Supresja w reakcji PCR jest tym silniejsza im sekwencje komplementarne

w ssDNA s3 dtuzsze, bogatsze w Ci G, a startery krétsze i o relatywnie nizszym stezeniu.

W metodzie ADSRRS genomowe DNA trawi sie dwoma enzymami restrykcyjnymi: rzadko (ER1)
i czesto tngcym (ER2), pozostawiajgcymi jednoniciowe konce 5 o réinej sekwencji (rys. 8). W wyniku
trawienia otrzymuje sie trzy grupy fragmentdw, z czego najliczniejsza grupa to fragmenty obustronnie
trawione enzymem czesto tngcym (grupa Ill), mniej liczna grupa to fragmenty trawione enzymem rzadko i
czesto tngcym (grupa ll), natomiast najmniej liczna grupa to fragmenty obustronnie trawione enzymem

rzadko tngcym (grupa I).
Do utworzonych fragmentéw restrykcyjnych dotgcza sie dwa rodzaje adaptora. Adaptor ligowany
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do miejsca ciecia enzymem rzadko tngcym (adl) jest stosunkowo krdtki (ok. 20 nt), natomiast adaptor
ligowany do miejsca ciecia enzymem czesto tngcym (ad2) jest prawie dwukrotnie dtuzszy. Produkty ligacji
poddaje sie amplifikacji w reakcji PCR z zastosowanem dwodch starteréw. Starter 1 (stl) ma takg samg
sekwencje jak oligonukleotyd ligowany adaptora krdtkiego, natomiast starter 2 (st2) ma sekwencje

identyczng z 5’ terminalng sekwencjg oligonukleotydu ligowanego adaptora ad2.
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Enzym restrykcyjny 1, rzadko tngcy restrykcyjnego, generowanym przez enzym 1 do adaptora 1
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’ m restrykcyjnego, generowanym przez enzym 2 do adaptora 2

Rys. 8. Schemat metody ADRSST fingerprinting; ramka zaznaczono etap selekcji fragmentéw amplifikowanych

Fragmenty obustronnie trawione enzymem czesto tngcym, ligowane obustronnie z adaptorem
dtugim nie s3 amplifikowane w reakcji PCR. Fragmenty te zawierajg terminalne sekwencje
komplementarne, na tyle dtugie, by utworzyé stabilng strukture ,rakiety tenisowej” i zablokowac miejsce

wigzania dla startera. Dodatkowo sekwencje te s3 dwa razy diuisze od sekwencji komplementarnego
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startera, co wptywa korzystnie na zjawisko wewnatrzczasteczkowej hybrydyzacji i supresje amplifikacji w
reakcji PCR. Fragmenty obustronnie trawione enzymem rzadko tngcym (ER1) takze zawierajg terminalne
sekwencje komplementarne i mogg tworzy¢ strukture ,rakiety tenisowej” (grupa 1). Jednakze niewielka
dtugosé tych sekwencji, podobna do dtugosci startera powoduje, ze wewnatrzczgsteczkowa struktura jest
mato stabilna, a prawdopodobieistwo supresji w reakcji PCR jest niewielkie. Fragmenty te bedg

amplifikowane w reakcji PCR, ale ich ilo$¢ bedzie niewielka.

W reakcji PCR amplifikowane sg gtéwnie fragmenty DNA trawione dwoma rdéznymi
endonukleazami, ligowane z réznymi adaptorami (grupa ll). Fragmenty te nie zawieraja terminalnych
sekwencji komplementarnych, ktére na skutek wewnatrzczgsteczkowej hybrydyzacji mogtyby blokowad

miejsca wigzania starterow.

Technika ADSRRS jest metodg powtarzalng, specyficzng, o wysokim potencjale réznicujgcym,
ktory mozna regulowac na etapie trawienia restrykcyjnego poprzez dobdr odpowiedniej pary endonukleaz.
Jest prosta w wykonaniu, stosunkowo niedroga i nie wymaga dodatkowego specjalistycznego sprzetu,
dzieki czemu moze by¢ wykorzystana w badaniach epidemiologicznych. Jedyng trudnoscig jest dobranie
odpowiedniego dla badanych drobnoustrojow ukfadu restrykcyjnego. Jak dotagd metoda ta znalazta
zastosowanie w typowaniu S. marcescens [114], E. faecium [115], K. pneumoniae [116], S. aureus [117]

i Corynebacterium pseudotuberculosis [118].

PCR Melting Profiles (PCR MP)

Technika PCR MP zaproponowana w 2003 roku przez Masny i Ptucienniczaka [97] do ograniczenia

ilosci amplifikowanych fragmentéw w reakcji PCR wykorzystuje dwa zjawiska:

v fragmenty powstate po trawieniu genomowego DNA rdznig sie temperaturg topnienia,

v" do powielenia fragmentu DNA technikg PCR niezbedna jest jego catkowita denaturacja.

Ze wzgledu na wystepowanie heterogenicznosci w rozmieszczeniu par GC w genomie
drobnoustroju, po trawieniu restrykcyjnym uzyskuje sie fragmenty, ktére rdznig sie dtugoscig i sktadem
zasad. Rdznig sie takze temperaturg, przy ktérej nastepuje ich petna denaturacja. Temperatura topnienia

jest tym wyzsza im dtuzszy i bogatszy w pary GC jest dany fragment DNA.

W metodzie PCR MP genomowe DNA trawi sie jedng endonukleazg czesto tngcg, pozostawiajgca
lepkie korice 5’, do ktdrych dotacza sie jeden rodzaj adaptora. W reakcji PCR stosuje sie starter o sekwencji
identycznej, co oligonukleotyd ligowany adaptora, wydfuzony na koncu 3’ o sekwencje miejsca
restrykcyjnego. Dtugosc startera jest rowna dtugosci terminalnych sekwencji homologicznych, co zapobiega

zjawisku supres;ji w reakcji PCR. Schemat metody PCR MP zostat przedstawiony jest na rysunku 9.

Ograniczenie ilosci amplifikowanych fragmentédw uzyskuje sie poprzez zastosowanie nizszej niz

w standardowej metodzie LM PCR temperatury denaturacji. Zazwyczaj w reakcji PCR stosuje sie
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temperature denaturacji w zakresie 94 - 96°C w celu uzyskania catkowitego rozdzielenia nici, co umozliwia
amplifikacje wszystkich obecnych w mieszaninie fragmentéw dsDNA. Obnizenie temperatury denaturac;ji
powoduje, iz rozdzieleniu i nastepnie amplifikacji ulegajg tylko krétsze i mniej stabilne fragmenty DNA,
ubozsze w pary GC. Fragmenty, ktére nie ulegly catkowitej denaturacji, nie bedg amplifikowane, gdyz

miejsca hybrydyzacji starterdow sg zablokowane przez komplementarng nic.
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Rys. 9. Schemat metody PCR MP; ramka zaznaczono etap selekcji fragmentéw amplifikowanych.
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Stosowanie réznej temperatury denaturacji pozwala regulowac liczbe produktéw w reakcji PCR
(rys. 9, C), a tym samym zmienia¢ poziom dyskryminacji metody. W niskich temperaturach denaturacji

ulega niewielka ilo$¢ fragmentéw DNA. Wraz ze wzrostem temperatury ich liczba wzrasta.

Temperatura denaturacji, wtasciwa do réznicowania danej grupy mikroorganizméw dobierana jest
empirycznie poprzez przeprowadzenie reakcji PCR w gradiencie temperatury denaturacji z zastosowaniem
termocyklera gradientowego. Przy optymalnej temperaturze denaturacji liczba produktéw PCR powinna
by¢ na tyle duza, aby umozliwi¢ réznicowanie badanych mikroorganizmdéw w obrebie grupy, i jednoczesnie
na tyle mata, aby uzyskany elektroforetycznie profil produktéw PCR byt czytelny i tatwy w interpretac;ji.
Najczesciej liczba widocznych na zelu poliakryloamidowym produktéw amplifikacji miesci sie w granicach

15-30.
Istniejg dwa podejscia badawcze techniki PCR MP:

= analiza profilu elektroforetycznego produktéw PCR, otrzymanych dla jednej, wybranej temperatury
denaturacji.
= analiza wzrostu liczby amplifikowanych fragmentédw DNA, przy gradientowo wzrastajgcej temperaturze

denaturacji.

Technika PCR MP jest metodg powtarzalng, charakteryzujgcg sie wysokim potencjatem
réznicujgcym, ktéry moze by¢ regulowany poprzez dobdér odpowiedniego enzymu restrykcyjnego i zmniane

temperatury denaturacji w cyklach reakcji PCR.

Metoda PCR MP jest wysoce uniwersalna. Jak dotad wykorzystano jg do typowania genetycznego
bakterii (E. coli [119], E. faecium [120], K. oxytoca [121,122]), drozdzy z rodzaju Candida [123],
dermatofitéw z rodzaju Trichophyton [124], a takze do identyfikacji mutacji punktowych. W odréznieniu od
pozostatych technik grupy LM PCR, PCR MP pozwala na réznicowanie fragmentdw o identycznej dtugosci,
ale réznym sktadzie nukleotydowym, wptywajgcym na zmiane temperatury topnienia. Za pomocg PCR MP
wykryto delecje jednego nukleotydu we fragmencie DNA o dtugosci 218 pz. Delecja spowodowata obnizenie
stabilnosci fragmentu DNA i obnizenie temperatury topnienia. Zmiana temperatury denaturacji o 0,5°C

spowodowata, iz fragment pozbawiony delecji nie byt amplifikowany [125].

Przez wzglad na koniecznos¢ regulacji temperatury denaturacji w cyklach reakcji PCR, metoda PCR
MP wymaga korzystania z termocyklera gradientowego. Charakteryzuje sie niewielkim stopniem
odtwarzalnosci przez wzglad na wysokg wrazliwos¢ na niewielkie odchylenia temperatury w cyklach reakgji

PCR, ktére moga wynikaé ze stosowania réznych termocykleréw.

Ligation Mediated PCR/Shifter (LM PCR/Shifter)

W metodzie LM PCR/Shifter, zaprojektowanej w 2011 roku przez Krawczyk i in [98] do trawienia

genomowego DNA wykorzystuje sie enzymy klasy IS, pozostawiajgce niezdefiniowane lepkie korice 5'.
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Amplifkiacja fragmentu DNA jest uzalezniona od obecnosci miejsca hybrydyzacji dla startera oraz od petnej

komplementarnosci startera na koncu 3.

Enzymy restrykcyjne klasy IIS rozpoznajg specyficzng sekwencje o dtugosci 4-7 nukleotyddéw, jednak
ciecie nastepuje w zdefiniowanym miejscu poza sekwencjg rozpoznania, w odlegtosci 1-20 pz. Sekwencja
rozpoznania jest catkowicie lub czesciowo asymetryczna. Zatozeniem metody LM PCR/Shifter jest
zastosowanie do trawienia genomowego DNA jednego enzymu restrykcyjnego klasy IIS, pozostawiajgcego
rozne wiszgce konice 5’ o dtugosci 4 nukleotydéw. W wyniku trawienia powstajg fragmenty restrykcyjne o

réznej wielkosci i o dowolnej sekwencji nukleotydowej na lepkich koncach 5’ (rys. 10).
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Rys. 10. Schemat metody LM PCR/Shifter; ramka zaznaczono etap selekcji fragmentéw amplifikowanych.
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W reakcji ligacji stosuje sie adaptor o zdefiniowanej sekwencji lepkiego konca (sekwencja
dyskryminujgca), ktéry zostaje zligowany z fragmentem restrykcyjnym tylko w przypadku petnej
komplementarnosci wiszgcych koncéw. llosé réznych 4-nukleotydowych sekwencji, jakie mogg znajdowac
sie  na wiszacych korcach 5 fragmentdw restrykcyjnych  wynosi  4%=256.  Statystycznie,
prawdopodobienstwo, ze zaprojektowany adaptor potgczy sie z fragmentem restrykcyjnym wynosi 1/256.
Jedynie fragmenty obustronnie zligowane z adaptorem moga by¢ amplifikowane w reakcji PCR. Amplifikacji
dokonuje sie przy zastosowaniu startera o sekwencji identycznej, co oligonukleotyd ligowany adaptora,
wydtuzony na koncu 3’ o sekwencje miejsca restrykcyjnego. Taka dtugosé zapobiega zjawisku supresji

w reakcji PCR.

Poziom dyskryminacji metody LM PCR/Shifter mozna regulowac na wiele sposobow. Pierwszym jest
dobdr odpowiedniego enzymu restrykcyjnego, drugim zastosowanie kilku réznych adaptoréow réznigcych
sie sekwencja lepkiego konca 5’. Zastosowanie adaptora zawierajgcego na lepkim koncu 5’ jeden lub dwa
nukleotydy zdegenerowane (np. 5° — NGCN) nie tylko zwieksza liczbe fragmentéw DNA ligowanych
z adaptorem, ale takze pozwala regulowac¢ poziomem dyskryminacji na etapie reakcji PCR, przez
konieczno$¢ zastosowania réznych starteréw, komplementarnych do fragmentu DNA na koncu 3’. Zmiana
ilosci starteréw reguluje moc dyskryminacji. Duzym ograniczeniem metody LM PCR/Shifter jest niewielka
ilos¢ dostepnych enzyméw restrykcyjnych klasy 1IS, ktdre mogtyby by¢ zastosowane w uktadzie

diagnostycznym.

Metoda LM PCR/Shifter jest bardzo mtodg technikg genotypowania drobnoustrojéw. Jak dotad jej
uzyteczno$¢ sprawdzono dla bakterii  E. coli, K. oxytoca [98] oraz S. marcescens, A. baumannii.
i grzyboéw z rodzaju Candida (dane nie opublikowane). Metoda wydaje sie by¢ stosunkowo fatwa, niedroga

i nie wymagajgca specjalistycznego sprzetu.

4.3. Badania epidemiologiczne i endemiczne — kryteria wyboru metody typowania

Wybdr odpowiedniej techniki do typowania drobnoustrojéw powinien uwzgledniaé nie tylko cel
typowania, ale takze charakterystyke badanych szczepdw. Molekularne metody typowania sg czesto
stosowane w badaniach epidemiologicznych, jednak w przypadku badan endemicznych ich wykorzystanie
jest ograniczone. W badaniach epidemiologicznych stosuje sie metody poréwnawcze o wysokim stopniu
dyskryminacji tj. PFGE, metody oparte o PCR, pozwalajgce pordwnywac szczepy zwigzane i niezwigzane z
epidemig. Typowaniu poddaje sie ograniczong liczbe izolatéw pozyskanych od pacjentéw, personelu
medycznego, S$rodowiska szpitalnego i pozaszpitalnego, a na podstawie wyznaczonego stopnia
podobienstwa szczepdw (tzw. typowanie pordwnawcze), bada sie Zrddta, rezerwuary i drogi
rozprzestrzeniania sie patogenéw. W badaniach endemicznych dotyczacych nadzoru, kolekcja i analiza
izolatow to proces ciagty, trwajacy kilka lat. Wymaga stosowania metod opartych na wykrywaniu

odpowiednich markeréw epidemicznych (np. czynnikow wirulencji), pozwalajgcych potwierdzi¢ lub
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wykluczy¢ obecnos¢ danego patogenu w srodowisku. Taki system typowania nazywany jest ,bibliotekg
typowania” (ang. library typing) i wymaga posiadania kolekcji patogendéw alarmowych (ang. alert

pathogens) [126].

Dostepnych jest coraz wiecej technik typowania molekularnego, réznigcych sie odtwarzalnoscia
wynikéw i potencjatem rdznicujgcym. Wybdr metody typowania zalezy przede wszystkim od laboranta,
a nie od epidemiologa, jednak dla uzyskania poprawnych wynikéw istotna jest ich wspdtpraca. Laborant
powinien rozumiec¢ cel badania epidemiologicznego oraz wiedzie¢ z jakimi szczepami ma on do czynienia,
aby dobra¢ metode o odpowiednim potencjale réznicujgcym. Epidemiolog natomiast powinien znac¢ zasady
interpretacji wynikdow. Bardzo waznym aspektem jest, aby wyniki typowania molekularnego byty zgodne
z wynikami tradycyjnych analiz epidemiologicznych. Identyfikacja szczepdw klonalnie identycznych powinna
mieé przetozenie m.in. na zbiegajace sie okresy hospitalizacji pacjentéw na tym samym oddziale, narazenie

na wspolny czynnik sSrodowiskowy, wspdlny personel medyczny lub sposdéb leczenia [126].

O wyborze metody typowania decyduje gtdwnie jej potencjat réznicujacy [127] oraz cel badania.
W przypadku podejrzenia wybuchu epidemii, w kontekscie danych epidemiologicznych, metody typowania
szczepow wykorzystywane sg w celu potwierdzenia lub zaprzeczenia obecnosci zwigzkdw epidemicznych
i relacji klonalnej. W takim wypadku mozna stosowa¢ metody szybkie i niedrogie, o stosunkowo nizszym
potencjale rdéznicujgcym, ktére beda wystarczajgce, aby zidentyfikowaé zrédto zakazenia. W przypadku
braku danych epidemiologicznych, zastosowanie metod o wyzszym potencjale réznicujgcym pozwala na
identyfikacje potencjalnych zrédet zakazenia oraz drég transmisji, a takze umozliwia wykrycie epidemii.
Metody te jednak stosuje sie w przypadku, gdy mamy do czynienia ze wspdlnym zrddtem infekcji a czynnik
wywotujacy infekcje jest genetycznie podobny u wszystkich zainfekowanych oséb. W przypadku epidemii
rozprzestrzeniajgcych sie lub w badaniach dtugoterminowych (badanie transmisji zakazenia w dtugim
okresie czasu) mogg nastgpic rdéznice w sekwencji DNA mikroorganizmdéw na poczatku i na koncu epidemii,
bedace wynikiem naturalnej zmiennosci (tempo procesu zalezy od drobnoustroju). W takim przypadku
wysoce roznicujgce metody mogg btednie zaklasyfikowaé izolat pochodzacy z konca epidemii jako
niespokrewniony i nieepidemiczny, zwtaszcza gdy brak jest endemicznych szczepéw do poréwnania. W tej
sytuacji konieczne jest zastosowanie technik pozwalajgcych na okreslenie relacji filogenetycznych

(np. MLST) [127,128].

Liczba obecnie dostepnych technik typowania genetycznego jest bardzo duza. Kazda z nich ma
swoje zalety, wady i ograniczenia, zaréwno pod wzgledem =zakresu zastosowania oraz mocy
dyskryminacyjnej. Nie ma metody uniwersalnej, ktéra pozwalataby réznicowac wszystkie drobnoustroje.
Dlatego tworzy sie nowe, coraz bardziej doktadne metody analizy materiatu genetycznego, ale
rownoczesnie dazy sie do uproszczenia istniejgcych juz metod przy jednoczesnym zwiekszaniu ich czutosci,

wiarygodnosci, powtarzalnosci i potencjatu réznicujgcego.
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4.4. Statystyczna analiza wynikéw typowania genetycznego

Analiza wynikdéw typowania, uzyskanych metodami fingerprinting moze stuzy¢ do oznaczania
wzajemnych relacji genetycznych, tj. podobienstwa genetycznego drobnoustrojéw. Analiza ta moze by¢
przeprowadzana na podstawie wizualnego porédwnania profili elektroforetycznych produktéw PCR oraz
z zastosowaniem metod statystycznych. Wizualne porédwnanie profili elekrtoforetycznych jest
wystarczajgce do identyfikacji szczepow bedacych w realcji klonalnej (identycznych genetycznie) i jest
wykonywane we wstepnym etapie analizy danych oraz wstepnej ocenie sytuacji epidemiologicznej (np. przy
identyfikacji zakazenia szpitalnego, ogniska epidemii). Jest jednak niewystarczajgce do zbadania stopnia

podobiefstwa pomiedzy badanymi szczepami.

Metody statystyczne zajmujgce sie analizg skupien (ang. Cluster Analysis, CA) umozliwiajg
klasteryzacje (grupowanie) obiektow (szczepdw) na podstawie zestawu cech (np. obecnosé/brak produktu
PCR o danej dtugosci w profilu elektrforetycznym) lub parametréw (np. intensywnos$¢ fluorescencji

znakowanego produktu PCR) w zbiory o najwiekszym podobienstwie [129].

Do wyznaczenia podobienstwa miedzy dwoma obiektami (klastrami) najczesciej stosuje sie
wspétczynnik podobieristwa Dice’a, ktéry wyznacza podobieristwo pomigdzy dwoma obiektami (S;;) na
podstawie obecnosci lub braku danej cechy (obecnos¢ lub brak prazka na danej wysokosci w profilu

elektroforetycznym produktdéw PCR). Warto$¢ kazdej cechy przedstawiona jest w systemie binarnym (1/0).

Podobienstwo pomiedzy dwoma obiektami jest wyrazane w postaci ilorazu liczby zaznaczonych
produktéw dla obiektu i i j (n;) w stosunku do sumy liczb zaznaczonych produktéw dla obiektu i (n;)

i obiektu j (n)).

- J se<01>

S, — podobienstwo pomiedzy obiektami (Sciezkami) i i

n;;— liczba zaznaczonych fragmentéw dla obiektow (Sciezek) i i
n; — liczba zaznaczonych fragmentdw dla obiektu (Sciezki) i

nj — liczba zaznaczonych fragmentéw dla obiektu ($ciezki) j

Podczas porownywania profili elektroforetycznych dla metod fingerprinting bierze sie pod uwage
obecnos¢ lub brak produktu PCR o danej dtugosci. Intensywnos¢ prazka, czyli ilos¢ produktu PCR jest cecha

drugorzedng, ktéra nie jest uwzgledniana w statystycznej analizie podobienstwa.
Grupowanie obiektéw (analiza skupien) wykonuje sie z wykorzystaniem réznych metod [129], m.in.:
=  UPGMA (ang. Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages),
=  WPGMA (ang. Weighted Pair Group Method with Averaging).

Analiza skupien jest wykorzystywana do analizy co najmniej trzech obiektéw, opisywanych przez co

najmniej trzy cechy. Metoda ta polega na stopniowej redukcji liczby obiektéw poprzez grupowanie ich
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w podgrupy (klastry). Na poczatku liczba klastrow réwna sie liczbie obiektéw. Kazde potgczenie dwéch
obiektéw zmniejsza ogdlng liczbe klastréw, zwiekszajgc jednoczesnie liczbe obiektow w pojedynczym
klastrze. Proces tgczenia obiektow i klastrow dokonywany jest na postawie wartosSci podobienstwa [130] na
podstawie wybranej metody klasteryzacji i jest kontynuowany az do momentu utworzenia jednego duzego

klastru zawierajgcego wszystkie obiekty. Wynik tego procesu mozna przedstawi¢ w postaci dendrogramu

(rys. 11).

Rys. 11. Dendrogram przedstawiajgcy podobieristwo obiektéw okreslanych danym zestawem cech.

Dendrogram to diagram w ksztatcie drzewa, przedstawiajacy zwigzki pomiedzy obiektami danego
zbioru. Pien drzewa (podstawa) symbolizuje wspdlnego przodka, natomiast korona (szczyt) wszystkie
elementy (szczepy bakteryjne) badanego zbioru. Kolejne klastery (potaczenia elementéw zbioru) zaznacza
sie w postaci rozgatezien (weztéw). Potozenie wezta wzgledem osi odlegtosci przedstawia odlegtos¢ (brak

podobienstwa) pomiedzy elementami wchodzgcymi w skfad klasteru.

Interpretacja danych.

Analiza dendrogramu pozwala wyznaczy¢ catkowite podobienstwo i stopien zrdznicowania

badanych szczepdw, poziom identycznosci oraz wyrdznic¢ punkty odciecia (rys. 12).

Rys. 12. Opis dendrogramu; Co — catkowita odlegtos¢ zbioru; Po —
punkt odciecia dzieli elementy na dwa zbiory, zaznaczone ziolong
linig; Sr— stopien zréznicowania zbioru.
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«* Punkt odciecia (Po) - jest to poziom podobienstwa (odlegtosci), ktéry pozwala wyrdzni¢ w zbiorze

obiektéw badanych podgrupy obiektow podobnych.

Punkt odciecia (Po) nie jest wartoscig statg. Metody fingerprinting z wyjatkiem REA-PFGE nie posiadajg
ujednoliconego systemu interpretacji wynikdéw, stad punkt odciecia ustalany jest eksperymentalnie na
podstawie informacji dotyczacych badanych obiektéow (dane epidemiologiczne) oraz na podstawie samego
obrazu dendrogramu. Liczba punktéw odciecia zalezy od zrdéznicowania profili elektroforetycznych
w badanym zbiorze. W przypadku wysokiej jednorodnosci badanych szczepdw (profile elektroforetyczne sg
bardzo podobne) lub przeciwnie, bardzo wysokiej réznorodnosci wyznaczenie punktu odciecia moze okazac

sie niemozliwe.

/7

+» Catkowite podobienstwo (Cp) - to podobienstwo pomiedzy najbardziej odleglymi elementami

w zbiorze.

Catkowite podobienstwo wyznacza sie na podstawie dendrogramu wedtug wzoru:

Cp=1-Co

Cp — catkowite podobienstwo zbioru obiektéw

Co — catkowita odlegtosc¢ - odlegtosé klasteru zawierajgcego wszystkie obiekty zbioru od pojedynczych obiektéw

Wielkos$¢ catkowitego podobienstwa obiektdw w badanym zbiorze jest odwrotnie proporcjonalna
do rdéinorodnosci pomiedzy obiektami (im wyzsza réznorodnos¢ tym nizsze catkowite podobieristwo).
Wyisza wartos¢ genetycznego podobienstwa badanej grupy obiektéw, $wiadczy o nizszym poziomie

réznicowania danej metody.

+» Stopien zrdéznicowania obiektéw w zbiorze (Sr) - to stosunek ilosci zidentyfikowanych typow (grup)

do ilosci analizowanych szczepow.

liczba grup, na ktoére podzielono obiekty
T =

catkowita liczba obiektow

Stopien zrdznicowania jest proporcjonalny do poziomu rdéznicowania danej metody (im wyzszy Sr,

tym metoda ma wyzszy potencjat réznicujacy).

/7

+» Poziom identycznosci (Pi) — jest to punkt odciecia, przy ktdrym szczepy referencyjne analizowane

wybrang metodg okreslane sg jako identyczne.
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Poziom identycznosci wyznacza sie w celu okreslenia stopnia podobienstwa, przy ktérym obiekty
uznawane sg za identyczne. W celu okreslenia poziomu identycznosci dla danej metody, wykonuje sie tzw.
kontrole wewnetrzne. Szczep referencyjny lub wzorcowy poddaje sie wielokrotnie analizie wedtug tej same;j
procedury (metody genotypowania). Produkty PCR rozdziela sie elektroforetycznie w tych samych
warunkach na conajmniej trzech Zzelach. Okresla sie wewnatrz-zelowy i miedzy-zelowy poziom

identycznosci.

=  Wewnatrz- zelowy poziom identycznosci — podobienstwo (odlegtosé) profili elektroforetycznych

produktéw PCR, znajdujacych sie na tym samym zelu.

= Miedzy-zelowy poziom identycznosci — podobiefdstwo (odlegtos¢) profili elektroforetycznych

produktdw PCR, znajdujacych sie na réznych zelach.
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5. Materiaty i metody

5.1. Materiaty

5.1.1. Szczepy Acinetobacter sp.

Referencyjne szczepy Acinetobacter spp. (tab. 1) zostaty zakupione z kolekcji DSMZ (niem. Deutsche

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen; ang. German Collection of Microorganisms and Cell Cultures,

Niemcy) oraz z kolekcji ATCC (ang. American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA).

Ip Gatunek - K?I?kcja Symbol stosowany
(genomogatunek — oznaczenie pierwotne) (zrédto) W rozprawie

1 Acinetobacter junii (gs 5) DSMZ 6964

2 Acinetobacter Iwoffii (gs 8) DSMZ 2403

3 Acinetobacter parvus DSMZ 16617

4 Acinetobacter radioresistens (gs 12) DSMZ 6976

5 Acinetobacter schindleri DSMZ16038

6 Acinetobacter soli DSMZ 22956

7 Acinetobacter tandoii DSMZ 14970

8 Acinetobacter tjernbergiae DSMZ 14971

9 Acinetobacter towneri DSMZ 14962

10 Acinetobacter ursingii DSMZ16037

11 Acinetobacter baumannii (gs 2) DSMZ 30007 Ab2

12 Acinetobacter baylyi DSMZ 14959

13 Acinetobacter beijerinckii DSMZ 22901

14 Acinetobacter bouvetii DSMZ 14964

15 Acinetobacter calcoaceticus (gs 2) DSMZ 30006 Acl

16 Acinetobacter pittii DSMZ 9306 Ap

17 Acinetobacter guillouiae (gs 11) DSMZ 590

18 Acinetobacter gerneri DSMZ 14967

19 Acinetobacter gyllenbergii DSMZ 22705

20 Acinetobacter haemolyticus (gs 4) DSMZ 6962

21 Acinetobacter calcoaceticus (gs 2) DSMZ 1139 Ac2

22 Acinetobacter venetianus DSMZ 23050

23 Acinetobacter baumannii (gs 2) ATCC 17978 Abl

Tabela 1. Spis referencyjnych szczepow Acinetobacter sp.

Szczepy kliniczne i srodowiskowe Acinetobacter sp. (tab. 2) pochodzg z Kolekcji Katedry Mikrobiologii

Politechniki Gdanskiej, szczepy wzorcowe pochodzg z kolekcji CIP (Collection de I'Institut Pasteur, Paris, France),

AZ (Acadamisch Ziekenhuis, Leiden, Holandia) oraz SSI (Statens Serum Institut, Copenhagen, Dania).
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Charakterystyka/ llogé Symbol
Gatunek oznaczenie szczepu Pochodzenie PiSmiennictwo , stosowany w
. szczepow .
spotykane w literaturze rozprawie
A. baumannii szczepy kliniczne Kolekcja - 16 Ab:1...16
(gs 2) Katedry
A. calcoaceticus , . Mikrobiologii
(gs 1) szczepy srodowiskowe PG - 5 Ac:l...5
Bouvet, Grimont 1986 [131]
ATCC 19004 (= CIP 70.29) CIP . 1
A. pittii (gs 3) (jako genomogatunek 3), Ao 12
-pittii e Nemec i in. 2011 [132] P
RUH 1163 AZ (jako A. pitti) 1
Tjernberg, Ursing 1989 [133]
A. nosocomialis ATCC 17903 P (jako genomogatunek 13TU), 1 An
(gs 13TU) (=CIP 70.11) Nemec iin. 2011 [132]
(jako A. nosocomialis)
Acinetobacter _ Gerner- Smidt, Tjernberg 1995
close to 13TU” 5804 (= LUH 1471) SSI [134] 1 C-to-13TU
Acinetobacter . .
between 1 and 10095 (= LUH 1469) ss| Gerner- Sm'd[tl’; i‘]?mberg 1995 1 1/3
37

5.1.2. Szczepy Klebsiella oxytoca

Tabela. 2. Kliniczne, srodowiskowe i wzorcowe szczepy Acinetobacter spp. nalezgce do kompleksu ACB.

Szczepy wzorcowe Klebsiella (tab. 3) pochodzg ze zbioréw prof. dr hab. Stanistawa Katuzewskiego

z Polskiego Zaktadu Higieny. Zostaty one udostepnione przez dr Ide @rskov w 1956r. Szczepy te izolowane byly

w latach 1950 — 1955 i przyjmowane sg za szczepy reprezentujace gatunek K. oxytoca.

Oznakowanie szczepu
Budowa . o
Lp. wg Biotyp PiSmiennictwo
Oznaczenie w zestawie . . antygenowa
szczepu wg @rskov plerwotne]
publikacji
1 K26 5884 Br. 15 1:26 2
2 K29 2725y Br. 18 1:29 2 Brooke M.S.: Acta path. Microbiol
3 K32 6837 Br. 22 1:32 8 Scand., 1951, 28, 313 i 328 [135]
4 K41 6177 Br. 32 1:41 3
5 K44 7730 Br. 35 1:44 8
6 K65 SW 4 SW 4 1:65 4
E P.N.:J. Infect. Dis., 1954, 94
7 K66 438/3a/ 438/3a/ 1:66 4 dmunds és '[’1221 Is., 1954, 94,
8 K68 265/1/ 265/1/ 1:68 4
wn . Orskov 1., Acta path. Mocrobiol. Scand.,
9 K72 1205 1205 273", e:72 8 1955, 36, 449, [137]

Tabela 3. Szczepy wzorcowe K. oxytoca

100 szczepdw klinicznych K. oxytoca pochodzi z kolekcji prof. dr hab. Stanistawa Katuzewskiego z Polskiego

Zaktadu Higieny w Warszawie. Szczepy izolowane byty od pacjentow w okresie 1959-2007 hospitalizowanych réznych

osrodkach medycznych w Polsce.

100 szczepow klinicznych K. oxytoca wyizolowano od pacjentéw w okresie 1999-2007 hospitalizowanych w

Szpitalu Uniwersyteckim im. dr A. Jurasza i pacjentow Poradni Przyklinicznych w Bydgoszczy.
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5.1.3. Szczepy bakteryjne stosowane w analizie porownawczej

Do sprawdzenia specyficznosci metody ddLMS PCR wykorzystano DNA izolowane od szczepdw
K. pneumoniae (20), S. aureus (5), S. agalactiae (5), E. faecium (5), E. coli (5), E. faecalis (5), S. marcescens (5)

- w nawiasie podano liczbe szczepdw. Szczepy pochodza z Kolekcji Katedry Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej.

5.1.4. DNA faga A

DNA faga A o stezeniu 1 pg/ul zostato zakupione z firmy Fermentas (Thermo Fisher Scientific, Litwa).

5.1.5. Pozywki i podtoza

= Podtoze state LA (0,5% (w/o) ekstrakt drozdzowy, 1% (w/o) pepton, 1% (w/o) NaCl)
= Pozywka ptynna LB (0,5% (w/o) ekstrakt drozdzowy, 1% (w/o) pepton, 1% (w/o) NaCl, 1,5% agar)

5.1.6. Bufory

Nazwa buforu Sktad
TE 10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
1 mM EDTA
Tris 10 mM Tris-HCI (pH 8,0)

Bufory stosowane do reakcji trawienia enzymami restrykcyjnymi

10 mM Tris-HCI (pH 8.5)

R+ (Fermentas) 10 mM MgCl,
1 x stezony 100 mM KClI
0,1 mg/ml BSA
33 mM Tris-acetate (pH 7.9 at 37°C)
Tango (Fermentas) 10 mM Mg-acetate
1 x stezony 66 mM K-acetate
0.1 mg/ml BSA
50 mM Tris-HCI (pH 7.5 at 37°C),
EcoRI (Fermentas) 10 mM MeCl,
. 100 mM Nacl,
1x stezony .
0.02% Triton X-100
0.1 mg/ml BSA.
B (Fermentas) 10 mM Tris-HCI (pH 7.5 at 37°C),
. 10 mM MgCl,
1x stezony
0.1 mg/ml BSA.
Bufory stosowane do reakc;ji ligacji
400 mM Tris-HCI (pH 7.8)
Bufor dla ligazy DNA faga T4 (Fermentas) 100 mM MgCl,,
10 x stezony 100 mM DTT,

5 mM ATP
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Bufory do reakcji PCR

200 mM Tris — HCI
100 mM KCl
1% Triton X-100
100 mM (NH,),SO,

Shark
10 x stezony

750 mM Tris-HCI (pH 8.8 at 25°C)
200 mM (NH4)2SO4
0.1% (v/v) Tween 20

Taq (NH,4),SO,4(Fermentas)
10x stezony

Bufor do elektroforezy agarozowej

TAE (pH 8.0) 40mM Tris
P . 20mM lodowatego kwasu octowego
1 x stezony 1mMEDTA

Bufor do elektroforezy poliakryloamidowej

TBE (pH 8.2) 89mM Tris
P L 89mM g kwas borowy
1xstezony 2mM EDTA

Bufor obcigzajacy do nanoszenia prébek na zel

0,25% btekit bromofenolowy
0,25% ksylen cyjanu FF
15% Ficoll (type 400, Pharmacia) w wodzie

Tabela 4. Sktad buforéw

5.1.7. Enzymy

Optymalna
Enzym Stezenie temperatura Bufor
inkubacji
Enzym proteinaza K
degradujacy . 20 mg/ml 37 TE
biatka (A & A Biotechnology)
Enzym do ligacji Ligaza DNA bakteriofaga T4 Bufor dla ligazy
DNA (Fermentas) 20/ 18-22 DNA faga T4
Poli DNA ilna P Delta2
o meraz;l' S;ermgiltzb(lsga’ ﬁ/o( elta2) 2 U/l 72 Shark
Enzym do PCR (Blirt S.A. o. ansk)
Polimeraza Tag (Fermentas) 5U/ul 72 Tag (NH,),S0,
Acll (Psp1406l) (Fermentas)
5" AA/CGTT 3’ 10u/ul 37 Tango
3’ TTGC/AA S’
Alw26l (Fermentas)
5... GTCTC(N)1/...3’ 10 U/ul 37 Tango
3... CAGAG(N)5/...5'
Enzym do Apal (Fermentas)
trawienia 5’ GGGCC/C 3’ 10 U/pl 37 Tango
restrykcyjnego 3’ C/CCGGG 5’
Ball (Mlsl) (Fermentas)
5’ TGG/CCA 3’ 5U/ul 37 Tango
3’ ACC/GGT 5’
Bfal (Fermentas)
5’ C/TAG 3’ 10 U/ul 37 Tango
3’ GAT/CS’




EcoRl (Fermentas)
5'... G/AATTC...3’ 10 U/ul 37 EcoRI
3'...CTTAA/G ...5
Hindlll (Fermentas)
5... A/AGCTT ...3’ 10 U/ul 37 R+
3'... TTCGA/A ...5’
Maell (Tail) (Fermentas)
5 ..ACGT/... 3’ 10 U/ul 65 R+
3'.../TGCA...5
Enzym do Rsal (Fermentas)
trawienia 5...GT/AC..3’ 10 U/l 37 Tango
restrykcyjnego 3...CA/TG .5’
Tsp509I (Tasl) (Fermentas)
5. /AATT ...3’ 10 U/l 65 B
3...TTAA/ .5
Xbal (Fermentas)
5 T/CTAGA 3’ 10 U/ul 37 Tango
3’ AGATC/T S’
Xhol (Fermentas)
5'...C/TCGAG...3’ 10 U/l 37 R
3'... GAGCT/C...5’
Tabela 5. Enzymy
5.1.6. Oligonukleotydy
Stezenie
Nazwa . . . , , A
. Zastosowanie Sekwencja oligonukleotydu (5’ -> 3’) wysciowe
oligonukleotydu
[uMm]
oligonukleotydy stosowane w metodzie recA/PCR
rAl starter FORWARD CCTGAATCTTCTGGTAAAAC 10
rA2 starter REVERSE GTTTCTGGGCTGCCAAACATTAC 10
oligonukleotydy stosowane w metodzie 16S rDNA/PCR
st16SF starter FORWARD TGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGC 10
st16SR starter REVERSE TACCTGTTACGACTTCACCCA 10
oligonukleotydy stosowane w metodzie ITS PCR
Gl starter FORWARD GAAGTCGTAACAAGG 10
L1 starter REVERSE CAAGGCATCCACCGT 10
oligonukleotydy stosowane do amplifikacji genu pehX
stPehX1 starter FROWARD GGACTACGCCGTCTATCGTCAAG 10
stPehX3 starter FORWARD GATACGGAGTATGCCTTTACGGTG 10
stPehX4 starter REVERSE TAGCCTTTATCAAGCGGATACTGG 10
stPehX8 starter REVERSE CACCGTAAAGGCATACTCCGTATC 10
oligonukleotydy stosowane w metodzie PCR MP
aMPlig oligonukleotyd ligowany adaptora CTCACTCTCACCAACGTCGAC 100
aEcoPOM ) ) AATTGTCGACGTTGG 100
- oligonukleotyd pomocniczy adaptora
aHindPOM AGCTGTCGACGTTGG 100
stMPEco tart CTCACTCTCACCAACGTCGACAATTC 100
starter
stMPHind CTCACTCTCACCAACGTCGACAGCTT 100
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oligonukleotydy stosowane w metodzie LM PCR/shifter

alLSlig oligonukleotyd ligowany adaptora CGAACTCGATAGCAGCTC 100
aNGCN oligonukleotyd pomocniczy adaptora NGCNGAGCGTCTATCG 100
stAGCT CGAACTCGATAGCAGCTCAGCT 10
stNGCA CGAACTCGATAGCAGCTCNGCA 10
stNGCT starter CGAACTCGATAGCAGCTCNGCT 10
stNGCG CGAACTCGATAGCAGCTCNGCG 10
stNGCC CGAACTCGATAGCAGCTCNGCC 10

oligonukleotydy stosowane w metodzie LM PCR simple
aXhollG . . CTCACTCTCACCAACGTCGAG 100
oligonukleotyd ligowany adaptora
aXballG CTCACTCTCACCAACGTCGAC 100
aXhoPOM TCGACTCGACGTTGG 100
oligonukleotyd pomocniczy adaptora
aXbaPOM CTAGGTCGACGTTGG 100

stXho tart CTCACTCTCACCAACGTCGAGTCGAG 100

starter

stXba CTCACTCTCACCAACGTCGACCTAGA 100

oligonukleotydy stosowane w uktadzie modelowym A-ddLMS PCR
1F GTTTAGTGCATTTGATCCTTTTACTCCTCC 10
starter FORWARD
2F CCACAGATTCAAGTGGACGATG 10
1R TCAGGTTACCAACTACTAAGGTTGTAGG 10
3R starter REVERSE CTGGGGAATGAGTTGCAATTATTGC 10
4R CCATTGCGTGCATCGAGTAAGTC 10
adLIG8 oligonukleotyd ligowany adaptora typu GCATGGTAGACGAAGCCGTGAGTAGCGACCGCAGACGT 100
aBfaPOM8 oligonukleotyd pomocniczy adaptora TAACGTCTGCGGTCGC 100
aMaellG8 oligonukleotyd ligowany adaptora GCATGGTAGACGAAGCCGTGAGTAGCGACCGCAGACGT 100
stADP8 starter do adaptora GGATGGTAGACGAAG 10
oligonukleotydy stosowane w metodzie recA-ddLMS PCR
adMaellG8 oligonukleotyd ligowany do adaptora GCATGGTAGACGAAGCCGTGAGTAGCGACCGCAGACGT 100
stADP8 tart GGATGGTAGACGAAG 10
starter
stRecAAc GTTTTACCAGAAGATTCAGG 10
oligonukleotydy stosowane w metodzie pehX-ddLMS PCR
alLlG8 oligonukleotyd ligowany adaptora GCATGGTAGACGAAGCCGTGAGTAGCGACCGCAGACGT 100
aAclPOM oligonukleotyd pomocniczy adaptora CGACGTCTGCGGTCGC 100
stADP8 tart GGATGGTAGACGAAG 10
starter
stPehX13 GCGCACCGTAAAGGCATACTCCG 10
oligonukleotydy stosowane w metodzie rrn-ddLMS PCR

aLlG8 oligonukleotyd ligowany adaptora GCATGGTAGACGAAGCCGTGAGTAGCGACCGCAGACGT 100

aHindPOM oligonukleotyd pomocniczy adaptora AGCTACGTCTGCGGTCGC 100
stADP8 tart GGATGGTAGACGAAG 10
starter

st16S TGTTAAGCCTGCCGCCAGCG 10

Tabela 6. Sekwencje oligonukleotyddw.

5.1.9. Markery wielkosci DNA

symbol Marker wielkosci Dtugosci fragmentow [pz]
M1 M 100 — 1000 (Blirt S.A. 0. DNA Gdansk) 100, 200,300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000
1 2 1 12 1
M2 GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder (Fermentas) 00, 200, 300, 400, 500, 62865036580' 900, 1000, 1200, 1500,
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M3 M 100 - 500 (Blirt S.A. 0. DNA Gdansk) 100, 200, 300, 400, 500

250, 500, 7500, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000,
M4 GeneRuler 1kb DNA ladder 5000, 6000, 8000, 10000
M5 plazmid pUC19 trawiony Mspl 501, 489, 404, 331, 242, 190, 147, 111, 110, 64, 34
M6 IDEAL 700 - 9276 (Blirt S.A. 0. DNA Gdansk) 700, 900, 1241, 1827, 2555, 3653, 5982, 9276

Tabela 7. Markery wielkosci fragmentéw DNA

5.1.10. Pozostate roztwory i odczynniki

Agaroza (PRONA Agarose Plus)

Agaroza niskotopliwa (Bio-Rad)

Akryloamidy — roztwdr 30% (29g akryloamiddow, 1g N,N’-metylenobisakryloamidéw)
ATP — 25 mM (Fermentas)

Bromek etydyny (Sigma) — roztwor 5 mg/ml

MgCl, (POCH S.A.) — roztwér 20 mM, 25 mM

Nadsiarczan amonu (POCH S.A.) — roztwoér 10%

TEMED (N,N,N’,N’ — tetraetylenodiamina) (Sigma)

Trifosforany deoksyrybonukleotydéw — mieszanina dATP (Fermentas)

5.1.11. Materiaty podstawowe

Probéwki Eppendorfa (1,5 mli 0,5 ml)

Cienkoscienne probowki Eppendorfa do reakcji PCR (0,2 ml)
Koncoéwki do pipet automatycznych

Plastykowe ptytki Pasteura

Ezy jednorazowe

Szklane probowki

6.1.12. Aparatura i sprzet laboratoryjny

Aparat do elektroforezy agarozowej (Blirt S.A. 0. DNA Gdarisk)
Aparat do elektroforezy poliakryloamidowej Hoeffer SE 600 (Pharmacia Biotech)
Autoklaw

Cieplarka (Pozamet Poznan)

NanoDrop100 ND-1000 (Thermo Scientific)

pH-metr CP-401 ELMTRON

Pipety automatyczne (Eppendorf)

Termoblok (Eppendorf)

Termocykler gradientowy (Eppendorf)

Transluminator Spectraline Ultraviolet (312 mmUV)

Waga elektroniczna AXIS AD300

Wirdwka Sigma 1-15

Vortex WL—1

VersaDoc Imaging System Model 1000 (BIO-RAD)
Wytrzgsarka 2002 (Blirt S.A. o. DNA Gdansk)

Zasilacz Biometria Power Pack P25
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5.1.13. Zestawy komercyjne

= Zestaw do izolacji genomowego DNA Genomic Mini (A & A Biotechnology)
= Zestaw do oczyszczania DNA po reakcjach enzymatycznych Clean-Up (A & A Biotechnology)
= Zestaw do izolacji DNA z zeli agarozowych Gel-out (A & A Biotechnology)

5.1.14. Stosowane programy komputerowe

= Quantity One version 4.3.1

= VectorNTI Advance 10

=  Clone Manager version 4.01

=  Adobe Photoshop Elements 4.0

=  Word, Exel, Power Point (Microsoft Office 2011)

5.2. Metody

5.2.1. I1zolacja genomowego DNA bakterii

Genomowe DNA bakterii izolowatam z wykorzystaniem zestawu DNA Genomic Mini (pkt. 5.1.13) wg instrukcji
podanej przez producenta zestawu. Elucje DNA przeprowadzitam buforem Tris (pkt.5.1.6) ogrzanym do temperatury
75°C w objetosci 150 pl. Stezenie DNA w pojedynczej prébie wynosito od 10 do 100 ng/ul (pomiar wykonatam za
pomoca spektrofotometru NanoDrop100 ND-1000, pkt.5.1.12).

5.2.2. Rozdziat elektroforetyczny DNA w zelu agarozowym

5 - 10 pl mieszaniny reakcyjnej zawierajgcej DNA rozdzielatam elektroforetycznie w 1-2% zelu agarozowym
z dodatkiem bromku etydyny (0,5 mg/ml), w buforze 1xTAE w czasie od 30 do 60 min przy napieciu ok. 7 V/cm
dtugosci zelu. Zel analizowatam w $wietle UV przy zastosowaniu aparatu VersaDoc Imaging System version 1000 oraz

programu Quantity One version 4.3.1.

5.2.3. Rozdziat elektroforetyczny DNA w zelu poliakryloamidowym

5 ul mieszaniny produktéw PCR rozdzielatam elektroforetycznie w 4, 6 lub 9% zelu poliakryloamidowym,
w aparacie Hoeffer'a, w buforze 1xTBE, przez 2,5-3h przy napieciu ok. 12V/cm dtugosci zelu. Po zakonczeniu
elektroforezy zel wybarwiatam w kapieli wodnej zawierajacej bromek etydyny (0,5 mg/l wody). Zel analizowatam
w Swietle UV, przy zastosowaniu aparatu VersaDoc Imaging System version 1000 oraz programu Quantity One version

4.3.1.
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5.2.4. Oczyszczanie produktow PCR z mieszaniny reakcyjnej

Po reakcjach enzymatycznych (np. po reakcji PCR) DNA oczyszczatam z wykorzystaniem zestawu Clean-Up
(pkt. 5.1.13) wg instrukcji podanej przez producenta zestawu. DNA po precypitacji zawieszatam w buforze TE

(pkt.5.1.6) w objetosci stanowiagcej 80% poczatkowej objetosci mieszaniny.

5.2.5. Oczyszczanie produktow PCR z zelu agarozowego

Fragmenty DNA po rozdziale elektroforetycznym w 1,5% zelu z niskotopliwej agarozy oczyszczatam
z wykorzystaniem zestawu Gel-Out (pkt. 5.1.13) wg instrukcji podane] przez producenta zestawu. DNA po precypitacji

zawieszatam w 30 pl buforu TE (pkt.5.1.6).

5.2.6. Amplifikacja oparta na reakcji PCR

Materiaty:
= wyizolowane genomowe DNA bakteri, DNA faga A — pkt. 5.1.1-4
= bufor Shark — pkt. 5.1.6
=  polimeraza DNA Pwo — pkt. 5.1.7
= startery: 1F, 1R, 2F, 4R, 3R, rA1, rA2, st16SF, st16SR, stPehX1, stPehX3, stPehX4, stPehX8 — pkt. 5.1.8
= MgCl,, dNTPs — pkt. 5.1.10

= woda jatowa

W 0,2 ml probdéwce przygotowatam mieszanine reakcyjng zawierajgcg wszystkie sktadniki podane w tableli 8.
W zaleznosci od celu molekularnego (sekwencji amplifikowanej) dodatam odpowiednig pare starteréw oraz
matrycowe DNA (tab. 9). Dla kazdej reakcji PCR reakcje przygotowywatam kontrole ujemng — mieszanine reakcyjng
zawierajgcg wszystkie wsktadniki z wyjatkiem matrycowego DNA. Probdwki umieszczatam w termocyklerze
i prowadzitam reakcje PCR zgodnie z przedstawionym w tabeli 8 i 9 profilem temperaturowo — czasowym.
Temperatura przytgczania starterow oraz czas elongacji zalezy od celu molekularnego. Rozdziat produktéw PCR

przeprowadzatam w 1 - 2% zelu agarozowym zgodnie z procedurg przedstawiong w pkt. 5.2.2.

sktad llo¢ na 1 prébe Profil temperaturowo — czasowy
(1] Temp. [°C] Czas [s] liczba cykli
woda jatowa 14 94 300
bufor Shark 10 x stezony 2,5 94 30
MgCl, [20 mM] 2,5 Td” 30 25
dNTPs [25 mM] 2,5 72 ¥
starter FORWARD [10 pm] 1,0 72 300
starter REVERSE [10 uM]l) 1,0 4 oo
Polimeraza DNA Pwo [2 U/ul] 0,3
DNA ? 1,0
objetos¢ koncowa 25

Tabela 8. Sktad mieszaniny reakcyjnej i profil temperaturowo — czasowy w reakcji PCR; 2:3 4 warunki dobierane w zaleznosci od celu

molekularnego (amplifikowanego fragmentu DNA) wg tab. 9.
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3)
i temperatura 2)
Lp Ampl:;lsz\/}/;rzjy ir:ég)ment . startery 2 matrycowe DNA przytgczania elon cazs.si [s]
& starterow [°C] gacl
Sekwencja analizowana
1 (160 p2) 1F-1R 60 60
5 Sekwencja markerowa 2F— 1R 60 60
(777 p2)
Sek - : DNA faga A [10 ng/ul]
ekwencja wewetrzna
3 (236 p2) 2F—-4R 60 30
Fragment sekwencji
4 markerowej (265 pz) 2F-3R 60 45
5 Fragment genu recA AL —rA2 . 55 30
(425 pz) DNA Acinetobacter sp.
1-5ng/ul
6 Fragmentgenu16SONA | . o . o [ g/ul] 60 9%
(1483 pz)
Fragment genu pehX stPehX3 —
7 (344 p2) stPehxa DNA K. oxytoca [1 - 5'ng/ul] 60 30
e : hx PenX1 DNA K. pneumoniae
ragment genu pe stPe - 1-5ne/ul
8 (193 pz2) stPehX8 [ g/ul 60 30

Tabela 9. Specyficzne elementy reakcji PCR, dobierane w zaleznosci od celu molekularnego.

5.2.7. Trawienie restrykcyjne produktéw PCR

Materiaty:

= oczyszczony produkt PCR
= bufor do trawienia restrykcyjnego: Tango, R+, — pkt. 5.1.6
= enzymy restrykcyjne — Maell, Rsal, Bfal, Apal, Ball — pkt. 5.2.7

= woda jatowa

W 1,5 ml probdwce przygotowatam mieszanine reakcyjng zawierajgcg wszystkie sktadniki podane w tabeli 10.
Bufor dobratam odpowiednio do enzymu restrykcyjnego (wg tab. 5). Probéwke umiescitam w termobloku, gdzie
reakcje trawienia prowadzona byfa przez 60 min w temperaturze optymalnej dla danego enzymu restrykcyjnego

(wg tab. 5). Rozdziat produktéw PCR przeprowadzitam w 2% zelu agarozowym zgodnie z procedurg przedstawiong

w pkt. 5.2.2.
sktad lloéé na 1 Warunki prowadzenia reakcji trawienia
a .
probe [ul] Temp. [°C] Czas [min]
bufor do trawienia ~ 10 x stezony 2,5 ™ 60
Maell/ Bfal / Rsal / Ball / Apal ' [10 U/pl] 0,5 4 oo
woda 7
oczyszczony produkt PCR 15
objetosé koncowa 25

Tabela 10. Sktad mieszaniny reakcyjnej i warunki prowadzenia reakcji trawienia oczyszczonego produktu PCR; o wg tabeli 5, 3 wybor enzymu zalezy
od celu badania.

5.2.8. Metoda recA-PCR/RFLP - Tsp509I

Typowanie metodg recA-PCR/RFLP z wykorzystaniem enzymu Tsp509I1 przeprowadzitam zgodnie z procedura

zaproponowang przez Krawczyk i in. [29].
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=  Produkt amplifikacji genu recA —tab. 11, pkt. 5.2.6
=  Bufor B—pkt.5.1.6

= endonukleaza restrykcyjna Tsp509I — pkt. 5.1.7

= olej mineralny — pkt. 5.1.10

= woda jatowa

W 1,5 ml probdéwce przygotowatam mieszanine Master MIX zawierajgcg wszystkie sktadniki mieszaniny

reakcyjnej z wyjatkiem produktéw PCR (tab. 11). Mieszanine Master MIX wymieszatam i rozporcjowatam po 20 pl do

0,2 ml cienkosciennych probéwek PCR. Do kazdej probéwki dodatam odpowiednio 10 pl produktéow PCR (produkt

amplifikacji genu recA). Na powierzchnie mieszaniny naniostam 30 pl oleju mineralnego. Mieszanine inkubowatam w

temperaturze 65°C przez 2 godziny. Rozdziat produktow trawienia przeprowadzitam w 9% zelu poliakryloamidowym

wg procedury przedstawionej w pkt. 5.2.3.

Skiad llo$¢ na 1 prébe Warunki prowadzenia reakcji trawienia
a
(] Temp. [°C] Czas [min]
bufor B 10 x stezony 3,0 65 120
Tsp5091 [10 U/ul] 0,2 4 oo
woda 16,8
produkt amplifikacji fragmentu genu recA 10
objetos¢ koricowa 30

Tabela 11. Sktad mieszaniny reakcyjnej i warunki prowadzenia reakcji trawienia w metodzie recA-PCR/RFLP -Tsp509I.

5.2.9. ITS PCR

Do typowania bakterii K. oxytoca wykorzystatam procedure zaproponowang przez Jansen i in. [63].

Materiaty:

= wyizolowane genomowe DNA bakteri K. oxytoca — pkt. 5.1.4

= bufor Shark — pkt. 5.1.6

=  polimeraza DNA Pwo — pkt. 5.1.7
= startery: G1, L1 —pkt. 5.1.8

=  MgCl,, dNTPs — pkt. 5.1.10

= woda jatowa

W 1,5 ml probéwce przygotowatam mieszanine Master MIX zawierajgcq wszystkie sktadniki mieszaniny

reakcyjnej z wyjgtkiem genomowego DNA (tab. 12). Mieszanine Master MIX wymieszatam i rozporcjowatam po 24 pl

do 0,2 ml cienkosciennych probéwek do reakcji PCR. Do kazdej probéwki dodatam odpowiednio 1 pl genomowego

DNA. Probéwki umiescitam w termocyklerze i przeprowadzitam reakcje PCR zgodnie z przedstawionym profilem

temperaturowo - czasowym. Rozdziat produktéw PCR przeprowadzitam w 4% zelu poliakryloamidowym wg procedury

przedstawionej w pkt. 5.2.3.
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lloé¢ na 1 Profil temperaturowo — czasowy
Skfad .
e 1] Temp. [°C] Czas [s] liczba cykli
woda jatowa 14 94 300
bufor Shark 10 x stezony 2,5 94 30
MgCl, [20 mM] 2,5 55 30 25
dNTPs [25 mM] 2,5 72 60
starter G1 [10 uM] 1,0 72 300
starter L1 [10 uM] 1,0 4 oo
Polimeraza DNA Pwo [2 U/ul] 0,3
genomowe DNA [1 - 10 ng/ul] 1,0
objetos¢ koncowa 25

Tabela 12. Sktad mieszaniny reakcyjnej i profil temperaturowo — czasowy w reakcji PCR w metodzie ITS PCR.

5.2.10. PCR MP

Do genotypowania bakterii wykorzystatam zoptymalizowang i zwalidowang procedure PCR MP [119].

Do typowania Acinetobacter spp. wybratam enzym EcoRl, natomiast do typowania K. oxytoca enzym Hindlll.

Materiaty
=  Wyizolowane genomowe DNA [10 - 70 ng/ul] — pkt. 5.1.1-4
=  Bufor do trawienia restrykcyjnego EcoRl, R+, O; bufor do ligacji; bufor Shark — pkt. 5.1.6
= Endonukleazy restrykcyjne EcoRl, Hindlll, Bglll; ligaza DNA faga T4, polimeraza DNA Pwo — pkt. 5.1.7
= Oligonukleotydy: aMPlig, aEcoPOM, aHindPOM, stMPEco, stMPHind — pkt. 5.1.8
= MgCl, [20 mM], dNTPs — pkt. 5.1.10

5.2.10.1. Przygotowanie adaptora

W celu otrzymania gotowego do reakcji ligacji adaptora, dwa oligonukleotydy: pomocniczy i ligowany
(wg. tab. 13) o wyjsciowym stezeniu 100 pmol/ul rozcieficzytam dziesieciokrotnie w wodzie i zmieszatam w stosunku
objetosciowym 1:1 w 1,5 ml probdwce. Mieszanine oligonukleotydéw umiescitam w termobloku i inkubowatam przez
2 min. w temperaturze 70°C, a nastepnie chtodzitam w temperaturze pokojowej przez 20 min. Do dalszych analiz

adaptor byt przechowywany w temperaturze -20°C.

Adaptor Oligonukleotyd ligowany Oligonukleotyd pomocniczy
adEcoRI " aEcoPOM aMPlig
adHindil ? aHindPOM aMPlig

Tablea 13. Nazwy oligonukleotyddw tworzacych adaptor w kolejnych uktadach diagnostycznych; Y uktad dla A. baumannii, ? uktad dla K. oxytoca,
* uktad dla Acinetobacter spp.

5.2.10.2. Reakcja trawienia restrykcyjnego

W 1,5 ml probéwce przygotowatam mieszanine Master MIX zawierajgcg wszystkie sktadniki mieszaniny
reakcyjnej z wyjgtkiem genomowego DNA (tab. 14). Wymieszang mieszanine Master MIX rozporcjowatam po 19 ul do
0,5 ml probéwek. Do kazdej probéwki dodatam odpowiednio 6 ul genomowego DNA. Reakcje trawienia prowadzitam

w termobloku w temperaturze 37°C przez 45 min. Prébki chtodzitam w temperaturze 10°C.
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Skfad llosé na 1 probe [ul]
bufor EcoRI ! / R+ 2 /0 310x stezony 2,5
EcorI! / Hindlll ¥ [10 U/ul] 0,5
woda 14
genomowe DNA 8
objetos¢ koricowa 25

Tabela 14. Sktad mieszaniny reakcyjnej dla reakcji trawienia restrykcyjnego w metodzie PCR MP; Y uktad dla A. baumannii,  uktad dla K. oxytoca.

5.2.10.3. Reakcja ligacji adaptora

W 1,5 ml probdéwce przygotowatam mieszanine Master MIX zawierajgcg wszystkie sktadniki mieszaniny
reakcyjnej (tab. 15). Mieszanine Master MIX wymieszatam i rozporcjowatam po 5 pl do probowek zawierajgcych
produkty trawienia restrykcyjnego. Probowki umiescitam w termobloku i prowadzitam reakcje ligacji przez 45 min.
w temperaturze 18-22°C. Nastepnie przeprowadzitam inaktywacje termiczng ligazy DNA inkubujac probki

w temperaturze 70°C przez 10 min. Probki chtodzitam w temperaturze 10°C.

Sktad llos¢ na 1 prébe [ul]
bufor do reakgc;ji ligacji 10 x stezony 2,5
Ligaza T4 [2 U/ul] 0,2
adaptor adEcoRI ! / adHindIll ? [20 uM] 1,5
woda 0,8
objetos¢ korncowa 5

Tabela 15. Sktad mieszaniny reakcyjnej dla reakcji ligacji w metodzie PCR MP; Y uktad dla A. baumannii, ? uktad dla K. oxytoca.

5.2.10.4. Reakcja PCR

W 1,5 ml probdéwce przygotowatam mieszanine Master MIX zawierajgcg wszystkie sktadniki mieszaniny
reakcyjnej z wyjgtkiem mieszaniny ligacyjnej (tab. 16). Mieszanine Master MIX wymieszatam i rozporcjowatam po
24 ul do 0,2 ml cienkosciennych probowek do reakcji PCR. Do kazdej probdwki dodatam odpowiednio 1 pl mieszaniny
ligacyjnej z poprzedniego etapu. Probdwki umiescitam w termocyklerze i prowadzitam reakcje PCR zgodnie
z przedstawionym w tabeli 14 profilem temperaturowo - czasowym. Rozdziat produktéw PCR przeprowadzitam w 6%

zelu poliakryloamidowym wg procedury przedstawionej w pkt. 5.2.3.

Sktad lloé¢ na 1 Profil temperaturowo — czasowy
probe [ul] Temp. [°C] Czas [s] liczba cykli
woda jatowa 15,95 72 120 1
bufor Shark 10 x stezony 2,5 813/ g6 30 1
MgCl, [20 mM] 2,5 81"/ g6? 30 )
dNTPs [25 mM] 2,5 72 90
starter stMPEco ' / stMPHind % [100 uM] 0,25 72 300 1
Polimeraza DNA Pwo [2 U/ul] 0,3 4 oo 1
DNA 1,0
objetos¢ koncowa 25

Tabela 16. Sktad mieszaniny reakcyjnej i profil temperaturowo — czasowy w reakcji PCR w metodzie PCR MP;" uktad dla
A. baumannii, 2 uktad dla K. oxytoca.
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5.2.11. Metoda LM PCR/Shifter

Do genotypowania bakterii wykorzystatam zoptymalizowang i zwalidowang procedure LM PCR/Shifter [98].

Materiaty
"  Wyizolowane genomowe DNA bakterii [10 - 70 ng/ul] — pkt. 5.1.1-3
=  Bufor Tango, bufor do reakcji ligacji, bufor Tag (NH,),SO, (Fermentas) — pkt. 5.1.6
= Endonukleaza restrykcyjna Alw26l; ligaza DNA faga T4; polimeraza DNA Taq (Fermentas) — pkt. 5.1.7
= Oligonukleotydy: aLSlig, aNGCN, stAGCT, stNGCA, stNGCC, stNGCG, stNGCT — pkt. 5.1.8
= MgCl, [20 mM], dNTPs — pkt. 5.1.10

=  Woda jatowa

5.2.11.1. Przygotowanie adaptora do reakcji ligacji

W celu otrzymania gotowego do reakcji ligacji adaptora (adNGCN), dwa oligonukleotydy: pomocniczy alSlig
i ligowany aNGCN (wg. tab. 6) o wyjSciowym stezeniu 100 pmol/ul rozcienczytam dziesieciokrotnie w wodzie
i zmieszatam w stosunku objetosciowym 1:1 w 1,5 ml probdwce. Mieszanine oligonukleotydéw umiescitam
w termobloku i inkubowatam przez 2 min. w temperaturze 70°C, a nastepnie chtodzitam w temperaturze pokojowej

przez 20 min. Do dalszych analiz adaptor byt przechowywany w temperaturze -20°C.

5.2.11.2. Reakcja trawienia restrykcyjnego

W 1,5 ml probéwce przygotowatam mieszanine Master MIX zawierajgcg wszystkie sktadniki mieszaniny
reakcyjnej z wyjatkiem genomowego DNA (tab. 17). Wymieszang mieszanine Master MIX rozporcjowatam po 19 ul do
0,5 ml probéwek. Do kazdej probdwki dodatam odpowiednio po 6 pl genomowego DNA. Reakcje trawienia
prowadzitam w termobloku w temperaturze 37°C przez 60 min. Nastepnie przeprowadzitam inaktywacje termiczna

endonukleazy restrykcyjnej inkubujgc probki w temperaturze 70°C przez 10 minut. Prébki chtodzitam w temperaturze

10°C.
Sktad llos¢ na 1 prébe [pl]
bufor Tango 10 x stezony 2,5
Alw26I1 [10 U/ul] 0,5
woda 14
genomowe DNA 8
objetos¢ koricowa 25

Tabela 17. Sktad mieszaniny reakcyjnej dla reakcji trawienia restrykcyjnego w metodzie LM PCR/Shifter.
5.2.11.3. Reakcja ligacji adaptora

W 1,5 ml probéwce przygotowatam mieszanine Master MIX zawierajgcg wszystkie sktadniki mieszaniny
reakcyjnej (tab. 18). Mieszanine Master MIX wymieszatam i rozporcjowatam po 5 pl do probdéwek zawierajgcych

produkty trawienia restrykcyjnego. Probdwki umiescitam w termobloku i prowadzitam reakcje ligacji przez 45 min.
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w temperaturze 18-22°C. Nastepnie przeprowadzitam inaktywacje termiczng ligazy DNA inkubujac probki

w temperaturze 70°C przez 10 min. Prébki chtodzitam w temperaturze 10°C.

Sktad llos¢ na 1 probe [ul]
bufor do reakcji ligacj 10 x stezony 2,5
Ligaza T4 [2 U/ul] 0,2
adaptor adNGCN [20 uM] 1,5
woda 0,8
objetos¢ koncowa 5

Tabela 18. Sktad mieszaniny reakcyjnej dla reakgji ligacji w metodzieLM PCR/Shifter.

5.2.11.4. Reakcja PCR

W 1,5 ml probéwce przygotowatam mieszanine Master MIX zawierajgcg wszystkie sktadniki mieszaniny
reakcyjnej z wyjgtkiem mieszaniny ligacyjnej (tab. 19). Mieszanine Master MIX wymieszatam i rozporcjowatam po
24 ul do 0,2 ml cienkosSciennych probowek do reakcji PCR. Do kazdej probdwki dodatam odpowiednio 1 pl mieszaniny
ligacyjnej z poprzedniego etapu. Probowki umiescitam w termocyklerze i prowadzitam reakcje PCR zgodnie
z przedstawionym w tabeli 19 profilem temperaturowo - czasowym. Rozdziat produktéw PCR przeprowadzitam w 6%

zelu poliakryloamidowym wg procedury przedstawionej w pkt. 5.2.3.

sktad lloééna 1l Profil temperaturowo — czasowy
prébe [p] Temp. [°C] Czas [s] liczba cykli
woda jatowa 12,2 94 60 1
bufor Taq (NH,),S0O, 10 x stezony 2,5 72 60 1
MgCl, [20 mM] 2,5 94 30 23
dNTPs [25 mM] 2,5 72 90
starter StAGCT ” / stNGCN ? [10 uM] 4,0 72 300 1
Polimeraza DNA Tagq [5 U/ul] 0,3 4 oo 1
DNA 1,0
objetos¢ koncowa 25

Tabela 19. Sktad mieszaniny reakcyjnej i profil temperaturowo — czasowy w reakcji PCR w metodzie LM PCR/Shifter; Y uktad AGCT
? uktad NGCN; stNGCN to réwnomolowa mieszanina starteréw stNGCC, stNGCA, stNGCT, stNGCG.

5.2.12. LM PCR simple

Materiaty
= Wyizolowane genomowe DNA [10 - 70 ng/ul] — pkt. 5.1.1-3
= Bufor do trawienia restrykcyjnego Tango, R+; bufor do ligacji; bufor Shark — pkt. 5.1.6
= Endonukleazy restrykcyjne Xball, Xhol; ligaza DNA faga T4; polimeraza DNA Pwo — pkt. 5.1.7
= QOligonukleotydy: aXholLlG, aXhoPOM, aXballG, aXbaPOM, stXho, stXbal — pkt. 5.1.8
=  MgCl, [20 mM], dNTPs — pkt. 5.1.10

=  Woda jatowa
5.2.12.1. Przygotowanie adaptora

W celu otrzymania gotowego do reakcji ligacji adaptora, dwa oligonukleotydy: pomocniczy i ligowany

(wg. tab. 20) o wyjsciowym stezeniu 100 pmol/ul rozcieficzytam dziesieciokrotnie w wodzie i zmieszatam w stosunku
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objetosciowym 1:1 w 1,5 ml probdéwce. Mieszanine oligonukleotydéw umiescitam w termobloku i inkubowatam przez

2 min. w temperaturze 70°C, a nastepnie chtodzitam w temperaturze pokojowej przez 20 min. Do dalszych analiz

adaptor byt przechowywany w temperaturze -20°C.

Adaptor Oligonukleotyd ligowany Oligonukleotyd pomocniczy
adXho!” aXhoPOM aXholIG
adXbal? aXbaPOM aXballG

Tabela 20. Nazwy oligonukleotydéw tworzacych adaptor w kolejnych uktadach diagnostycznych w metodzie LM PCR simple; Y uktad dla
Acinetobacter spp. ? uktad dla K. oxytoca.

5.2.12.2. Reakcja trawienia restrykcyjnego

W 1,5 ml probéwce przygotowatam mieszanine Master MIX zawierajgcg wszystkie sktadniki mieszaniny
reakcyjnej z wyjatkiem genomowego DNA (tab. 21). Mieszanine Master MIX rozporcjowatam po 19 ul do 0,5 ml
probéwek. Do kazdej probdéwki dodatam odpowiednio 6 pl genomowego DNA. Reakcje trawienia prowadzitam

w termobloku w temperaturze 37°C przez 45 min. Prébki chtodzitam w temperaturze 10°C.

Sktad llo$¢ na 1 prébe [ul]
bufor EcoRI ! / R+ 20x stezony 2,5
Xho!” / Xbal ? [10 U/ul] 0,5
woda 14
genomowe DNA 8
objetos¢ koricowa 25

Tabela 21. Sktad mieszaniny reakcyjnej dla reakcji trawienia restrykcyjnego w metodzie LM PCR simple; Y uktad dla
Acinetobacter spp. ? uktad dla K. oxytoca.

5.2.12.3. Reakcja ligacji adaptora

W 1,5 ml probéwce przygotowatam mieszanine Master MIX zawierajgcq wszystkie sktadniki mieszaniny
reakcyjnej (tab. 22). Mieszanine Master MIX wymieszatam i rozporcjowatam po 5 ul do probdwek zawierajgcych
produkty trawienia restrykcyjnego. Probéwki umiescitam w termobloku i prowadzitam reakcje ligacji przez 45 min.
w temperaturze 18-22°C. Nastepnie przeprowadzitam inaktywacje termiczng ligazy DNA inkubujgc probki

w temperaturze 70°C przez 10 min. Probki chtodzitam w temperaturze 10°C.

Sktad llos¢ na 1 prébe [pl]
bufor do reakgji ligacji 10 x stezony 2,5
Ligaza T4 [2 U/ul] 0,2
adaptor adXhol Y/ adxbal 2 [20 uM] 1,5
woda 0,8
objetos¢ koncowa 5

Tabela 22. Sktad mieszaniny reakcyjnej i warunki prowadzenia w reakgji ligacji w metodzie LM PCR simple; Y uktad dla Acinetobacter spp. ? uktad
dla K. oxytoca.

5.2.12.4. Reakcja PCR

W 1,5 ml probéwce przygotowatam mieszanine Master MIX zawierajgcg wszystkie sktadniki mieszaniny

reakcyjnej z wyjgtkiem mieszaniny ligacyjnej (tab. 23 — dla reakcji PCR w metodzie LM PCR simple, tab. 24 — dla reakcji
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PCR w metodzie LM PCR simple z dodatkowg amplifikacjg sekwencji markerowej). Mieszanine Master MIX

wymieszatam i rozporcjowatam po 24 pl do 0,2 ml cienkosciennych probédwek do reakcji PCR. Do kazdej probdéwki

dodatam odpowiednio 1 pl mieszaniny ligacyjnej z poprzedniego etapu. Probdéwki umiescitam w termocyklerze

i prowadzitam reakcje PCR zgodnie z przedstawionym w tabeli 14 profilem temperaturowo - czasowym

produktéw PCR przeprowadzitam w 6% zelu poliakryloamidowym wg procedury przedstawionej w pkt. 5.2.3.

. Rozdziat

Sktad lloé¢ na 1 Profil temperaturowo — czasowy
probe [pl] Temp. [°C] Czas [s] liczba cykli

woda jatowa 15,95 72 120 1

bufor Shark 10 x stezony 2,5 94 30 1

MgCl, [20 mM] 2,5 94 30 -

dNTPs [25 mM] 2,5 72 90

starter stXho V' / stXbal 2 [100 pM] 0,25 72 300 1

Polimeraza DNA Pwo [2 U/ul] 0,3 4 oo 1
mieszanina ligacyjna 1,0
objetos¢ koncowa 25

Tabela 23. Sktad mieszaniny reakcyjnej i profil temperaturowo — czasowy w reakcji PCR w metodzie LM PCR simple; Y uktad dla Acinetobacter spp. 3

uktad dla K. oxytoca.

sktad lloéé na 1 Profil temperaturowo — czasowy
prébe [ul] Temp. [°C] Czas [s] liczba cykli
woda jatowa 13,95 72 120 1
bufor Shark 10 x stezony 2,5 94 30 1
MgCl, [20 mM] 2,5 94 30 23
dNTPs [25 mM|] 2,5 72 90
starter stXbal [100 uM] 0,25 72 300 1
stPehX1 [10 pM] 1,0 4 oo 1
stPehX8 [10 pM] 1,0
Polimeraza DNA Pwo [2 U/ul] 0,3
DNA 1,0
objetos¢ koricowa 25

Tabela 24. Sktad mieszaniny reakcyjnej i profil temperaturowo — czasowy w reakcji PCR w metodzie LM PCR simple z dodatkowa amplifikacja
fragmentu genu pehX (uktad pehX-LM PCR simple dla K. oxytoca).

5.2.13. ddLMS PCR

Materiaty

Wyizolowane genomowe DNA bakterii [10 - 70 ng/ul], DNA faga A [100 ng/ul] — pkt. 5.1.1-4
Bufor do trawienia restrykcyjnego Tango, R+; bufor do ligacji, bufor Shark — pkt. 5.1.6

Enzymy restrykcyjne: Maell, Bfal, Acll, Rsal, Ball, Hindlll, Apal; ligaza DNA faga T4; polimeraza DNA Pwo

—pkt. 5.1.7

Oligonukleotydy: aMaellG, aLIG8, aAclPOM, aBfaPOM, AHindPOM, stADPS8, stRecAAc, stPehX13, st16S, 1F,

2F, 1R, 2R, 4R — pkt. 5.1.8
MgCl, [20 mM], dNTPs — pkt. 5.1.10

Woda jatowa
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5.2.13.1. Przygotowanie adaptora

W celu otrzymania gotowego do reakc;ji ligacji adaptora typu 5’ (uktad 5" ddLMS PCR), dwa oligonukleotydy:
pomocniczy i ligowany (wg. tab. 25) o wyjsciowym stezeniu 100 pmol/ul rozcieficzytam dziesieciokrotnie w wodzie
i zmieszalam w stosunku objetosciowym 1:1 w 1,5 ml probdéwce. Mieszanine oligonukleotydédw umiescitam
w termobloku i inkubowatam przez 2 min. w temperaturze 70°C, a nastepnie chtodzitam w temperaturze pokojowej
przez 20 min. W celu otrzymania adaptora typu 3’ (uktad 3’ ddLMS PCR) oligonukleotyd MaelLIG8 o wyjsciowym
stezeniu 100 pmol/ul rozciefnczytam dziesiecokrotnie w wodzie. Do dalszych analiz adaptory byly przechowywane

w temperaturze -20°C.

Adaptor Oligonukleotyd ligowany Oligonukleotyd pomocniczy
adBfa V? allGs aBfaPOM
adMae ? MaellG8
adAcl ¥ allGs aAclPOM
adHind > allG8 aHindPOM

Tabela 25. Nazwy oligonukleotydéw tworzacych adaptor w kolejnych uktadach diagnostycznych w metodzie ddLMS PCR; Y uktad 5’ A-ddLMS PCR,
2 uktad 3'A-ddLMS PCR, ® uktad recA-ddLMS PCR do typowania Acinetobacter sp., * uktad pehX-ddLMS PCR dla K. oxytoca, > uktad rrn-ddLMS PCR
dla A. baumannii.

5.2.13.2. Reakcja trawienia restrykcyjnego

W 1,5 ml probéwce przygotowatam mieszanine Master MIX zawierajgcg wszystkie sktadniki mieszaniny
reakcyjnej z wyjatkiem genomowego DNA (tab. 26). Wymieszang mieszanine Master MIX rozporcjowatam po 18,5 ul
do 0,5 ml probéwek. Do kazdej probdwki dodatam odpowiednio 6 pl genomowego DNA. Reakcje trawienia
prowadzitam w termobloku w temperaturze optymalnej dla danego enzymu (tab. 6) przez 45 min. Prébki chtodzitam

w temperaturze 10°C.

Sktad llo$¢ na 1 prébe [ul]
bufor R+ 239 / Tango 24 10 x stezony 2,5
Maell™? / Bfal ® / Ach ® / Hindill ® [10 U/ul] 0,5
woda 14
DNA 6
objetos¢ koricowa 24,5

Tabela 26. Sktad mieszaniny reakcyjnej dla reakcji trawienia restrykcyjnego w metodzie ddLMS PCR; Y uktad 5’ A-ddLMS PCR, ? uktad 3'A-ddLMS
PCR, ¥ uktad recA-ddLMS PCR do typowania Acinetobacter sp., * uktad pehX-ddLMS PCR dla K. oxytoca, * uktad rrn-ddLMS PCR dla A. baumannii.

Nastepnie do kazdej probéwki dodatam po 0,5 pl drugiego enzymu restrykcyjnego (tab. 27) i ponownie
umiescitam w termobloku, prowadzac reakcje trawienia w w temperaturze 37°C przez kolejne 45 min. Probki

chtodzitam w temperaturze 10°C.

Sktad llos¢ na 1 probe [ul]
mieszanina produktow trawienia 24,5
Rsal™ 2 1 Bal ® 1 Apal ¥ [10 U/ul] 0,5
objetos¢ koncowa 25

Tabela 27. Sktad mieszaniny reakcyjnej dla reakcji trawienia restrykcyjnego w metodzie ddLMS PCR; Y uktad 5’ A-ddLMS PCR,
2 uktad 3'A-ddLMS PCR, ¥ uktad recA-ddLMS PCR do typowania Acinetobacter sp.,  uktad pehX-ddLMS PCR dla K. oxytoca, * uktad rrn-ddLMS PCR
dla A. baumannii.
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5.2.13.3. Reakcja ligacji adaptora

W 1,5 ml probéwce przygotowatam mieszanine Master MIX zawierajgcg wszystkie sktadniki mieszaniny
reakcyjnej (tab. 28). Mieszanine Master MIX wymieszatam i rozporcjowatam po 5 pl do probéwek zawierajgcych
produkty trawienia restrykcyjnego. Probdwki umiescitam w termobloku i prowadzitam reakcje ligacji przez 45 min.
w temperaturze 18-22°C. Nastepnie przeprowadzitam inaktywacje termiczng ligazy DNA inkubujgc prébki

w temperaturze 70°C przez 10 min. Probki chtodzitam w temperaturze 10°C.

Sktad llos¢ na 1 prébe [pl]
bufor do reakgji ligacji 10 x stezony 2,5
Ligaza T4 [2 U/pl] 0,2
adaptor adMae 3 / adBfal 24 / adAcl 24 / aHindlll 5l [20 uM] 1,5
woda 0,8
objetos¢ koricowa 5

Tabela 28. Sktad mieszaniny reakcyjnej dla reakcji ligacji w metodzie ddLMS PCR; Y uktad 5’ A-ddLMS PCR, 2 uktad 3'A-ddLMS PCR, * uktad recA-
ddLMS PCR do typowania Acinetobacter sp., * uktad pehX-ddLMS PCR dla K. oxytoca, *  uktad rrn-ddLMS PCR dla A. baumannii.

5.2.13.4. Reakcja PCR
W 1,5 ml probdwce przygotowatam mieszaning Master MIX zawierajgcg wszystkie skfadniki mieszaniny

reakcyjnej z wyjatkiem mieszaniny ligacyjnej (tab. 29 — préba specyficzna, z udziatem startera uniwersalnego

i specyficznego, tab. 30 — prdba niespecyficzna z udziatem startera specyficznego).

llo&é na 1 Profil temperaturowo — czasowy
Sklad probe [ul] Temp. [°C] Czas [s] liczba
cykli
woda jatowa 13,7 72 120 1
bufor Shark 10 x stezony 2,5 94 30 1
MgCl, [20 mM] 2,0 94 30
dNTPs [25 mM] 2,5 63" /60 30 25
starter stADP8 [10 uM] 1,0 72 60 22 7120349
starter 3R % / stRecAAc ¥ / stpehXx13 ¥ / st16S * [10 pM] 2,0 72 300 1
Polimeraza DNA Pwo [2 U/ul] 0,3 4 oo 1
DNA 1,0
objetos¢ koncowa 25

Tabela 29. Sktad mieszaniny reakcyjnej i profil temperaturowo — czasowy w reakcji PCR w metodzie ddLMS PCR dla préby specyficznej; Y uktad 5’ A-
ddLMS PCR, ? uktad 3'A-ddLMS PCR, ? uktad recA-ddLMS PCR do typowania Acinetobacter sp., * uktad pehX-ddLMS PCR dla K. oxytoca.

skdad lloéé na 1 Profil temperaturowo — czasowy
probe [ul] Temp. [°C] Czas [s] liczba cykli
woda jatowa 15,7 72 120 1
bufor Shark 10 x stezony 2,5 94 30 1
MgCl, [20 mM] 2,0 94 30
dNTPs [25 mM] 2,5 63" /60 30 25
starter stADP8 [10 pM] 1,0 72 60 ™2 j12034 9
Polimeraza DNA Pwo [2 U/ul] 0,3 72 300 1
DNA 1,0 4 oo 1
objetos¢ koncowa 25

Tabela 30. Sktad mieszaniny reakcyjnej i profil temperaturowo — czasowy w reakcji PCR w metodzie ddLMS PCR dla préby niespecyficznej; Y uktad 5’
A-ddLMS PCR, ? uktad 3A-ddLMS PCR, ¥ uktad recA-ddLMS PCR do typowania Acinetobacter sp., * uktad pehX-ddLMS PCR dla K. oxytoca, * uktad
rrn-ddLMS PCR dla A. baumannii.
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Mieszanine Master MIX wymieszatam i rozporcjowatam po 24 ul do 0,2 ml cienkos$ciennych probéwek do
reakcji PCR. Do kazdej probowki dodatam odpowiednio 1 pl mieszaniny ligacyjnej z poprzedniego etapu. Probdwki
umiescitam w termocyklerze i prowadzitam reakcje PCR zgodnie z przedstawionym w tabeli 28 (lub tab. 29) profilem
temperaturowo - czasowym. Rozdziat produktéw PCR przeprowadzitam w 6% zelu poliakryloamidowym wg procedury

przedstawionej w pkt. 5.2.3.

5.2.14. Analiza poréwnawcza profili elektroforetycznych

Poréwnanie profili elektroforetycznych uzyskanych metodami fingerprinting oraz ocene dtugosci produktu
PCR na podstawie potozenia prazka wzgledem markera wielkosci DNA przeprowadzitam z wykorzystaniem programu
Quantity One 4.3.1 (BioRad) wykorzystujac wspétczynnik podobieristwa Dice’a oraz metode klasteryzacji UPGMA.

Stopien podobienstwa genetycznego préb (profili) przedstawitam w postaci dendrogramu.

Dla potrzeb analizy podobienstwa genetycznego (identyfikacji szczepdw o tym samym genotypie)
wyznaczytam poziom identycznosci (Pi) réwny 0.95 (95%). Poziom identycznos¢ jest to stopien podobienstwa jaki
wykazuja szczepy, ktére wg danych epidemiologicznych sg klonalnie zaleine (np. szczepy izolowane od jednego
pacjenta, wykazujgce te same cechy fenotypowe). Jesli niedostepne sg dane epidemiologiczne, Pi mozna wyznaczyé
poprzez poréwnanie wynikow wielokrotnej analizy dla tego samego szczepu. Niektére metody, jak PCR MP, s3
wrazliwe na niewielkie zmiany warunkéw prowadzenia analizy (np. wahania temperatury denaturacji w cyklach reakcji
PCR). Pi wyznacza ilo$¢ roznic pomiedzy dwoma profilami elektroforetycznymi, przy ktérych uznaje sie je za identyczne
(ten sam genotyp). Im wiecej produktéw PCR znajduje sie w profilu elektroforetycznym tym wiecej réznic pomiedzy
profilami jest dopuszczalne. Poziom identycznosci nie powinien spadac ponizej 90%. Ze wzgledu na duzg liczbe
analizowanych szczepow i brak mozliwosci wykonania rozdziatu elektroforetycznego produktéw PCR dla wszystkich
szczepow jednoczes$nie na jednym Zzelu, na potrzeby analizy pordwnawczej oszacowatam wewnatrzzelowy

i miedzyzelowy poziom identycznosci, ktory wynidst odpowiednio 0.95i 0.9.

5.2.15. Analiza sekwencji DNA

Analize podobienstwa sekwencji DNA oraz analize specyficznosci starterow przeprowadzitam
z wykorzystaniem programu VNTI (Invitrogene) oraz programu BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool).

Analizy restrykcyjne genomowego DNA oraz fragmentéw DNA przeprowadzitam z wykorzystaniem programu Clone.
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6. Wyniki i wnioski

Odkrycia biologii molekularnej wptynety znaczgco na rozwdj diagnostyki molekularnej, w tym takze
na powstawanie nowych metod typowania genetycznego drobnoustrojéw w celu utatwienia
i upowszechnienia badan epidemiologicznych, a w szczegdlnosci kontroli zakazen szpitalnych, chordb
infekcyjnych i dochodzen epidemiologicznych. Istotnymi parametrami decydujgcymi o uzytecznosci nowej
metody typowania oraz o powszechnosci jej stosowania w rutynowych badaniach epidemiologicznych jest

jej wiarygodnos¢ oraz szybkos$¢ uzyskiwania wynikéw.

Techniki fingerprinting nalezgce do grupy LM PCR, sg najbardziej uniwersalnymi metodami
typowania genetycznego tzn. mogg by¢ stosowane dla szerokiej gamy drobnoustrojow i wykazujg wysoki
potencjat rdznicujgcy. Mozliwe jest, aby za pomocg jednego uktadu diagnostycznego (ukfad
enzymu/enzymow restrykcynych oraz metoda selekcji fragmentow amplifikowanych) jednoczesnie typowac
wiele réznych gatunkéw drobnoustrojéw. W wyniku analizy dla kazdej z préb (szczepdéw) mozna otrzymad
produkty PCR (wynik pozytywny typowania). W przypadku kontaminacji hodowli bakteryjnej czy btednego
przypisania drobnoustroju do gatunku bardzo trudno jest na podstawie otrzymanego profilu
elektroforetycznego produktéw PCR stwierdzi¢ zajscie tych nieprawidtowosci, zwtaszcza jezeli badana grupa
szczepOw wykazuje naturalnie wysoki stopiend zréznicowania genetycznego. Jedynie w przypadku, gdy
analizie poddaje sie grupe szczepodw, ktérych dane epidemiologiczne wskazujg na bliskg zaleznosg,
otrzymanie profilu elektroforetycznego znacznie odbiegajacego od reszty wynikdw, moze wzbudzi¢ pewne

watpliwosci i sktonié nas do powtdrzenia badania.

Celem mojej pracy doktorskiej jest opracowanie metody typowania genetycznego, ktdra poza
réznicowaniem szczepdéw pozwala réwniez uzyska¢ wzory potwierdzajgce przynaleznosci gatunkowg czy

rodzajowg badanego drobnoustroju.

6.1. Genetyczna charakterystyka wybranych szczepdw bakteryjnych

6.1.1. Genetyczna charakterystyka szczepow K. oxytoca

Pateczki Gram-ujemne z rodzaju Klebsiella, jako patogeny oportunistyczne, sg jednym z gtéwnych
czynnikéw odpowiedzialnych za zakazenia szpitalne, szczegdlnie na oddziatach Neonatologii. Moga
prowadzi¢ do powaznych choréb tj. posocznicy, zapalenia ptuc, infekcji drég moczowych i tkanki miekkiej.
Zrodzaju Klebsiella, K. oxytoca jest drugim, najczesciej identyfikowanym gatunkiem wsrdd szczepdw

izolowanych od hospitalizowanych pacjentow.

Identyfikacja gatunkowa K. oxytoca napotyka wiele trudnosci ze wzgledu na duze podobienstwo
fenotypowe do gatunku K. pneumoniae [138-140]. Réznicowanie pomiedzy tymi dwoma gatunkami opiera
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sie przeze wszystkim na zdolnosci rozktadu tryptofanu do indolu przez K. oxytoca. Ponadto K. pneumoniae
ros$nie i rozktada glukoze w wyzszych temperaturach (41°C i 44,5°C), K. oxytoca natomiast preferuje
temperatury nizsze (10°C i 41°C) [1]. Obecnie do identyfikacji gatunkowej K. oxytoca mozna wykorzystac

specyficzng reakcje PCR opartg na fragmencie genu pehX, kodujgcego enzym poligalaktouronaze [141].

Do badan wybratam 200 szczepdéw klinicznych i 9 szczepow wzorcowych K. oxytoca (tab. 3) oraz 20
szczepdw K. pneumoniae. Szczepy kliniczne izolowane byty od pacjentéw hospitalizowanych w réznych
osrodkach medycznych w Polsce w okresie od 1954 do 2007 (>50 lat). Szczepy wzorcowe K. oxytoca zostaty
opisane przez Ide @rskov w 1956r i stanowig wzorzec dla tego gatunku. Identyfikacja gatunkowa szczepdéw
K. oxytoca zostata potwierdzona poprzez amplifikacje PCR fragmentu genu pehX, z wykorzystaniem
starteréw stPehX3 i stPehX4 (wg procedury przedstawionej w pkt. 6.2.6). Rdéznorodnos¢ genetyczng
szczepdw zbadatam za pomocg dwéch metod o réznym stopniu dyskryminacji: ITS PCR oraz PCR MP w

uktadzie enzymu restrykcyjnego Hindlll (wg procedury przedstawionej w pkt.6.2.9-10) [142].

Do wstepnych badan wybratam 23 szczepy K. oxytoca, w tym 9 szczepdw wzorcowych oraz jeden
szczep K. pneumoniae jako kontrole ujemng do identyfikacji gatunkowej.Wyniki identyfikacji gatunkowej

oraz typowania genetycznego przedstawitam na rysunkach 13-15.

M11 2 3 4 56 7 8 910 1112 131415 16 17 18 19 20 21 22 23 Kp K- M1
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Rys. 13. Elektroforetyczny rozdziat w 2% zelu agarozowym produktéw amplifikacji fragmentu genu pehX (wielko$¢ produktu
344 pz); M1 — marker wielkosci DNA 100-1000, 1-23 szczepy K. oxytoca, Kp — K. pneumoniae, K - kontrola ujemna reakcji PCR.
Specyficzny produkt o dtugosci 344 pz otrzymano dla wszystkich szczepdw K. oxytoca. Wynik

amplifikacji dla szczepu K. pneumoniae jest negatywny (brak produktu PCR).

Roznorodnos¢ genetyczna szczepdw K. oxytoca jest bardzo duza (rys. 14,15). Catkowite
podobienstwo (Cp) obliczone na podstawie wynikéw typowania ITS PCR wynosi 5%, a PCR MP 4%.
Typowanie ITS PCR pozwolito wyodrebni¢ 9 réznych wzoréw genetycznych (I-IX), sktadajacych sie z 5-8
fragmentéw DNA o dtugosci od 290 do 1000 pz, natomiast typowanie PCR MP 17 réinych wzoréw
genetycznych (A-R), zawierajgcych do 10 fragmentéw DNA o dtugosci od 150 do 3000 pz.

Szczep K. pneumoniae wykazuje wysoki stopien podobienstwa genetycznego wzgledem K. oxytoca.
Stosujac wytgcznie typowanie genetyczne ITS PCR oraz PCR MP zostatby on uznany za gatunek K. oxytoca
(szczepy 12, 21, 22 oraz K. pneumoniae potfaczone sg w jeden klaster o stopniu podonienstwa 18%, przy
czym catkowite podobienstwo szczepow K. oxytoca jest ponad trzy razy nizsze). Nie wszystkie szczepy
K. pneumoniae wykazujg tak wysokie podobienstwo genetyczne wzgledem K. oxytoca. W pracy
przeanalizowatam 20 szczepdw K. pneumoniae, a stopien ich podobienstwa wzgledem K. oxytoca wynosit

od 2 do 15%. Przedstawiony na rysunkach 13-15 szczep K. pneumoniae zostat wybrany celowo, aby méc
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oceni¢ specyficzno$¢ proponowanych metod i uktadéw diagnostycznych wzgledem K. oxytoca.
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Rys. 14. Wyniki typowania genetycznego metoda ITS PCR bakterii K. oxytoca (A) elektroforetyczny rozdziat w 4% zelu poliakryloamidowym

produktow PCR, (B) dendrogram podobieristwa genetycznego szczepdw K. oxytoca, wyznaczony na podstawie wspotczynnika podobienistwa Dice’a
oraz metody UPGMA; M2-marker wielkosci DNA 100-1000, 1-23 szczepy K. oxytoca, Kp- szczep K. pneumoniae, K- kontrola ujemna reakcji PCR, I-1X

genotypy, Cp- catkowite podobieristwo, Pi-poziom identycznosci.
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Rys. 15. Wyniki typowania genetycznego metodg PCR MP bakterii K. oxytoca; (A) elektroforetyczny rozdziat w 6% zelu poliakryloamidowym

produktéw PCR, (B) dendrogram podobieristwa genetycznego szczepdw K. oxytoca wyznaczony na podstawie wspotczynnika podobienstwa Dice’a
oraz metody UPGMA; M2 — marker wielkosci DNA 100-3000, 1-23 szczepy K. oxytoca, Kp- szczep K. pneumoniae, K- kontrola ujemna reakcji PCR,

A-R genotypy, Cp- catkowite podobierstwo, Pi-poziom identycznosci.
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6.1.2. Genetyczna charakterystyka szczepdw Acinetobacter sp.

Taksonomia rodzaju Acinetobacter sp. wraz z rozwojem metod biologii molekularnej czesto ulegata
zmianom. Podstawy obecnie obowigzujgcej taksonomii Acinetobacter sp. stworzyli w 1986 roku Bouvet
i Girmont, ktdrzy, wykorzystujac technike hybrydyzacji DNA/DNA, wyodrebnili dwanascie genotypow [143].
Obecnie rodzaj Acinetobacter obejmuje 40 gatunkdw, z czego 31 nadano nazwy gatunkowe
(www.bacterio.cict.fr/a/acinetobacter.html), a 9 widnieje jako osobne grupy DDH (ang. DNA-DNA
hybridisation [144]).

Bakterie z rodzaju Acinetobacter sg szeroko rozpowszechnione w przyrodzie [145]. Ich naturalnym
rezerwuarem jest woda i gleba, mogg takze wchodzié¢ w sktad fizjologicznej mikroflory skéry cztowieka. Sg
to patogeny oportunistyczne. Obecnie szacuje sie, ze wywotujg ok. 3% infekcji szpitalnych [145]. Oporne na
wiekszos¢ istniejgcych antybiotykdw, stanowig smiertelne zagrozenie szczegdlnie dla pacjentéw leczonych
metodami inwazyjnymi. Najwiekszy udziat w patogenezie majg genotypy nalezgce do kompleksu ACB
(Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex), w ktérego sktad wchodzi szes¢ genomogatunkow:
A. calcoaceticus (gs 1), A. baumannii (gs 2), A. pitti (gs 3), A. nosocomialis (13TU) i dwa najmniej liczne
genomogatunki nie posiadajgce nazwy gatunkowej: ,pomiedzy 1 i 3” (ang. between 1 and 3) oraz ,blisko
spokrewniony z 13TU” (ang. close to 13TU) — nazwy genomogatunkowe nadano przez wzglad na ich

genetyczne podobieAstwo w stosunku do innych grup genotypowych nalezgcych do kompleksu [132,146].

Szczepy nalezgce do kompleksu ACB izolowane ze srodowiska szpitalnego charakteryzujg sie bardzo
duzym podobiefAstwem zaréwno pod wzgledem fenotypowym jak i genetycznym [132]. W ostatnim czasie
zaprojektowano wiele metod opartych na analizie DNA do identyfikacji genomogatuntow Acinetobacter,
jednak ze wzgledu na duze podobienstwo genetyczne, identyfikacja i typowanie szczepow nalezgcych do

kompleksu ACB jest utrudnione.

Do badan wybratam 23 szczepy referencyjne nalezgce do 21 gatunkdw Acinetobacter (tab. 1) oraz
16 szczepdw klinicznych A. baumannii, 5 szczepdw A. calcoaceticus, 2 szczepy A. pittii, po jednym szczepie:
A. nosocomialis, genomogatunek ,between 1 and 3” i ,close to 13TU” (tab. 2). Identyfikacje gatunkowa
przeprowadzitam za pomocg metody recA-PCR/RFLP z wykorzystaniem enzymu Tsp509I
(wg procedury przedstawionej w pkt. 5.2.8). Na podstawie polimorfizmu dtugosci fragmentéw
restrykcyjnych fragmentu genu recA potwierdzitam ich przynaleznos¢ do genomogatunku [29]. Wyniki

analizy przedstawitam na rysunkach 16 —18.
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Rys. 16. Wyniki typowania genetycznego metodg recA-PCR/RFLP-Tsp509I referencyjnych szczepdw Acinetobacter sp.; elektroforetyczny rozdziat
(A) produktéw amplifikacji fargmentu genu recA w 2% zelu agarozowym (B) produktéw trawienia fragmentu genu recA enzymem Tsp5091 w 9% zelu
poliakryloamidowym; M1 — marker wielko$ci DNA 100-1000, M5 — marker wielko$ci DNA pUC19/Mspl, 1-23 referencyjne szczepy Acinetobacter sp.
(wg tab.1), K- kontrola ujemna reakcji PCR.
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Rys. 17. Wyniki typowania genetycznego metodg recA-PCR/RFLP-Tsp5091 wzorcowych, klinicznych i srodowiskowych szczepdw Acinetobacter sp.
z kompleksu ACB; elektroforetyczny rozdziat (A) produktéw amplifikacji fargmentu genu recA w 2% zelu agarozowym(B) trawienia fragmentu genu
recA enzymem Tsp5091 w 9% zelu poliakryloamidowym; M1 — marker wielkosci DNA 100-1000, M5 — marker wielkosci DNA pUC19/Mspl, K- kontrola

ujemna reakcji PCR, 1-16 szczepy kliniczne i srodowiskowe, Ab1, Ab2, Acl, Ac2, Ap, An, 1/3, C-to-13TU — szczepy referencyjne i wzorcowe

(wg tab. 1,2).
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Rys. 18. Wyniki typowania genetycznego metoda recA-PCR/RFLP-Tsp509I referencyjnych i klinicznych szczepdw A. baumannii; elektroforetyczny
rozdziat (A) produktéw amplifikacji fargmentu genu recA w 2% zelu agarozowym, (B) produktéw trawienia fragmentu genu recA enzymem Tsp509I
w 9% zelu poliakryloamidowym; M1 — marker wielko$ci DNA 100-1000, M5 — marker wielko$ci DNA pUC19/Mspl, K- kontrola ujemna reakcji PCR, 1-
16 szczepy kliniczne, Ab1, Ab2 — szczepy referencyjne (wg tab. 1).

Réznorodnosc genetyczng szczepdw A. baumannii zbadatam za pomocg metody PCR MP w uktadzie
restrykcyjnym EcoRl (wg procedury przedstawionej w pkt. 5.2.10). Wyniki typowania oraz analize
porownawczg profili elektroforetycznych przedstawitam na rysunku (rys. 19). Zréznicowanie genetyczne

wybranych szczepdw jest niewielkie, a catkowite podobiefstwo genetyczne (Cp) wynosi 37%. Sposréd 18

szczepdw wyodrebnitam 6 genotypdw oznaczonych symbolami A-F.
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Rys. 19. Wyniki typowania genetycznego metoda PCR MP/EcoRI szczepdw A. baumannii; (A) elektroforetyczny rozdziat w 6% zelu
poliakryloamidowym produktéw PCR, (B) dendrogram podobienstwa genetycznego wyznaczony na podstawie wspdtczynnika podobieristwa Dicea
oraz metody UPGMA; M1 — marker wielko$ci DNA 100-1000, 1-16 szczepy kliniczne, Ab1, Ab2 szczepy referencyjne A. baumannii (wg tab. 2), K-
kontrola ujemna reakcji PCR; Cp- Catkowite podobieristwo, Pi-Poziom identycznosci, kolorami i symbolami A-F zaznaczono osobne genotypy.
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6.2. Metoda ddLMS PCR

Metody specyficzne, stuzgce identyfikacji gatunkowej, wykorzystujg obecnos¢ charakterystycznych
dla danego gatunku sekwencji DNA. Sekwencje te, zwane inaczej sekwencjami markerowymi, sg zazwyczaj
mocno zakonserwowane ewolucyjnie dlatego stopien ich zmiennosci jest bardzo niski. Stanowig najczesciej
fragment genu odpowiedzialnego za wazne procesy zyciowe lub za unikalne cechy fenotypowe danego
mikroorganizmu. Sekwencje otaczajgce sekwencje markerowe mogg wykazywac¢ duzo wyzszy poziom
zmiennosci, dlatego ich analiza moze stanowi¢ doskonate narzedzie do specyficznego rdéznicowania

drobnoustrojéw.

W ramach prowadzonych badan podjetam prébe opracowania nowej metody typowania
genetycznego, ktéra na podstawie polimorfizmu sekwencji poprzedzajgcej sekwencje markerowa
pozwolitaby typowac drobnoustroje z zachowaniem specyficznosci gatunkowej. Punktem wyjscia byta
opracowana w 1995 roku przez Siebert i in. [147], a nastepnie zmodyfikowana w 2005 roku przez Jeung i in.

[148] metoda LMS PCR (ang. Ligation Mediated Suppression PCR).

Technika LMS PCR to technika nalezgca do grupy metod LM PCR, umozliwiajgca amplifikacje
potgczonych z adaptorem fragmentdw restrykcyjnych, zawierajgcych wewnatrz znang sekwencje DNA. Jak
dotad wykorzystywana byta do analizy obszaréw promotorowych, do poznania sekwencji dtugich odcinkéw
DNA (np. catych genéw) [149], do identyfikacji izoform gendw danej rodziny gendéw [150] oraz w potgczeniu
z metoda inverse-PCR, do analizy fragmentéw otaczajgcych znany fragment DNA [151]. Przeprowadzone
przeze mnie studium literaturowe wykazato, ze metoda LMS PCR jak dotad nie byta wykorzystana do

genetycznego typowania drobnoustrojow.

LMS PCR jest metodg ztozong i jak pozostate metody z grupy LM PCR sktada sie z etapu trawienia
restrykcyjnego genomowego DNA, ligacji adaptora do fragmentow restrykcyjnych oraz selektywnej
amplifikacji w reakcji PCR. Amplifikacji ulegajg tylko te fragmenty, ktére zawierajg wewnatrz sekwencjg
markerowa. Pozostate fragmenty nie sg amplifikowane na skutek braku miejsc wigzania dla starterow. llos¢

produktow PCR zalezy scisle od liczby kopii sekwencji markerowej w badanym DNA.

Selektywnosé amplifikacji w technice LMS PCR uzyskano wprowadzajgc na etapie reakcji ligacji
adaptor, ktérego oligonukleotyd pomocniczy zawiera grupe aminowa na koncu 3’ oraz grupe fosforanowa
na koncu 5 (rys. 20). W wyniku fosforylacji oligonukleotyd pomocniczy tgczy sie wigzaniem
fosfodiestrowym z koricem 3’ fragmentu restrykcyjnego i podobnie jak oligonukleotyd ligowany, staje sie
czescig matrycy DNA w reakcji PCR. W metodach LM PCR we wstepnym etapie reakcji PCR (pre-PCR)
nastepuje oddysocjowanie niezligowanego oligonukleotydu pomocniczego, wydtuzenie konca 3’ fragmentu
restrykcyjnego i utworzenie miejsca wigzania dla startera komplementarnego do adaptora (rys. 20A).
W metodzie LMS PCR oligonukleotyd pomocniczy po ligacji do fragmentu restrykcyjnego staje sie

przeszkodg w amplifikacji. Znajdujaca sie na koncu 3’ grupa aminowa blokuje wydtuzanie nici DNA przez
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polimeraze DNA (rys. 20B) i miejsce hybrydyzacji startera komplementarnego do adaptora nie moze by¢

utworzone.

Rys. 20. Poréwnanie budowy adaptora stosowanego w metodzie LM PCR i LMS PCR, przebieg wstepnego etapu reakcji PCR
(pre-PCR) oraz przedstawienie mechanizmu supresji amplifikacji w metodzie LMS PCR.

Amplifikacja fragmentdéw restrykcyjnych zawierajgcych wewnatrz sekwencje markerowg przebiega
dwustopniowo (rys. 21). W pierwszym cyklu reakcji PCR do matrycy DNA przytgcza sie starter
komplementarny do sekwencji markerowej (zwany dalej starterem specyficznym), ktérego wydtuzenie
(amplifikacja liniowa) powoduje utworzenie miejsca wigzania startera komplementarnego do adaptora
(zwanego dalej starterem uniwersalnym). W kolejnych cyklach reakcji PCR do matrycy DNA przytgczajg sie
oba startery: uniwersalny i specyficzny, w wyniku czego fragment DNA poprzedzajacy sekwncje markerowa
jest amplifikowany. Pozostate fragmenty DNA nie sg amplifikowane ze wzgledu na brak utworzenia miejsca

hybrydyzacji dla startera uniwersalnego.

Metoda LMS PCR moze by¢ wykorzystana do specyficznego typowania drobnoustrojow, jezeli

wybrana przez nas sekwencja markerowa bedzie specyficzna gatunkowo lub rodzajowo.
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Rys. 21. Schemat opisujgcy mechanizm amplifikacji fragmentu DNA zawierajgcego sekwencje markerowa w metodzie LMS PCR.

Wzér uzyskany metodg LMS PCR dostarcza dwéch informacji:

(1) obecnos¢ produktu PCR Swiadczy o obecnosci charakertystycznej sekwencji w obrebie
genomowego DNA, a tym samym potwierdza przynaleznos$¢ badanego drobnoustroju do

danej grupy (jednostki taksonomicznej, np. gatunku),

(2) dtugosé produktu PCR dostarcza informacji o réznicach w sekwencji otaczajacej sekwencje
markerowg, a tym samym o réznicach pomiedzy badanymi drobnoustrojami wchodzgcymi

w sktad badanej grupy.

W roku 2005 zaproponowano wprowadzenie do metody LMS PCR adaptora typu Y-shape, ktéry
zawiera na koncu 3’ oligonukleotydu pomocniczego, w miejsce grupy aminowej, niepetng
komplementarno$¢ w stosunku do konca 5’ oligonukleotydu ligowanego [148]. Adaptor ten tworzy

strukture drugorzedowa, ksztattem przypominajaca litere ,Y” (rys. 22).

Rys. 22. Schemat przedstwiajgcy strukture adaptora w metodzie LMS PCR; (A) typu liniowego, zawierajacy grupe aminowg na koricu 3’
oligonukleotydu pomocniczego; (B) typu Y-shape, z niepetng komplementarnosciag pomiedzy koricem 3’ oligonukleotydu pomocniczego
a koricem 5’ oligonukleotydu ligowanego.
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Obecnos¢ grupy fosforanowej na koncu 5’ oligonukleotydu pomocniczego moze spowodowad

autoligacje adaptordw i tym samym obnizy¢ ilos¢ wolnych czasteczek adaptora (rys. 23).

Rys. 23. Schemat przedstawiajacy zjawisko autoligacji ufosforylowanego na koricu 5’adaptora w metodzie LMS PCR; (A) adaptor liniowy, zawierajacy
grupe aminowa na koricu 3’ oligonukleotydu pomocniczego; (B) adaptor typu Y-shape; P — grupa fosforanowa, NH,- grupa aminowa, AGCT —
sekwencja jednoniciowego korica DNA (przyktad).

W skrajnych przypadkach, moze dojs¢ do sytuacji, w ktérej nie dojdzie do ligacji pomiedzy
adaptorem a fragmentem restrykcyjnym zawierajagcym wewnatrz sekwencje markerowg, ze wzgledu na
brak wolnych czasteczek adaptora w mieszaninie reakcyjnej. Brak amplifikacji fragmentu specyficznego
moze by¢ btednie odczytany jako wynik negatywny (brak sekwencji markerowej w badanym genomowym
DNA). Aby wykluczy¢é mozliwosé wystgpienia tego zjawiska postanowitam zastosowac adaptor pozbawiony
grupy fosforanowej, a do selekcji amplifikowanych fragmentéw wykorzystaé zjawisko supresji w reakcji
PCR. Zjawisko to wykorzystano w metodzie ADSRRS (pkt. 4.2.2.2.3). Obustronnie zligowane z adaptorem
fragmenty restrykcyjne zawierajg terminalne, komplementarne sekwencje. W temperaturze przyfaczania
startera fragmenty te wskutek wewnatrzczgsteczkowej hybrydyzacji mogg utworzy¢ strukture tzw. ,rakiety
tenisowej”, ktora blokuje miejsce wigzania dla startera i uniemozliwia amplifikacje fragmentu. Poniewaz
zjawisko wewnatrzczgsteczkowej hybrydyzacji czgsteczek jednoniciowego DNA jest zjawiskiem
konkurencyjnym w stosunku do hybrydyzacji startera, aby przesung¢ rownowage reakcji w strone
tworzenia struktury ,rakiety tenisowej” zastosowatam adaptor zbudowany z dtugiego, bogatego w G i C

oligonukleotydu ligowanego oraz krétki starter (o potowe krétszy od oligonukleotydu ligowanego).

Fragment restrykcyjny zawierajgcy wewnatrz sekwencje markerowa, w zaleznosci dtugosci, moze

utworzy¢ strukture ,rakiety tenisowej” lub moze by¢ amplifikowany w reakcji PCR (rys. 24).
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Rys. 24. Schemat przedstawiajacy teoretyczne rozwazania wynikéw amplifikacji fragmentu restrykcyjnego zawierajacego sekwencje markerowgq oraz
zjawisko supresji w reakcji PCR; Al —amplifikacja fragmentu specyficznego, A2 — amplifikacja fragmentu niespecyficzego,
B — wewnatrzczasteczkowa hybrydyzacja fragmentu DNA, blokujgca przytaczanie starteréw i amplifikacje fragmentu DNA
W zaleznosci od potozenia sekwencji markerowej wewngtrz fragmentu restrykcyjnego, sity
i szybkosci wigzania starterow do matrycy DNA oraz warunkéw buforowych, mozemy w reakcji PCR
otrzymaé poza wtasciwym, specyficznym produktem réwniez produkt niespecyficzny, stanowigcy
amplifikowany w catosci fragment restrykcyjny (rys.24A2). Jezeli fragment restrykcyjny bedzie
wystarczajgco dtugi, aby utworzy¢ stabilng strukture ,rakiety tenisowej’, powstajgca drugorzedowa

struktura czasteczki DNA bedzie utrudniata amplifikacje fragmentu specyficznego, zwtaszcza jezeli miejsce

wigzania startera znajduje sie blisko korica fragmentu restrykcyjnego (rys. 24B).

Zaleznos¢ amplifikacji produktu specyficznego od warunkéw prowadzenia reakcji PCR oraz od
stabilnosci struktury ,rakiety tenisowej” fragmentu zawierajacego sekwencje markerowg, moze obnizy¢
powtarzalnosé otrzymywanych wynikéw oraz czuto$é metody. W przypadku niskiego stezenia matrycy lub
jej ztej jakosci (np. czesciowa degradacja), supresja amplifikacji moze doprowadzi¢ do uzyskania wynikéw
fatszywie negatywnych (brak produktéw PCR). Jedynym rozwigzaniem jest zastosowanie enzymow rzadko
tnacych, dla ktérych miejsca ciecia potozone sg w znacznej odlegtosci (ok. 2000-3000 pz) od obu stron
sekwencji markerowej. W takim przypadku sekwencja markerowa zlokalizowana bedzie w petli struktury
»rakiety tenisowej”, w miejscu o duzej relaksacji nici, gdzie dostep dla startera bedzie tatwiejszy. Niesie to
za sobg koniecznos¢ amplifikacji dtugich fragmentéw DNA, co wymaga stosowania polimeraz DNA

o wysokiej procesywnosci.
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Aby wyeliminowa¢ mozliwos¢ hybrydyzacji wewnatrzczgsteczkowej fragmentu restrykcyjnego,
zawierajgcego wewnatrz sekwencje markerowg, wprowadzitam do pierwszego etapu metody dodatkowe
trawienie restrykcyjne. Zastosowanie dwdch enzymodw restrykcyjnych, tnagcych DNA po obu stronach
sekwencji markerowej, pozostawiajgcych jednoniciowe konce o réznej sekwencji spowoduje, iz w reakcji
ligacji adaptor przytaczy sie tylko z jednej strony fragmentu restrykcyjnego. Brak homologicznych sekwenciji
terminalnych wyklucza mozliwosé tworzenia sie struktury ,rakiety tenisowej” i blokade miejsca

hybrydyzacji dla startera specyficznego.

Zmodyfikowang metode LMS PCR, wykorzystujacg podwdjne trawienie restrykcyjne oraz ligacje
nieufosoforylowanego adaptora liniowego, nazwatam ddLMS PCR (ang. double digestion Ligation Mediated

Suppression PCR).

6.2.1. Mechanizm metody ddLMS PCR

W metodzie ddLMS PCR cate genomowe DNA poddaje sie trawieniu dwoma enzymami
restrykcyjnymi, otrzymujac bardzo duzg ilos¢ fragmentéw DNA, z ktérych czes¢ zawiera wewnatrz
sekwencje markerowg (ich liczba zalezy od liczby kopii sekwencji markerowej). Fragmenty te mozna

podzieli¢ na cztery grupy (rys. 25A):

I — fragmenty o réznych koricach generowanych przez dwa enzymy restrykcyjne, zawierajgce wewnatrz

sekwencje markerows,

Il — fragmenty o réznych koncach pochodzacych od dwdch enzyméw restrykcyjnych, nie posiadajace

sekwencji markerowej,
lll - fragmenty o takich samych koricach, powstate po trawieniu enzymem restrykcyjnym 1 (ER1),
IV — fragmenty o takich samych koncach, powstate po trawieniu enzymem restrykcyjnym 2 (ER2).

Dwa rdéine enzymy restrykcyjne pozostawiajg rézne konce. Adaptor zawiera sekwencje
komplementarng tylko do konca pozostawionego przez enzym ER1, z ktérym faczy sie w reakcji ligacji
(rys. 25B). Koniec fragmentu powstaty po cieciu enzymem ER2 pozostaje wolny. Adaptor jest
nieufosforylowany na koncu 5’ zatem w reakcji ligacji wigzanie fosfodiestrowe tworzy sie tylko pomiedzy
korncem 5’ fragmentu restrykcyjnego, a korncem 3’ oligonukleotydu ligowanego. Oligonukleotyd pomocniczy

nie jest trwale pofaczony z matrycg i oddysocjowuje na etapie wstepnej denaturacji.

Adaptor zligowany z fragmentem restrykcyjnym tworzy w etapie pre-PCR miejsce wigzania dla
startera uniwersalnego (st1). Obecno$¢ adaptora z jednej strony fragmentu restrykcyjnego jest warunkiem
wystarczajgcym do amplifikacji fragmentéw, ktore zawierajg wewnatrz sekwencje markerowg (grupa |). Dla
pozostatych fragmentow konieczne jest, aby adaptor zligowany byt po ich obu stronach (grupa ll). Etap

ligacji blokuje amplifikacje fragmentéw z grupy Ili IV.
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Rys. 25. Schemat metody ddLMS PCR; ramka zaznaczono etap selekcji fragmentéw ulegajgcych amplifikacji w reakcji PCR.

Reakcja PCR w metodzie ddLMS PCR podobnie jak u innych metod z grupy LM PCR, skfada sie z
dwoch etapéw (rys. 25C):

= pre-PCR - wstepna reakcja PCR, w wyniku ktérej oddysocjowanie niezligowanego
oligonukleotydu pomocniczego i wydtuzenie korica 3’ przez polimeraze DNA, powoduje
utworzenie miejsca wigzania dla startera uniwersalnego; etap ten zachodzi w temperaturze

72°C (optymalnej dla dziatania polimerazy DNA);

= wilasciwa reakcja PCR - amplifikacja fragmentu specyficznego z udziatem startera

uniwersalnego (st1) i specyficznego (st2).

Fragmenty obustronnie zligowane z adaptorem (grupa Ill) zawierajg dtugie homologiczne
terminalne sekwencje, zatem podczas reakcji PCR tworzg stukture ,rakiety tenisowej”, ktéra blokuje
miejsce przytgczania dla startera i hamuje amplifikacje fragmentu. W reakcji PCR ulegajg amplifikacji tylko

fragmenty jednostronnie zligowane z adaptorem, zawierajgce wewnatrz sekwencje markerowa (grupa ).
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6.2.2. Elementy krytyczne metody ddLMS PCR

Metoda ddLMS PCR nie jest metodg uniwersalng. Sekwencje markerowg oraz enzymy restrykcyjne
dobiera sie, w zaleznosci od grupy badanych drobnoustrojow (poziomu taksonomicznego) oraz celu
badania (identyfikacja rodzajowa, gatunkowa, réznicowanie wewnatrzgatunkowe). Ponizej przestawitam
zasady, wedtug ktdorych nalezy kierowaé sie projektujac uktad diagnostyczny oparty na metodzie

ddLMS PCR.

6.2.2.1. Sekwencja markerowa jako czynnik decydujacy o specyficzno$ci metody ddLMS PCR

Sekwencja markerowa to charakerystyczny dla badanej grupy drobnoustrojéw (poziomu
taksonomicznego), ewolucyjnie zakonserwowany fragment DNA, o znanej sekwencji, do ktérej mozina

zaprojektowac starter specyficzny.

W genomie bakteryjnym mozna wyrdzni¢ sekwencje DNA typowe dla wszystkich bakterii badz
charakterystyczne dla jednego rodzaju rodzaju lub gatunku. Dobranie sekwencji wystepujgcej u szerszej
grupy drobnoustrojéw pozwoli stworzy¢ uktad uniwersalny, rdznicujgcy bakterie na wyzszym poziomie
taksonomicznym (np. w obrebie rodziny lub rodzaju). Przyktadem takiej sekwencji jest np. gen kodujacy
podjednostke 16S rRNA. Wybdr sekwencji markerowe] charakterystycznej tylko dla jednego gatunku
pozwoli stworzy¢ uktad specyficzny umozliwiajgcy rdznicowanie wewnatrzgatunkowe i jednoczesng

identyfikacje gatunkowsa.

6.2.2.2. Enzymy restrykcyjne jako czynnik decydujacy o poziomie dyskryminacji metody
ddLMS PCR

Metoda ddLMS PCR wymaga dobrania dwdch enzymoéw restrykcyjnych, generujacych rézne korice

oraz dokonujgcych ciecia DNA w odpowiednim otoczeniu sekwencji markerowej (rys. 26).

Ry. 26. Potozenie miejsc ciecia enzymdw restrykcyjnych wobec sekwencji markerowej w metodzie ddLMS PCR.
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Enzym 1 (ER1), zwany dalej zewnetrznym lub specyficznym wptywa na poziom dyskryminacji
metody i umozliwia réznicowanie drobnoustrojéw w obrebie badanej grupy (poziomu taksonomicznego).
Dokonuje on ciecia badanego DNA w obszarze poprzedzajgcym sekwencje markerowg, pozostawiajgc
jednoniciowe konce 5’ lub 3’ o zdefiniowanej sekwencji. Jesli odlegtos¢ miejsca ciecia od sekwencji
markerowej jest stata dla wszystkich szczepéw danej grupy drobnoustrojéw, metoda ddLMS PCR ma
charakter identyfikujacy. Jezeli natomiast odlegtos¢ ta jest rdina, to metoda ddLMS PCR pozwala

réznicowac drobnoustroje w obrebie danej grupy .

Enzym 2 (ER2) zwany dalej wewnetrzym lub uniwersalnym, dokonuje ciecia DNA w statym miejscu
dla wszystkich drobnoustrojow nalezgcych do badanej grupy, pozostawiajgc jednoniciowe lub tepe konce.
Miejsce ciecia powinno znajdowac sie wewnatrz sekwencji markerowej, gdyz wtedy istnieje mozliwosc¢

sprawdzenia jego obecnosci poprzez analize PCR/RFLP.

6.2.2.3. Budowa adaptora

W metodzie ddLMS PCR mozna stosowac dwa rodzaje adaptora w zaleznosci od wybranego enzymu
zewnetrzego. Jezeli enzym pozostawia jednoniciowe konce 5’ (uktad 5’ ddLMS PCR) konieczne jest, aby
adaptor sktadat sie z dwdch oligonukleotydéw, a sekwencja komplementarna do jednoniciowego korca

fragmentu restrykcyjnego znajdowata sie na konicu 5’ oligonukleotydu pomocniczego (rys. 27A). Jezeli

Rys. 27. Schemat przedstawiajgcy budowe adaptora w uktadzie (A) 5" ddLMS PCR i (B) 3'ddLMS PCR.
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wybrano enzym pozostawiajgcy jednoniciowe konce 3’ (uktad 3’ ddLMS PCR), adaptor moze skfada¢ sie
tylko z jednego oligonukleotydu (oligonukleotydu ligowanego), zawierajgcego na koncu 3’ sekwencje

komplementarng do jednoniciowego konca fragmentu restrykcyjnego (rys. 27B).

Oligonukleotydy adaptora zawierajg sekwencje statg oraz sekwencje zmienng na jednoniciowym
koncu, ktdra jest komplementarna do lepkich koAcédw fragmentdéw restrykcyjnych i zalezy od wybranego
enzymu restrykcyjnego. Jeden lub dwa nukleotydy, znajdujgce sie tuz za sekwencjg lepkiego konca powinny
by¢ tak dobrane, aby po ligacji adaptora z fragmentem restrykcyjnym nie byto mozliwe odtworzenie miejsca
restrykcyjnego (rys. 27; zaznaczono czerwong linig). Sekwencja stata oligonukleotydu ligowanego jest
stosunkowo dtuga (ponad 30 nt), aby fragmenty obustronnie ligowane z adaptorem w wyniku
wewnatrzczasteczkowe] hybrydyzacji tworzyly stabilng strukture ,rakiety tenisowej” i nie ulegaty

amplifikacji w reakc;ji PCR.

6.2.2.4. Startery w reakcji PCR

Sekwencje startera komplementarnego do sekwencji markerowej, zwanego starterem
specyficznym, nalezy dobra¢ w zaleznosci od wybranej sekwencji markerowej wg ogdélnych zasad
projektowania starteréw. Starter powinien by¢ zorientowany w strone konca 5’ sekwencji markerowej,
a miejsce jego hybrydyzacji powinno znajdowac sie pomiedzy koricem 5’ sekwencji markerowej a miejscem

ciecia dla enzymu wewnetrznego (ER2).

Sekwencja startera komplementarnego do adaptora, zwanego starterem uniwersalnym, jest
identyczna z sekwencjg konca 5’ oligonukleotydu ligowanego. Jest to element staty metody ddLMS PCR,
niezalezny od uktadu diagnostycznego. Starter uniwersalny jest ponad dwa razy krétszy od sekwencji
oligonukleotydu ligowanego (terminalnych sekwencji homologicznych), aby umozliwi¢ utworzenie sie

struktury ,rakiety tenisowej” i tym samym ograniczy¢ ilos¢ amplifikowanych fragmentéw DNA.

6.2.2.5. Profil temperaturowo — czasowy reakcji PCR

W metodzie ddLMS PCR profil temperaturowo — czasowy reakcji PCR jest elementem statym. Sktada
sie z etapu wstepnej reakcji PCR (pre-PCR) oraz wtasciwej reakcji PCR, niezaleznie od tego, czy jest to uktad
typu 5'ddLMS PCR czy 3'ddLMS PCR. Jedynym zmiennym elementem jest temperatura przytgczania
starteréw, ktdora powinna by¢ dobrana eksperymentalnie, tak aby zapewnié¢ specyficzng i wydajng
hybrydyzacje startera specyficznego do sekwencji markerowej. Czas wydtuzania w cyklach reakcji PCR zostat
ustalony na 90 sekund. Jest to czas wystarczajgcy dla komercyjnie dostepnych polimeraz Pwo i Tag do
amplfikowania fragmentéw o dtugosci do 2000 pz (tab. 29). Moze by¢ on jednak wydtuzony lub skrécony

w zaleznosci od dtugosci fragmentu amplifikowanego i rodzaju stosowanej polimerazy DNA.
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6.2.3. Rodzaje uktadéw diagnostycznych ddLMS PCR

W zaleznosci od liczby kopii sekwencji markerowej mozliwe jest zaprojektowanie dwdch rodzajow

uktadow diagnostycznych (rys. 28):
A. uktfad simplex - gdy sekwencja markerowa wystepuje w genomie w jednej kopii.

B. uktad multiplex - gdy sekwencja markerowa wystepuje w genomie w kilku kopiach, a miejsce ciecia
enzymu restrykcyjnego znajduje sie w rdéznej odlegtosci w kierunku 5’ od kazdej kopii sekwencji

markerowej. Uktad taki moze funkcjonowac jako swoistego rodzaju uktad fingerprinting.

Rys. 28. Schemat uktadu LMS PCR typu (A) simplex oraz (B) multiplex.
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6.2.4. Weryfikacja mechanizmu metody ddLMS PCR na modelu DNA faga A

Zatozenia teoretyczne dotyczgce mechanizmu molekularnego metody ddLMS PCR poddatam
weryfikacji na DNA faga A. Zaprojektowatam dwa ukfady modelowe rdznigce sie typem enzymu
specyficznego: (1) 5’ A-ddLMS PCR wykorzystujgcy enzym restrykcyjny Bfal, pozostawiajgcy jednoniciowe
konce 5’ oraz (2) 3’ A-ddLMS PCR wykorzystujgcy enzym restrykcyjny Maell, pozostawiajgcy jednoniciowe
konce 3’. W obu ukfadach wykorzystatam ten sam enzym wewnetrzny Rsal, pozostawiajacy tepe korice.
Uktad modelowy ma na celu sprawdzenie specyficznosci amplifikacji fragmentéw zawierajgcych sekwencje

markerowa, a takze zdolnosci eliminacji fragmentéw niespecyficznych na etapie reakcji ligacji i reakcji PCR.

Oba uktady modelowe zostaty zaprojektowane w oparciu o specyficzng sekwencje (sekwencje
markerowa) o dtugosci 777 pz, ograniczong starterami 2F i 1R, wystepujagcg w DNA faga A w jednej kopii.
Starter specyficzny 3R jest komplementarny do konca 5 sekwencji markerowej. Miejsce trawienia
enzymem Bfal (uktad 5" A-ddLMS PCR) znajduje sie w odlegtosci 170 pz od korica 5’ sekwencji markerowej,
natomiast miejsce trawienia enzymem Maell (uktad 3’ A-ddLMS PCR) w odlegtosci 6 pz. Fragment DNA
obejmujacy sekwencje markerowgq oraz fragment sekwencji poprzedzajgcej sekwencje markerowa, w ktorej
znajdujg sie miejsca ciecia dla enzymoéw zewnetrznych, nazwatam sekwencjg analizowana. Sekwencja ta

ma dtugosc 1060 pz i jest ograniczona starterami 1F i 1R (tab. 31).

nazwa starter kierunek Pozycja hybrydyzacji startera w DNA faga A

1F Starter ograniczajgcy sekwencje analizowana -> 26209 — 26239

2F Starter ograniczajacy sgkwenc;e markerowa N 25934 — 25956
oraz sekwencje kontrolng

4R Starter do sekwencji wewnetrznej REVERSE <- 25720 -25743

3R Starter specyficzny REVERSE <- 25691 - 25716

1R Starter ogranlczajac.y sekV\{enCJe markerowag i < 25179 — 25207
sekwencje analizowang

Tabela 31. Pofozenie i orientacja starteréw zaprojektowaych do amplifikacji wybranych fragmentow DNA faga A, w uktadzie modelowym
A-ddLMS PCR.

Spodziewany produkt amplifikacji (produkt specyficzny, oznaczony jako PCR3) w reakcji PCR to
fragment DNA ograniczony starterem specyficznym 3R oraz miejscem ciecia dla enzymu Bfal (uktad
5" A-ddLMS PCR) lub Maell (uktad 3’ A-ddLMS PCR), wydtuzony o sekwencje oligonukleotydu ligowanego
adaptora. Sekwencja ograniczona starterami 2F i 4R to sekwencja kontrolna (oznaczona jako PCR2).
Zgodnie z zatozeniem miejsca ciecia dla enzymdw Bfal, Maell i Rsal znajduja sie poza sekwencjg kontrolng,
zatem sekwencja ta jest obecna zaréwno na matrycy nietrawionego jak i trawionego DNA. Poniewaz

znajduje sie wewnatrz sekwencji specyficznej moze by¢ amplifikowana na matrycy produktu PCR3.

Schemat fragmentu DNA faga A z zaznaczonymi pozycjami miejsc restrykcyjnych dla obu uktadéw

oraz miejsc hybrydyzacji starteréw przedstawitam na rysunku 29.
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Rys. 29. Schemat przedstawiajacy fragment DNA faga A; strzatkami zaznaczono pozycje hybrydyzacji starteréw, liniami miejsca trawienia dla
enzymow restrykcyjnych w stosunku do sekwencji markerowej; dtugos¢ produktu specyficznego (PCR3) uwzglednia dtugos¢ adaptora (zaznaczono
linig przerywang).

W uktfadzie 5’ A-ddLMS PCR wykorzystatam adaptor typu 5’, zawierajgcy na jednoniciowym koncu
5’oligonukleotydu sekwencje 5'TA, natomiast w ukfadzie 3’ A-ddLMS PCR wykorzystatam adaptor typu 3’,

zawierajgcy na koncu 3’ sekwencje 5’ACGT (wg pkt.6.2.2.3)

6.2.4.1. Sprawdzenie specyficznosci starteréw

Przeprowadzitam szereg reakcji PCR na matrycy catego DNA faga A z zastosowaniem rdznych
kombinacji starteréw (tab. 32) aby sprawdzi¢ specyficzno$¢ amplifikacji sekwencji markerowej,
analizowanej i wewnetrznej oraz sprawdzi¢ specyficzno$¢ startera uniwersalnego i specyficznego. Wyniki

przedstawitam na rysunku 30.

teoretyczna dtugosé

Oznaczenie startery cel amplifikacji produktu PCR [pz]
1 1F-1R PCR 4 — amplifikacja sekwencji analizowanej 1060
2 2F—-1R PCR 1 — amplifikacja sekwencji markerowej 777
3 2F-4R PCR 2 — amplifikacja sekwencji wewnetrznej 236
K1- 1F, 2F, 1R, 4R kontrola ujemna reakcji PCR brak produktu

amplifikacja fragmentu sekwencji markerowej ograniczonej

4 2F-3R . 265
starterem specyficznym
5 3R amplifikacja z wykorzystaniem startera specyficznego brak produktu
6 stADP8 amplifikacja z wykorzystaniem startera uniwersalnego brak produktu
lifikacj k i i I i
7 3R — StADPS amplifikacja z wy orzystanl'em startera uniwersalnego i brak produkty
specyficznego

K2- 3R, stADP8 kontrola ujemna reakcji PCR brak produktu PCR

Tabela 32. Startery stosowane w kolejnych mieszaninach reakcyjnych w reakcji PCR na matrycy DNA faga A, spodziewane produkty amplifikacji.

Doswiadczenie wykazato specyficznos¢ amplifikacji sekwencji analizowanej PCR4, sekwencji
markerowej PCR1 oraz sekwencji wewnetrznej PCR2, ktére s3 obecne w DNA faga A w jednej kopii. Dtugos¢
produktdow PCR jest zgodna z zatozeniami teoretycznymi. Doswiadczenie wykazato specyficznosc

amplifikacji sekwencji analizowanej PCR4, sekwencji markerowej PCR1 oraz sekwencji wewnetrznej PCR2,
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ktore sg obecne w DNA faga A w jednej kopii. Dtugos¢ produktéw PCR jest zgodna z zatozeniami
teoretycznymi. Obecno$¢ produktu amplifikacji fragmentu sekwencji markerowej z wykorzystaniem
startera 3R i 2F (proba 4) oraz brak produktu w prébie 5 Swiadczy o tym, ze starter 3R specyficznie
hybrydyzuje tylko do konca 5’ sekwencji markerowej. Brak produktéw amplifikacji z wykorzystaniem
stratera uniwersalnego (proba 5 i 6) oznacza, iz starter ten nie jest specyficzny wzgledem DNA faga A i nie
taczy sie z DNA, ktére nie zostato poddane wczes$niejszej obrdbce tj. trawieniu restrykcyjnemu i ligacji
z odpowiednim adaptorem. Doswiadczenie wykazato, iz zaprojektowane startery moga by¢ wykorzystane w

uktadach A-ddLMS PCR.

Rys. 30. Elektroforetyczny rozdziat w 2% zelu agarozowym produktow amplifikacji fragmentéw DNA faga A; M1-marker wielkosci DNA 100-1000, K1-
, K2- kontrole ujemne, 1-7 préby wg tabeli 32.

6.2.4.2. Sprawdzenie specyficznosci trawienia

Aby sprawdzi¢ specyficznos¢ trawienia enzymoéw restrykcyjnych dla  wybranych uktadéw
A-ddLMS PCR, zamplifikowany fragment sekwencji anallizowanej (PCR4) poddatam trawieniu jednym lub

dwoma enzymami restrykcyjnymi, zgodnie z opisem przedstawionym w tabeli 33. Wyniki przedstawitam na

rysunku 31.

Lp OPIS prolclict)iiéw fTr::rr:z'I\igx g:\:‘f;’:;]
Ukfad 5’ A-ddLMS PCR

1 Produkt PCR4 (sekwencja analizowana) 1 1060

2 Trawienie produktu PCR4 enzymem Bfal 2 113, 947

3 Trawienie produktu PCR4 enzymem Rsal 4 58, 223, 285, 494

4 Trawienie produktu PCR4 enzymem Bfal / Rsal 5 55, 58, 223, 285, 439
Ukfad 3’ A-ddLMS PCR

1 Produkt PCR4 (sekwencja analizowana) 1 1060

2 Trawienie produktu PCR4 enzymem Maell 2 277,783

3 Trawienie produktu PCR4 enzymem Rsal 4 58, 233, 285, 494

4 Trawienie produktu PCR4 enzymem Maell / Rsal 5 58, 215, 223, 279, 285

Tabela 33. Dtugo$¢ produktéw trawienia fragmentu DNA, stanowigcego obszar analizowany PCR4 w réznych uktadach restrykcyjnych.

Doswiadczenie wykazato 100% wydajnosci trawienia amplifikowanego produktu PCR4 (brak
produktu PCR4 o dtugosci 1060 pz w prébach 3, 4 i 5) oraz catkowitg specyficznos$¢ trawienia enzymami

Bfal, Maell i Rsal (dtugos¢ fragmentdw restrykcyjnych zgodna z zatozeniami teoretycznymi).
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Uktad Uktad
5’ A-ddLMS PCR 3’ A-ddLMS PCR
Bfal / Rsal Maell / Rsal
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Rys. 31. Elektroforetyczny rozdziat w 2% zelu agarozowym produktéw trawienia fragmentu
PCR4 w uktadzie (A) 5’ A-ddLMS PCR i (B) 3’ A-ddLMS PCR; M1 — marker wielkosci DNA 100-
1000; 1-5 kolejne préby wg tabeli 33

6.2.4.3. Amplifikacja fragmentu specyficznego

Przeprowadzitam petng analize DNA faga A w uktadzie 5’ A-ddLMS PCR oraz 3’ A-ddLMS PCR wg
procedury przedstawionej w pkt. 5.2.13. W reakcji PCR zastosowatam kombinacje rézinych starteréw
(tab. 34) w celu zbadania obecnosci sekwencji analizowanej, markerowej i kontrolnej w poddanym obrébce
DNA (DNA trawione restrykcyjnie i zligowane z adaptorem). Przeprowadzitam amplifikacje specyficzng
z udziatem startera specyficznego i uniwersalnego (proba 4) oraz amplifikacje niespecyficzng z udziatam
jedynie startera uniwersalnego (préba 5). Nastepnie przeprowadzitam amplifikacje sekwencji kontrolnej na

specyficznym produkcie PCR (PCR3). Wyniki doswiadczenia przedstawitam na rysunku 32.

teoretyczna dtugosé

Matryca DNA startery cel amplifikacji produktu PCR [pz]

uktad 5" A-ddLMS PCR

PCR4 — amplifikacja sekwencji

1 1F-1R . . brak produktu
analizowanej
PCR1 — amplifikacja sekwencji
2 mieszanina fragmentéw 2F-1R markerowej brak produktu
restrykcyjnych _ P "
3 | (DNAfaga\/Bfal/Rsal) 2F-4R PCR2 —amplifikacja sekwencji 236
. kontrolnej
zligowanych z — —
4 adaptorem adBfal StADPS - 3R PCR3 - amplifikacja sekwencji 267
specyficznej
lifikacj iat
5 StADPS amplifi aqé z udziatem startera brak produktow
uniwersalnego
6 oczyszcz.ony produkt 2F— 4R PCR2 - ampllflkaqa‘sekwencp 236
specyficzny PCR 3 kontrolnej
K1- - stADPS, 3R kontrola ujemna reakcji PCR brak produktéw

uktad 3" A-ddLMS PCR

PCR4 — amplifikacja sekwencji

1 1F-1R . . brak produktu
analizowanej
PCR1 — amplifikacja sekwencji
2 mieszaninakfragmintéw 2F-1R markerowej brak produktu
restrykcyjnyc _ T =
3 | (DNA faga A /Maell/Rsal) 2F - 4R PCR2 —amplifikacja sekwencji 236
. kontrolnej
zligowanych z —— —
4 adaptorem adMaell StADPS - 3R PCR3 - amplifikacja sekwencji 303
specyficznej
5 StADPS amplifikacj.‘.a z udziatem startera brak produktow
uniwersalnego
6 oczyszcz.ony produkt JF— 4R PCR2 - ampllflkaqa.sekwencp 936
specyficzny PCR 3 kontrolnej
K2- - st ADPS, 3R kontrola ujemna reakcji PCR brak produktow

Tabela 34. Startery stosowane w kolejnych mieszaninach reakcyjnych w reakcji PCR na matrycy DNA faga A trawionego restrykcyjne i zligowanego
z adaptorem, spodziewane produkty amplifikacji.
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Uktad Uktad
5’ A-ddLMS PCR 3’ A-ddLMS PCR
Bfal / Rsal Maell / Rsal
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Rys. 32. Elektroforetyczny rozdziat w 2% zelu agarozowym produktéw amplifikacji w uktadach A-ddLMS PCR; M1-marker wielkosci DNA,
K1-, K2- kontrole ujemne reakcji PCR, 1-7 proby wg tabeli 34.

W wyniku analizy DNA faga A metoda ddLMS PCR w uktadzie 5’ A-ddLMS PCR oraz 3’ A-ddLMS PCR
uzyskatam jeden produkt specyficzny o dtugosci zgodnej z zatozeniami teoretycznymi (préba 4). W reakgji
PCR z wykorzystaniem startera uniwersalnego (préba 5) nie otrzymatam produktdw niespecyficznych,
zatem fragmenty DNA obustronnie zligowane z adaptorem nie sg amplifikowane. Dowodzi to, iz dtugos$é
adaptora (oligonukleotydu ligowanego) jest odpowiednia w stosunku do dtugosci startera uniwersalnego,
aby zaszta supresja w reakcji PCR. Brak produktéw amplifikacji sekwencji analizowanej i markerowej
w prébie 1 i 2 potwierdza 100% wydajnos¢ trawienia DNA faga A w pierwszym etapie metody. Produkt
specyficzny PCR3 zawiera wewnatrz sekwencje kontrolng, ktérej obecnos¢ potwierdzono w reakcji PCR

(préba 6), zatem jest to spodziewany produkt analizy A-ddLMS PCR.

6.2.4.4. Sprawdzenie wrazliwos$ci metody A-ddLMS PCR na kontaminacje

Zatozeniem metody ddLMS PCR jest specyficznos¢ w stosunku do badanego DNA oraz brak
wrazliwosci na kontaminacje DNA. Sekwencja markerowa (PCR1) nie jest obecna ani w bakteryjnym DNA
ani w DNA innych fagéw, stosowanych w laboratoriach naukowych (sprawdzitam teoretycznie w oparciu
o program BLAST na podstawie dostepnej bazy danych NCBI). Zatem uktad A-ddLMS PCR powinien
wykazywac specyficznosé tylko wzgledem DNA faga A, a inne DNA, jezeli jest obecne w mieszaninie
reakcyjnej, nie powinno mie¢ wptywu na wynik analizy. W celu sprawdzenia poprawnosci przyjetego
zatozenia przeprowadzitam doswiadczenie, w ktérym petnej analizie poddatam czyste DNA faga A, DNA faga
A zanieczyszczone mieszaning bakteryjnego DNA oraz DNA bakteryjne nie zawierajgce DNA faga A (tab. 35).

Wyniki doswiadczenia przedstawitam na rysunku 33.

Obecnosc produktu

matryca DNA

specyficznego

Cel

1 Czyste DNA faga A

+

Amplifikacja produktu specyficznego

DNA faga A zanieczyszczone

Sprawdzenie specyficznosci i wydajnosci amplifikacji na matrycy

2 bakteryjnym DNA* * DNA faga A w obecnosci obcego DNA (kontaminacja)
Sprawdzenie mozliwosci amplifikacji produktu specyficznego z
3 Bakteryjne DNA* - wykorzystaniem startera 3R na matrycy bakteryjnego DNA,

stanowigcego zanieczyszczenie w probie 2

Tabela 35. Wykaz matryc DNA poddanych analizie w kierunku badania specyficznosci uktadéw A-ddLMS PCR; * mieszanina genomowego DNA
roznych bakterii.
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Uktad Ukfad
5’ A-ddLMS PCR 3’ A-ddLMS PCR
Bfal / Rsal Maell / Rsal
M1I1 2 3 M11 2 3 M1
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R a5 s e Rys. 33. Elektroforetyczny rozdziat w 2% zelu agarozowym produktéw PCR uzyskanych metoda

ddLMS PCR w uktadzie (A) 5" A-ddLMS PCR oraz (B) 3’ A-ddLMS PCR,
z zastosowaniem: (1) czystego DNA faga A (2) DNA faga A zanieczyszczonego bakteryjnym
DNA, (3) bakteryjnego DNA; M1 — marker wielkosci DNA 100-1000, 1-3 kolejne proby
wg tabeli 35.

Wyniki doswiadczenia wykazaty specyficznosé obu uktadéw modelowych wzgledem DNA faga A.

Produkty specyficzne otrzymatam tylko dla préby 1i 2, gdzie DNA faga A byto obecne. W prébie 3 produktu

nie otrzymatam, gdyz starter 3R nie jest specyficzny do zadnej sekwencji w bakteryjnym DNA. Wydajnosc

amplifikacji produktu specyficznego jest zblizona w przypadku préby czystej oraz préby zanieczyszczonej

obcym DNA. Zatem zaprojektowane uktady modelowe A-ddLMS PCR w uktadzie enzymdw Bfal/Rsal oraz

Maell/Rsal z wykorzystaniem startera 3R sg specyficzne tylko dla DNA faga A i nie sg wrazliwe na

kontaminacje DNA.

6.3.4.5. Uktad modelowy ddLMS PCR - wnioski

Analiza dwéch uktadéw modelowych 5’A-ddLMS PCR Bfal/Rsal oraz 3’ A-ddLMS PCR Maell/Rsal

wykazata, ze mechanizm molekularny metody ddLMS PCR jest zgodny z zatozeniami teoretycznymi:

v w wyniku analizy otrzymuje sie jeden, specyficznej dtugosci produkt PCR, zawierajagcy wewnatrz

fragment sekwencji markerowej,
ilos¢ produktéw PCR odpowiada ilosci kopii sekwencji markerowej w obrebie badanego DNA,

fragmenty restrykcyjne nie zawierajace sekwencji markerowej, obustronnie ligowane z adaptorem
nie ulegajg amplifikacji mimo obecnosci startera uniwersalnego w mieszaninie reakcyjnej. Podczas
reakcji PCR fragmenty te tworzg stabilng strukture ,rakiety tenisowej”, blokujgc miejsce

hybrydyzacji dla startera uniwersalnego,

amplifikacja produktu specyficznego, zawierajacego wewnatrz sekwencje markerowg, jest mozliwa
tylko na matrycy trawionego i ligowanego z adaptorem DNA, w obecnosci startera uniwersalnego

(komplementarnego do adaptora) i specyficznego (komplementarnego do sekwencji markerowej),

kontaminacja obcym DNA na kazdym etapie analizy nie wptywa na wydajnos¢ i specyficznosc
amplifikacji produktu specyficznego pod warunkiem, ze sekwencja markerowa oraz sekwencja

startera specyficznego jest odpowiednio dobrana,

dozwolone jest stosowanie egzonukleaz generujgcych 3’ lub 5’ konce. Konieczne jest dopasowanie

odpowiedniego typu adaptora do wybranego enzymu zewnetrznego. Typ adaptora (3’ lub 5’) nie
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wptywa na specyficznosé i wydajnos¢ amplifikacji w reakcji PCR.

Sposob selekcji fragmentéw DNA ulegajgcych amplifikacji w metodzie ddLMS PCR jest wysoce
specyficzny, zatem metoda ddLMS PCR moze by¢ z powodzeniem wykorzystana w ukfadach

diagnostycznych do specyficznego typowania mikroorganizmow.

6.2.5. Zasady projektowania uktadéw diagnostycznych wykorzystujagcych metode
ddLMS PCR

Etapy postepowania podczas projektowania uktadéw diagnostycznych, wykorzystujgcych metode

ddLMS PCR powinny obejmowac:

1. Okreslenie specyficznosci uktadu tzn. uktad ma byé przeznaczony dla drobnoustrojéw jednego

gatunku/rodzaju czy dla szerszej gupy drobnoustrojéw (np. wszystkich bakterii).

2. Wybdr sekwencji markerowej — sekwencja markerowa odpowiada za specyficznos¢ uktadu.
Nalezy wybrac taka, ktéra wystepuje u wszystkich drobnoustrojéw w danej grupie, dla ktérej
przeznaczony jest uktad diagnostyczny. Sekwencja nukleotydowa sekwencji markerowej

powinna by¢ znana, tak aby mozna byto zaprojektowac odpowiedni starter specyficzny.

3. Wybdr enzymu wewnetrznego — miejsce ciecia dla enzymu wewnetrznego powinno sie
znajdowaé w obrebie sekwencji markerowej, w odcinku o wysokim stopniu zakonserwowania
ewolucyjnego dla badanej grupy drobnoustrojéw, oddalonym w kierunku 3’ od miejsca

hybrydyzacji startera specyficznego.

4. Okreslenie przeznaczenia ukfadu tzn. czy uktad ma stuzyé rdinicowaniu czy identyfikacji

drobnoustrojéw na danym poziomie taksonomicznym.

5. Wybdr enzymu zewnetrznego — enzym zewnetrzny odpowiada za poziom dyskryminacji
metody; miejsce ciecia w zaleznosci od zastosowania uktadu powinno znajdowac sie w réznej

badz tej samej odlegtosci od sekwencji markerowej dla réznych drobnoustrojow badanej grupy.

6.2.6. Przyktady uktadéw diagnostycznych opartych o metode ddLMS PCR

Projektowanie ukfadéw diagnostycznych do réznicowania i identyfikacji drobnoustrojéw wymaga
przeprowadzenia wstepnej analizy teoretycznej (jesli dostepna jest sekwencja genomowego DNA) oraz
przeprowadzenia szeregu wstepnych eksperymentéw. Mechanizm molekularny metody ddLMS PCR
pozwala selektywnie amplifikowaé wybrane fragmenty restrykcyjne pod warunkiem, ze uktad restrykcyjny

oraz starter specyficzny sg odpowiednio dobrane.

Zaprojektowatam trzy uktady diagnostyczne w oparciu o metode ddLMS PCR. Przedstawitam zasady
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projektowania uktadéw diagnostyczncyh w przypadku, gdy sekwencja genomowego DNA jest znana oraz
w przypadku, gdy dostepna jest dla nas tylko sekwencja markerowa. Opisatam problemy oraz ograniczenia

metody ddLMS PCR, ktére mogg wystgpi¢ podczas projektowania uktadéw diagnostycznych.

6.2.6.1. Uktad pehX-ddLMS PCR do wewngtrzgatunkowego typowania Klebsiella oxytoca

Uktad pehX-ddLMS PCR wykorzystuje polimorfizm sekwencji poprzedzajgcej gen pehX do
wewnatrzgatunkowego rdznicowania szczepdw K. oxytoca. Spodziewanym wynikiem analizy jest jeden

produkt PCR o dtugosci charakterystycznej dla danego szczepu.

6.2.6.1.1. Sekwencja markerowa i starter specyficzny

Gen pehX ma dtugo$é 2541 pz, a jego sekwencja wykazuje polimorfizm genetyczny w obrebie
gatunku K. oxytoca. Sekwencjg markerowg jest fragment genu pehX o dtugosci 344 pz ograniczony
starterami stPehX3 i stPehX4, znajdujacy sie blisko korica 5’ genu pehX (rys. 34). Sekwencja startera

specyficznego (stPehX13) jest komplementarna do korica 5’ sekwencji markerowe;j.

Rys. 34. Schemat przedstawiajacy potozenie sekwencji markerowej oraz miejsce hybrydyzacji startera specyficznego w obrebie sekwencji genu pehX
w uktadzie pehX-ddLMS PCR.

Aby sprawdzi¢ czy starter specyficzny lub/i starter uniwersalny nie tworzg niespecyficznych

produktéow PCR, przeprowadzitam reakcje PCR na genomowym DNA jednego szczepu

K. oxytoca (nr 1, tab. 3), wykorzystujac rézne kombinacje starterow (tab. 36). Wyniki przedstawitam na

rysunku 35.
Startery Cel Dtugos¢ produktu PCR [pz]
1 stPehX3 — stPehX4 Amplifikacja sekwencji markerowej fragmentu genu pehX 344
stPehX13 Amplifikacja z wykorzystaniem startera specyficznego brak produktéow
stADP8 Amplifikacja z wykorzystaniem startera uniwersalnego brak produktéw
4 stPehX13 — StADPS Amplifkacja z wykorzystanllem startera uniwersalnego brak produktéw
i specyficznego
K- stPehX13 — stADP8 kontrola ujemna reakcji PCR (bez DNA) brak produktéw

Tabela 36. Startery stosowane w kolejnych mieszaninach reakcyjnych w reakcji PCR na matrycy genomowego DNA K. oxytoca oraz teoretyczna
dtugos¢ spodziewanych produktéw PCR.
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Rys. 35. Elektroforetyczny rozdziat w 2% zelu agarozowym produktéw amplifikacji w reakcji
PCR fragmentu genu pehX na matrycy genomowego DNA K. oxytoca; M1 marker wielkosci
DNA 100-1000, K- kontrola ujemna reakcji PCR, 1-4 kolejne proby wg tabeli 36.

Starter specyficzny oraz starter uniwersalny nie tworza
niespecyficznych produktéw PCR pomiedzy sobg oraz na matrycy

genomowego DNA K. oxytoca, zatem moga by¢ wykorzystane w

uktadzie pehX-ddLMS PCR.

6.2.6.1.2. Wybor enzymow restrykcyjnych

Uktad restrykcyjny Acll/Ball zostat dobrany w oparciu o znang sekwencje genu pehX
szczepu K. oxytoca VN13 (GeneBank AY065648). Enzym wewnetrzny (Ball) dokonuje ciecia DNA w statym
miejscu w obrebie sekwencji markerowej (w odlegtosci 44 pz od konca 5 sekwencji markerowej) dla

wszystkich badanych szczepdw K. oxytoca, co zostato potwierdzone metodg PCR/RFLP (rys. 36).

Rys. 36. Elektroforetyczny rozdziat w 2% zelu agarozowym produktow trawienia restrykcyjnego amplifikowanego fragmenu genu pehX enzymem
Ball (PCR/RFLP); (a) amplifikowany fragment genu pehX o dtugosci 344pz (sekwencja markerowa), (b) fragment DNA o dtugoéci 300pz powstaty po
trawieniu fragmentu 344 pz enzymem Ball (drugi fragment o dtugosci 44 pz ze wzgledu na niewielki rozmiar jest niewidoczy na zelu), M3-marker
wielkosci DNA 100-500,1-23 szczepy K. oxytoca.

Wybdr enzymu zewnetrznego (Acll) w skutek braku znajomosci sekwencji otaczajacej gen pehX
przeprowadzitam na drodze eksperymentalnej. W pierwszej kolejnosci wytypowatam enzymy, ktére
rozpoznajg sekwencje szescio- lub czetronukleotydowg, generujg jednoniciowe korice i nie trawiag DNA
w obrebie sekwencji genu pehX. Nastepnie przeprowdzitam petng analize metodg pehX-ddLMS PCR dla
jednego szczepu K. oxytoca (nr 1, tab. 3) w réznych uktadach restrykcyjnych (enzym Ball oraz wytypowany
enzym zewnetrzny). Do dalszej analizy wybratam te uktady restrykcyjne, dla ktérych otrzymatam produkt
PCR: (1) Bfal/Ball, (2) Bfrl/Ball i (3) Acll/Ball. Aby sprawdzi¢, ktory z wytypowanych enzymdw zewnetrznych
umozliwia wewnatrzgatunkowe réznicowanie szczepow K. oxytoca (tnie DNA w rdznej odlegtosci od konca
5’ sekwencji markerowej dla réznych szczepdw K. oxytoca) przeprowadzitam doswiadczenie, w ktorym

petnej analizie w trzech uktadach restrykcyjnych poddatam 9 szczepdw K. oxytoca (szczepy wzorcowe

nr 1-9, tab. 3). Wyniki przedstawitam na rysunku 37.

We wszystkich uktadach restrykcyjnych dla wszystkich badanych szczepdw K.oxytoca otrzymano
jeden, specyficzny produkt PCR. W pierwszym uktadzie Bfal/Ball dtugos¢ produktu PCR jest stata (nie

rozroznialna klasyczymi technikami elektroforetycznymi) dla wszystkich szczepéw i wynosi ok 300 pz.
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W drugim uktadzie Bfrl/Ball widoczne sg produkty PCR o dwdch réznych dtugosciach: ok. 330 i 470 pz.
Uktad trzeci Acll/Ball wykazuje najwyzszy poziom dyskryminacji. Dla kazdego szczepu otrzymatam innej
dtugosci produkt PCR, z wyjgtkiem szczepdw o tym samym genotypie (odwotujac sie do analizy PCR MP,

rys. 15). Rdézinice w dtugosci produktow sg wystarczajgce, aby na ich podstawie rdzinicowac szczepy

K. oxytoca.

Rys. 37. Elektroforetyczny rozdziat w 2% zelu agarozowym produktéw PCR uzyskanych metodg pehX-ddLMS PCR w trzech uktadach restrykcyjnych
(A) Bfal/Ball, (B) Bfrl/Ball i (C) Acll/Ball; M1 — marker wielko$ci DNA 100-1000, 1-9 szczepy wzorcowe K. oxytoca (wg tab. 3), (a) produkt reakcji PCR
z udziatem startera specyficznego i uniwersalnego, (b)produkt reakcji PCR z udziatem startera uniwersalnego.

Do wewnatrzgatunkowego typowania K. oxytoca wybratam uktad restrykcyjny Acll/Ball, ktéry

przedstawitam schematycznie na rysunku 38.

Rys. 38. Schemat przedstawiajacy potozenie miejsc restrykcyjnych oraz miejsc hybrydyzacji starteréw wzgledem sekwencji markerowej w uktadzie
pehX-ddLMS PCR Acll/Ball; w dtugosci specyficznego produktu PCR uwzgledniono dtugo$¢ adaptora (zaznaczono linig przerywang).
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6.2.6.1.3. Specyficznos¢ uktadu pehX-ddLMS PCR

Badanie specyficznosci metody pehX-ddLMS PCR w uktadzie Acl/l/Ball przeprowadzitam
doswiadczalnie na 30 szczepach nalezgcych do gatunkéw: E. coli, E. faecium, E. faecalis S. aureus,
S. agalactiae, S. marcescens (po 5 szczepdw z kazdego gatunku). Wynikiem analizy dla wszystkich szczepéw

jest brak produktu PCR (wynik negatywny), zatem uktad ten jest specyficzny tylko wzgledem K. oxytoca.

Mieszanine genomowego DNA rdznych szczepdéw bakteryjnych nie nalezacych do gatunku
K. oxytoca, zmieszatam z genomowym DNA szczepu K. oxytoca (nr 1, tab. 3) w proporcji 1:1
i przeprowadzitam typowanie metodg pehX-ddLMS PCR w uktadzie Acl/l/Ball, sprawdzajgc wrazliwos$¢

metody na kontaminacje (tab. 37). Wyniki przedstawitam na rysunku 39.

Genomowe DNA dodane do etapu trawienia w metodzie
Préba pehX-ddLMS PCR Spodziewa.ny wynik
1 + - produkt ok 470 pz
2 + + produkt ok 470 pz
3 - + brak produktu PCR

Tabela 37. Genomowe DNA dodawane do kolejnych préb analizowanych metoda pehX-ddLMS PCR.

Wprowadzenie na etapie trawienia restrykcyjnego DNA innego gatunku bakterii nie wptywa na
wynik analizy. Produkt specyficzny otrzymatam tylko dla préby 1 i 2, gdzie byto obecne DNA K. oxytoca.
Nizsze stezenie produktu PCR w prébie 2 moze wigzac sie z tym, iz stezenie genomowego DNA K. oxytoca
zostato dodane w objetosci dwukrotnie mniejszej niz w prébie 1. Negatywny wynik analizy w prébie 3

potwierdza specyficzno$¢ uktadu pehX-ddLMS PCR wzgledem K. oxytoca.

Rys. 39. Elektroforetyczny rozdziat w 2% zelu agarozowym produktow PCR uzyskanych metodg pehX-ddLMS PCR dla préb zawierajgcych genomowe
DNA K. oxytoca oraz DNA innych bakterii; M2 — marker wielkosci DNA 100-3000, 1-3 kolejne préby wg tabeli 37.

6.2.6.1.4. Typowanie K. oxytoca

Przeprowadzitam typowanie dla 23 szczepéw K. oxytoca oraz szczepu K. pneumoniae metoda
pehX-ddLMS PCR w uktadach: (1) Bfal/Ball, (2) Bfrl/Ball oraz (3) Acll/Ball. Wyniki dla uktadu 2 i 3

przedstawitam na rysunkach 40-41.
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Uktad pehX-ddLMS PCR Bfrl/Ball
A M21 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1516 17 1819 20 21 22 23 Kp K- M2
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-
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300- - s -
o e i - -
100- -
B
Cp 0.0 —— 0.0
—1— 0.5
pi 095 "
-4 10
[ N N [ w (9] w w N b3 = = [¢] ~ =Y N - = = = = [ =
= w = [(s) o [e2] wv = o] ~ w N Lo o
Genotypy v 1] I |

Rys. 40. Wynik typowania genetycznego metoda pehX-ddLMS PCR Bfrl/Ball dla szczepdw K. oxytoca i K. pneumoniae: (A) elektroforetyczny rozdziat
w 2% zelu agarozowym produktéw PCR, (B) dendrogram podobienistwa genetycznego, wyznaczony z wykorzystaniem wspdtczynnika Dice’a oraz

metody UPGMA; M2 — marker wielkosci DNA 100-3000, 1-23
genotypy, Cp — catkowite

szczepy K. oxytoca, Kp — K. pneumoniae, K- kontrola ujemna reakcji PCR, |- IV
podobienistwo, Pi — poziom identycznosci.

Uktad pehX-ddLMS PCR Acll/Ball
A M21 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 Kp K- M2
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1000- g = — -
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Rys. 41. Wynik typowania genetycznego metodg pehX-ddLMS PCR w uktadzie Aclll/Ball dla szczepdw K. oxytoca i K. pneumoniae:
(A) elektroforetyczny rozdziat w 2% zelu agarozowym produktéw PCR, (B) elektroforetyczny rozdziat w 2% zelu agarozowym produktéw PCR w
(a) uktadzie specyficznym z udziatem startera specyficznego i uniwersalnego i (b) w uktadzie niespecyficznym z udziatem startera uniwersalnego,
(C) dendrogram podobienstwa genetycznego, wyznaczony z wykorzystaniem wspédtczynnika Dice’a oraz metody UPGMA; M2 — marker wielkosci

DNA 100-3000, 1-23 szczepy K. oxytoca, Kp — K. pneumoniae,

K- kontrola ujemna reakcji PCR, A-P genotypy, Cp — catkowite podobieristwo,

Pi — poziom identycznosci.
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W uktadzie 1 (Bfal/Ball) otrzymatam dla wszystkich szczepdéw K. oxytoca jeden, tej same]j dtugosci
produkt PCR (ok 300 pz). Produkt ten, podobnie jak fragment genu pehX o dtugosci 344 pz, jest specyficzny
dla gatunku K. oxytoca. W uktadzie 2 (Bfrl/Ball) wyodrebnitam cztery réznej dtugosci produkty PCR: (1) 220,
(1) 470, (111) 4001 (IV) 330 pz, odpowiadajace czterem réznym genotypom (I-1V).

Dtugos¢ produktow PCR otrzymanych w uktadzie 3 (Acl/l/Ball) jest rézna dla rdéznych szczepdw
i waha sie od 250 do prawie 2000 pz. Dla czesci szczepdw (na rys. 41A: préba 17, 18, 21) uzyskatam wiecej
niz jeden produkt PCR. Aby zbadaé zrédto powstawania produktéw niespecyficznych przeprowadzitam dla
tych préb dodatkowa reakcje PCR z pominieciem startera specyficznego, wykorzystujgc jedynie starter
uniwersalny (rys. 41B, préba ,b”, niespecyficzna). Doswiadczenie wykazato, ze niespecyficzne produkty s3
wynikiem amplifikacji krétkich fragmentéw DNA obustronnie zligowanych z adaptorem. Fragmenty te sg
zbyt krétkie, aby mogty utworzyé stabilng strukture ,rakiety tenisowej”. Obecnos¢ produktow

niespecyficznych nie wptywa jednak na zmiane ilosci genotypdw. Pordwnanie genotypéw otrzymanych

metodami pehX-ddLMS PCR i PCR MP dla wybranych szczepdéw K. oxytoca przedstawia tabela 38.

Genotyp pehX-ddLMS PCR (dtugos¢ produktu PCR [pz])
genotyp PCR MP

Ip szczep (1) Bfal/Ball (2) Brf1/Ball (3) Acll/Ball

1 K oxytoca K26 Il (470) A (474) A
2 K oxytoca K29 Il (470) B (802) B
3 K oxytoca K32 IV (330) C(633) C
4 K oxytoca K41 11 (220) D (1275) D
5 K oxytoca K44 IV (330) E (527) E
6 K oxytoca K65 IV (330) E (527) E
7 K oxytoca K66 11 (470) F (954) F
8 K oxytoca K68 11 (470) F (954) F
9 K oxytoca K72 IV (330) G (410) G
10 K. oxytcoa (1) 1 (220) H (295) H
11 K. oxytcoa (2) 1 (220) H (295) H
12 K. oxytcoa (3) I (300) 1 (220) H (295) H
13 K. oxytcoa (4) 1 (220) H (295) H
14 K. oxytcoa (5) 111 (400) 1(315) |
15 K. oxytcoa (6) 111 (400) 1(315) |
16 K. oxytcoa (7) 111 (400) 1 (345) J
17 K. oxytcoa (8) 1 (220) K (747%*) K
18 K. oxytcoa (9) 1 (220) K (747%*) K
19 K. oxytcoa (10) IV (330) L (1679) L
20 K. oxytcoa (11) 111 (400) M (595) M
21 K. oxytcoa (12) IV (330) N (450%) N
22 K. oxytcoa (13) IV (330) 0 (505) 0
23 K. oxytcoa (14) IV (330) P (273) P
Kp K. pneumoniae - - - R

Tabela 38. Wynik typowania genetycznego metodg PCR MP oraz pehX-ddLMS PCR w réznych uktadach restrkcyjnych; *brano pod uwage tylko
produkt specyficzny

Poziom dyskryminacji metody pehX-ddLMS PCR w uktadzie Acl/l/Ball jest porownywalny z metodg
PCR MP. W obu metodach typowanie pozwolito wyrdzni¢ 15 genotypdw (A-P). Grupowanie szczepéw do

tego samego genotypu jest identyczne. Metode pehX-ddLMS PCR odrdznia od metody PCR MP to, ze dla
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szczepu K. pneumoniae wynik analizy jest negatywny (brak produktu PCR we wszystkich ukfadach
restrykcyjnych). Stad wniosek,ze metoda pehX-ddLMS PCR w uktadzie Acl/l/Ball ma nie tylko wystarczajgcy
potencjat réznicujacy do typowania genetycznego szczepdw K. oxytoca, ale rowniez potwierdza, ze badane

szczepy zostaty prawidtowo przypisane do gatunku.

Wynik analizy metodg pehX-ddLMS PCR w uktadzie Acll/Ball jest czytelny i tatwy w interpretacji,
jednak nie daje mozliwosci oceny podobienstwa genetycznego pomiedzy szczepami (oddalenie miejsca
restrykcyjnego od konca 5 sekwencji markerowej nie jest proporcjonalne do stopnia podobienstwa
szczepdw). Mozliwe jest jedynie wyznaczenie podobienstwa w konwencji binarnej, gdzie “0” oznacza rdézne
genotypy, a “1” oznacza genotypy identyczne. Wyznaczenie wzglednego podobienstwa pomiedzy
badanymi szczepami (grupowanie genotypéw) jest mozliwe tylko na podstawie poréwnania wynikéw
typowania tej samej grupy szczepéw w co najmniej dwdch uktadach o réznym stopniu dyskryminacji

(np. Bfrl/Ball i Acll/Ball).

6.2.6.2. Uktad recA-ddLMS PCR do typowania szczepdw Acinetobacter sp.

Uktad recA-ddLMS PCR wykorzystuje polimorfizm sekwencji poprzedzajgcej gen recA do
genomogatunkowego rdznicowania szczepdw Acinetobacter sp. Spodziewanym produktem analizy jest

produkt PCR o dtugosci charakterystycznej dla danego genomogatunku Acinetobacter.

6.2.6.2.1. Sekwencja markerowa i starter specyficzny

Gen recA A. baumannii ATCC 17978 ma dtugos¢ 975 pz (Gene ID: 4918360), a jego sekwencja
wykazuje polimorfizm genetyczny w obrebie Acinetobacter sp. Sekwencjg markerowa jest fragment genu
recA o dtugosci 425 pz ograniczony starterami rAl i rA2 (rys. 42). Fragment ten jest zsekwencjonowany dla
43 szczepdw nalezacych do 23 rdéinych gatunkéw Acinetobacter. Sekwencja startera specyficznego

(stRecAAc) jest komplementarna do korica 5’ sekwencji markerowej.

Rys. 42. Schemat przedstawiajgcy potozenie sekwencji markerowej oraz miejsce hybrydyzacji startera specyficznego w obrebie sekwencji genu recA
w uktadzie recA-ddLMS PCR

Aby sprawdzi¢ czy starter specyficzny lub/i starter uniwersalny nie tworzg niespecyficznych

produktéw PCR, przeprowadzitam reakcje PCR na genomowym DNA referencyjnego szczepu A. baumannii
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ATCC 17978 (nrl, tab. 1), wykorzystujac rézne kombinacje starteréw (tab. 39). Wyniki przedstawitam na

rysunku 43.
Dt S¢ ktu PCR
Sy Cel ugos¢ produktu PC
[pz]
1 rAl —rA2 Amplifikacja sekwencji markerowej fragmentu genu recA 425
2 stRecAAc Amplifikacja z wykorzystaniem startera specyficznego brak produktow
3 stADP8 Amplifikacja z wykorzystaniem startera uniwersalnego brak produktow
4 StReCAAC — StADPS Amplifkacja z wykorzystamgm startera uniwersalnego i brak produktéw
specyficznego
K- stRecAAc — stADP8 kontrola ujemna reakcji PCR (bez DNA) brak produktow

Tabela 39. Startery stosowane w kolejnych mieszaninach reakcyjnych w reakcji PCR na matrycy genomowego DNA A. baumannii ATCC 17978 oraz
teoretyczna dtugos¢ spodziewanych produktéw.

ML1 2 3 4 K ML Rys. 43. Elektroforetyczny rozdziat w 2% zeli agarozowym produktéw amplifikacji w reakcji PCR fragmentu
genu recA na matrycy genomowego DNA A. baumannii ATCC 17978; M1 - marker wielkosci DNA 100- 1000,
1000- - - . i , )
g = K- kontrola ujemna reakcji PCR, 1-4 kolejne proby wg tabeli 39.
500~ : b
——
300~ - Starter  specyficzny oraz starter uniwersalny nie tworzg

niespecyficznych produktéw pomiedzy sobg oraz na matrycy genomowego DNA

A. baumannii, zatem mogg by¢é wykorzystane w uktadzie recA-ddLMS PCR.

6.2.6.2.2. Wybor enzymow restrykcyjnych

Uktad restrykcyjny Maell/Rsal zostat dobrany na postawie poréwnania sekwencji fragmentu genu
recA dla 22 réznych gatunkéw Acinetobacter oraz na podstawie genomowego DNA dla 6 réznych szczepdéw
A. baumannii oraz 1 szczepu A. calcoaceticus. Enzym wewnetrzny (Rsal) dokonuje ciecia DNA w statym
miejscu w obrebie sekwencji markerowej (w odlegtosci 66 pz od korica 5’ sekwencji markerowej) dla
wszystkich szczepow Acinetobacter, co zostato potwierdzone metodg PCR/RFLP (rys. 44 — wynik dla

wybranych szczepéw nalezgcych do kompleksu ACB).

Rys. 44. Elektroforetyczny rozdziat w 2% zelu agarozowym produktow trawienia restrykcyjnego amplifikowanego fragmenu genu recA enzymem
Rsal (PCR/RFLP); (a) amplifikowany fragment genu recA o dtugosci 425pz (sekwencja markerowa), (b) fragment DNA o dtugosci 359 pz powstaty po
trawieniu fragmentu 425 pz enzymem Rsal (drugi fragment o dtugosci 66 pz ze wzgledu na niewielki rozmiar jest niewidoczy na zelu); M1-marker
wielko$ci DNA 100-1000, 1-10 szczepy kliniczne Acinetobacter spp., Abl, Ab2, Ac2, Ac2, Ap, An, 1/3, c-to13TU —szczepy referencyjne i wzorcowe
(wg tab. 1,2).
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Aby wybra¢ enzym zewnetrzny (Maell) przeprowadzitam teoretyczng analize pordwnawcza
sekwencji 7 szczepdw Acinetobacter, dla ktérych dostepna jest sekwencja genomowego DNA. Pod uwage
wzietam sekwencje fragmentdw restrykcyjnych powstatych po trawieniu genomowego DNA enzymem Rsal,
zawierajgcych wewnatrz sekwencje markerowg (fragmenty Rsal - Rsal). Podobienstwo sekwencji
poprzedzajgcej gen recA dla szczepdw tego samego gatunku wynosi 99% (analiza porownawcza wykonana
w programie VNTI, pkt.5.2.12) . Wybratam enzym Maell, ktéry trawi DNA w réznej odlegtosci od konca 5’

sekwencji markerowej dla szczepdw A. baumannii i A. calcoaceticus (tab. 40).

| e | | e ey
1 ATCC17978 NC_009085.1
2 AYE NC_010410.1
3 SDF NC_010400.1
A. baumannii 244 (276)
4 ACICU NC_010611.1
5 ABO057 NC_011586.1
6 AB307-0294 NC_011595.1
7 A. calcoaceticus PHEA-2 NC_016603.1 729 (761)

Tabela 40. Teoretyczna dtugos¢ fragmentdow specyficznych oraz produktéw PCR dla referencyjnych szczepdéw Acinetobacter sp.

Przeprowadzitam petng analize metodg recA-ddLMS PCR w uktadzie Maell/Rsal dla dwdch
szczepow referencyjnych: (1) A. baumannii i (2) A. calcoaceticus. Reakcje PCR przeprowadzitam w dwéch
uktadach: (a) specyficznym, 1z zastosowaniem startera specyficznego i uniwersalnego oraz
(b) niespecyficznym, z zastosowaniem jedynie startera uniwersalnego. Wyniki zostaty przedstawione na

rysunku 45.

Rys. 45. Elektroforetyczny rozdziat w 2% zelu agarozowym produktéw PCR metodg recA-
ddLMS PCR dla dwéch referencyjnych szczepdw (1) A. baumannii i (2) A. calcoaceticus,
w dwdch uktadach: (a) specyficznym z udziatem startera specyficznego i uniwersalnego,
(b) niespecyficznym, z udziatem startera uniwersalnego; M1 — marker wielkosci DNA 100-
1000, K- kontrola ujemna reakcji PCR.

Otrzymatam  produkty specyficzne o dlugosci zgodnej z wartoscia teoretyczna
(tab. 40). Dtugos¢ produktu dla A. baumannii znaczaco roéini sie od produktu otrzymanego dla
A. calcoaceticus, co utatwia prawidtowg identyfikacje gatunkowg. Wybrany uktad enzymdw Maell/Rsal nie
generuje fragmentéw niespecyficznych, o czym $wiadczy negatywny wynik reakcji PCR z wykorzystaniem

wytacznie startera uniwersalnego (préba b).

Uktad Maell/Rsal do typowania genomogatunkdw Acinetobacter przedstawitam na rysunku 46.
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Rys. 46. Schemat przedstawiajacy potozenie miejsc restrykcyjnych oraz miejsc hybrydyzacji starteréw wzgledem sekwencji markerowej w uktadzie
recA-ddLMS PCR Maell/Rsal; dtugosc¢ specyficznego produktu PCR uwzglednia dtugos¢ adaptora (zaznaczono linig przerywang).

6.2.6.2.3. Specyficznos¢ uktadu recA-ddLMS PCR

Badanie specyficzno$ci metody recA-ddLMS PCR w uktadzie Maell/Rsal przeprowadzitam
doswiadczalnie na 40 szczepach nalezgcych do gatunkéw: E. coli, E. faecium, E. faecalis, S. aureus,
S. agalactiae, S. marcescens, K. oxytoca i K. pneumoniae (po 5 szczepéw z kazdego gatunku). Dla wszystkich

wymienionych szczepéw nie uzyskatam produktu PCR (wynik negatywny, rys. 47).

Rys. 47. Elektroforetyczny rozdziat w 1,5% zelu agarozowym produktéw PCR uzyskanych metodg recA-ddLMS PCR dla szczepdw Acinetobacter ACB
oraz szczepow bakteryjnych nie nalezacych do rodzaju Acinetobacter ; M2 — marker wielkosci DNA 100-3000,
K- kontrola ujemna reakcji PCR.
Mieszanine genomowego DNA rdinych szczepdw bakteryjnych nie nalezacych do rodzaju
Acinetobacter, zmieszatam z genomowym DNA referencyjnego szczepu A. baumannii ATCC 17978 (nr 1,

tab. 4) w proporcji 1:1 i przeprowadzitam typowanie metodg recA-ddLMS PCR w uktadzie Maell/Rsal,

sprawdzajac wrazliwosé metody na kontaminacje (tab. 41). Wyniki przedstawitam na rysunku 48.

Genomowe DNA dodane do etapu trawienia w metodzie
oréba recA-ddLMS PCR Spodziewany wynik
DNA A. baumannii mieszanina DNA bakterii analizy
ATCC 17978 innych gatunkdéw
1 + - produkt 276 pz
2 + + produkt 276 pz
3 - + brak produktu PCR

Tabela 41. Genomowe DNA dodawane do kolejnych préb analizowanych metoda recA-ddLMS PCR.
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Rys. 48. Elektroforetyczny rozdziat w 2% zelu agarozowym produktéw PCR uzyskanych metodg recA-ddLMS
PCR dla préb zawierajgcych genomowe DNA A. baumannii ATCC 17978 oraz DNA innych bakterii; M1-
marker wielkosci DNA 100-1000, 1-3 kolejne préby wg tab. 41.

Wprowadzenie na etapie trawienia restrykcyjnego DNA innego
gatunku bakterii nie wptywa na wynik analizy. Produkt specyficzny otrzymatam
tylko dla préby 1 i 2, gdzie DNA A. baumannii byto obecne. Wprowadzenie na
etapie trawienia restrykcyjnego DNA innego gatunku bakterii (nie nalezacego

do rodzaju Acinetobacter) nie wptywa na wynik analizy. Negatywny wynik w prdbie 3 potwierdza

specyficznos¢ uktadu wzgledem Acinetobacter.

6.1.6.2.4. Typowanie Acinetobacter spp.

W celu sprawdzenia potencjatu rdéznicujgcego metody recA-ddLMS PCR w uktadzie Maell/Rsal
przebadatam 25 szczepow Acinetobacter nalezgcych do kompleksu ACB. Wyniki przedstawitam na rysunku

49.

Rys. 49. Elektroforetyczny rozdziat w 1% zelu agarozowym wynikéw typowania metoda recA-ddLMS PCR Maell/Rsal referencyjnych i klinicznych
szczepdw Acinetobacter z komplekcu ACB; M2 - marker wielkosci DNA 100-3000, 1 -10 szczepy kliniczne i Srodowiskowe, Ab1, Ab2, Acl, Ac2, Ap, An,
1/3, C-to-13TU — szczepy referencyjne i wzorcowe (wg tab. 1,2), K- kontrola ujemna reakcji PCR.

Wstepne badania wykazaty, ze metoda recA-ddLMS PCR z w uktadzie enzymow Maell/Rsal pozwala
specyficznie typowal szczepy Acinetobacter nalezgce do kompleksu ACB. Dla wszystkich badanych

szczepow otrzymatam jeden produkt PCR, ktérego dtugosc (obliczona za pomocg programu Quantity One

4.3.1, pkt. 5.2.15) jest stata dla danego genomogatunku. (tab. 42).

Wielkos¢ produktéw amplifikacji otrzymanych w wyniku
Lp Gatunek (symbol) typowania metodg recA-ddLMS PCR w uktadzie Maell-Rsal
[pz]
1 Acinetobacter baumannii (Ab) 276
2 Acinetobacter calcoaceticus (Ac) 761
3 Acinetobacter pittii (Ap) 382
4 Acinetobacter nosocomialis (An) 444
5 Acinetobacter ,between 1 and 3” (1/3) 553
6 Acinetobacter ,close to 13TU” (c-to-13TU) 337

Tabela 42. Przyblizone dtugosci produktéw PCR otrzymanych w wyniku analizy szczepdw Acinetobacter spp. metoda recA-ddLMS PCR w uktadzie
Maell/Rsal.
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Aby sprawdzi¢ czy uktad recA-ddLMS PCR jest uzyteczny w typowaniu innych genomogatunkéw
Acinetobacter spp. przeprowadzitam doswiadczenie, w ktérym petnej analizie poddatam 23 referencyjne

szczepy Acinetobacter nalezgce do 21 genomogatunkow (tab. 1). Wyniki przedstawitam na rysunku 50.

Rys. 50. Elektroforetyczny rozdziat w 1% zelu agarozowym wynikow typowania metodg recA-ddLMS PCR w uktadzie Maell/Rsal referencyjnych
szczepow Acinetobacter sp.(wg tab. 1); M2- marker wielkosci DNA 100-3000, K- kontrola ujemna reakcji PCR.
Wynik pozytywny (produkt PCR) otrzymatam tylko dla 9 réznych genomogatunkéw Acinetobacter,
w tym 6 nalezgcych do kompleksu ACB. Dla pozostatych genomogatunkéw wynik typowania jest negatywny
(brak produktu PCR). Prawdopodobnie u tych genomogatunkéw miejsce trawienia enzymem Rsal znajduje
sie blizej konnca 5’ sekwencji markerowej, niz miejsce trawienia enzymem Maell (w wyniku trawienia
fragment restrykcyjny zawierajgcy sekwencje markerowg jest obustronnie trawiony enzymem Rsal i nie

taczy sie z adaptorem, w skutek czego nie moze by¢ amplifikowany w reakcji PCR).

Metoda recA-ddLMS PCR daje czytelny wynik, duzo tatwiejszy w interpretacji, niz metoda
recA-PCR/RFLP-Tsp509I. Zakres typowalnosci obejmuje szczepy wazne pod wzgledem klinicznym, ktdrych
identyfikacja fenotypowa nastrecza wiele trudnosci. Brak produktu PCR nie wyklucza przynaleznosci

badanego szczepu do Acinetobacter, wyklucza natomiast szczep nie nalezgcy do kompleksu ACB.

6.2.6.3. Uktad rrn-dLMS PCR do wewnatrzgatunkowego typowania Acinetobacter baumannii

Poziom zrdznicowania sekwencji poprzedzajgcej gen recA jest zbyt niski, by istniata mozliwos¢
zaprojektowania ukfadu restrykcyjnego pozwalajgcego wewnatrzgatunkowo rdéznicowaé szczepy
Acinetobacter spp. Do typowania A. baumannii zaprojektowatam uktad typu multiplex (pkt. 6.2.3),
wykorzystujgcy polimorfizm sekwencji poprzedzajgcej gen 16S rDNA, ktory nazwatam rrn-ddLMS PCR.
Spodziewanym wynikiem analizy rrn-ddLMS PCR jest elektroforetyczny profil 5-6 produktéw PCR,

charakterystyczny dla danego szczepu A. baumannii.
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6.1.6.3.1. Sekwencja markerowa i starter specyficzny

Gen 16S rDNA A. baumannii ATCC 17978 ma dtugos¢ 1529 pz (Gene ID: 5075449). Sekwencja
markerowga jest fragment o dtugosci 1483 pz ograniczony starterami st16SF i st16SR (rys. 51). Sekwencja
startera specyficznego (st16S1) jest komplementarna do konica 5’ sekwencji markerowej. Ze wzgledu na
wysoki stopien podobienstwa konca 5’ sekwencji markerowej dla rodzaju Acinetobacter specyficznosé
startera wzgledem A. baumannii jest niewielka (tzn. ze starter moze hybrydyzowa¢ do DNA innych

genomogatunkdéw Acinetobacter).

Rys. 51. Schemat przedstawiajacy potozenie sekwencji markerowej oraz miejsce hybrydyzacji startera specyficznego w obrebie sekwencji genu 16S
rDNA w uktadzie rrn-ddLMS PCR.
Aby sprawdzi¢ czy starter specyficzny lub/i starter uniwersalny nie tworzg niespecyficznych
produktow PCR, przeprowadzitam reakcje PCR na genomowym DNA referencyjnego szczepu A. baumannii

ATCC 17978 (nrl, tab. 1), wykorzystujac rézne kombinacje starteréw (tab. 43). Wyniki przedstawitam na

rysunku 52.
Teoretyczna dtugos¢
Startery cel produktu PCR [pz]
1 St16SF — st16SR Amplifikacja sekwencji markerowej fragmentu genu 1483
16SrDNA
2 st16S1 Amplifikacja z wykorzystaniem startera specyficznego brak produktéow
3 stADP8 Amplifikacja z wykorzystaniem startera uniwersalnego brak produktéw
4 st1651 — StADP8 Amplifkacja z wykorzystanl.em startera uniwersalnego i brak produktow
specyficznego
K- st16S1 — stADP8 kontrola ujemna reakcji PCR (bez DNA) brak produktow

Tabela 43. Startery stosowane w kolejnych mieszaninach reakcyjnych w reakcji PCR na matrycy genomowego DNA A. baumannii ATCC 17978 oraz
teoretyczna dtugos¢ spodziewanych produktéw.

Rys. 52. Elektroforetyczny rozdziat w 2% zelu agarozowym produktow amplifikacji w reakcji PCR
fragmentu genu 16S rDNA na matrycy genomowego DNA A. baumannii ATCC 17978;
M2 - marker wielkosci DNA 100-3000, K- kontrola ujemna reakcji PCR, 1-4 kolejne préby
wg tabeli 43.
Starter specyficzny oraz starter uniwersalny nie tworza
niespecyficznych produktéw pomiedzy sobg oraz na matrycy
genomowego DNA A. baumannii, zatem mogg by¢é wykorzystane w

uktadzie rrn-ddLMS PCR.
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6.2.6.3.2. Wybdér enzymow restrykcyjnych

Uktad restrykcyjny Hindlll/Apal zostat dobrany na postawie poréwnania sekwencji genu 16S rDNA
oraz sekwencji poprzedzajgcej operon rrn dla 6 rédznych szczepdw A. baumannii i 1 szczepu A. calcoaceticus.
Enzym wewnetrzny (Apal) dokonuje ciecia DNA w statym miejscu w obrebie sekwencji markerowej
(w odlegtosci 905 pz od konca 5’ sekwencji markerowej) dla wszystkich szczepdw A. baumannii, co zostato
potwierdzone metodg PCR/RFLP (rys. 53 — wynik dla 16 szczepoéw klinicznych i 2 referencyjnych

A. baumannii).

Rys. 53. Elektroforetyczny rozdziat w 1,5 % zelu agarozowym produktéw trawienia restrykcyjnego amplifikowanego fragmenu genu 16Sr DNA
enzymem Apal (PCR/RFLP); (a) amplifikowany fragment genu 16S rDNA o dtugosci 1483 pz (sekwencja markerowa), (b) fragmenty DNA o dtugosci
905 i 573 pz powstate po trawieniu fragmentu 1483 pz enzymem Apal; M4-marker wielkosci DNA 1kb, 1-16 szczepy kliniczne Acinetobacter sp.,
Ab1, Ab2-szczepy referencyjne (wg tab. 1).

Wyboru enzymu zewnatrznego (Hindlll) dokonatam w oparciu o analize teoretyczng (analiza
poréwnawcza wykonana w programie VNTI, pkt 5.2.15) dostepnych w bazie danych sekwencji 6 szczepéw
A. baumanni. Pod uwage wzietam sekwencje fragmentow restrykcyjnych powstatych po trawieniu
genomowego DNA enzymem Rsal, zawierajgcych wewnatrz sekwencje markerowa (fragmenty Apal - Apal).
Ilos¢ kopii operonu rrn w genomie A. baumannii wynosi od 5 do 6. Podobieristwo sekwencji poprzedzajacej
gen 16SrDNA pomiedzy poszczegdlnymi kopiami operonu rrn w genomie jednego szczepu wynosi ok. 50%,

natomiast pomiedzy réznymi szczepami A. baumannii ok. 70%. Wybratam enzym Hindlll, ktéry trawi DNA

w réznej odlegtosci od korica 5’ sekwencji markerowej dla réznych szczepow A. baumannii (tab. 44).

ilos¢
GenBank » . )
L Gatunek szczep enBan e Teoretyczna dfu'gos'c produktc?vy specyficznych
Ref PCR (z uwzglednieniem dtugosci adaptora)
3076 (3108), 1330 (1362), 669 (701), 373
1 ATCC17978 NC_009085.1 5 (405), 222 (254)
3076 (3108), 1915 (1948), 631 (664), 515
2 AYE NC_010410.1 5 (548), 222 (254)
B 3076 (3108), 1825 (1868), 1330 (1362), 631
<
3 s SDF NC_010400.1 6 (664), 515 (548, 222 (254)
S
4 3 ACICU NC_010611.1 6 3076 (3108), 1915 (1948), 1695 (1728), 1585
< (1628), 564 (607), 222 (254)
3076 (3108), 1915 (1948), 750 (782), 515
5 AB0057 NC_011586.1 5 (548), 256 (289)
3076 (3108), (1915 (1948), 1825 (1868), 632
6 AB307-0294 NC_011595.1 6 (664), 515 (548), 222 (254)

Tabela 44. Teoretyczna dtugosc¢ fragmentdw restrykcyjnych oraz produktéw PCR otrzymanych metodg rrn-ddLMS PCR dla réznych A. baumannii.
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Przeprowadzitam petng analize metodg rrn-ddLMS PCR w uktadzie Hindlll/Apal dla jednego szczepu
referencyjnego A. baumannii ATCC 17978 (tab. 1). Reakcje PCR prowadzitam w dwdch uktadach: (a)
specyficznym, z zastosowaniem startera specyficznego i uniwersalnego oraz (b) niespecyficznym, z

zastosowaniem jedynie startera uniwersalnego. Wyniki zostaty przedstawione na rysunku 54.

M2 a b K M2
3000- ‘ ﬁ a
- B i
1000- § b g
- —-—
- ﬁ —
- -
500- = —
— ﬁ —
- = — Rys. 54. Elektroforetyczny rozdziat w 4% zelu poliakryloamidowym produktéw PCR uzyskanych metodg
ﬁ rrn-ddLMS PCR w uktadzie Hindlll/Apal dla referencyjnego szczepu A. baumannii ATCC 17978,
- - w dwdch uktadach: (a) specyficznym z udziatem startera specyficznego i uniwersalnego,
(b) niespecyficznym, z udziatem startera uniwersalnego. M2- marker wielkosci DNA 100-3000,
100- - — K- kontrola ujemna reakcji PCR.

Otrzymatam 5 produktéw specyficznych o dtugosci zgodnej z wartoscig teoretyczng (tab. 44).
Wybrany uktad enzymoéw Hindlll/Apal nie generuje fragmentédw niespecyficznych, o czym s$wiadczy

negatywny wynik reakcji PCR z wykorzystaniem startera uniwersalnego (préba b).

Uktad rrn-ddLMS PCR Hindlll/Apal do wewnatrzgatunkowego typowania A. baumannii

przedstawitam na rys. 55.

Rys. 55. Schemat przedstawiajacy potozenie miejsc restrykcyjnych oraz miejsc hybrydyzacji starteréw wzgledem sekwencji markerowej w uktadzie
rrn-ddLMS PCR Hindlll/Apal; dtugo$¢ specyficznego produktu PCR uwzglednia dtugos¢ adaptora (zaznaczono linig przerywang).

6.1.6.3.3. Specyficznos¢ uktadu rrn-ddLMS PCR

Badanie specyficznosci metody rrn-ddLMS PCR w uktadzie Hindlll/Apal przeprowadzitam
doswiadczalnie na 40 szczepach nalezgcych do gatunkéw: E. coli, E. faecium, E. faecalis, S. aureus,
S. agalactiae, S. marcescens, K. oxytoca i K. pneumoniae (po 5 szczepdw z kazdego gatunku) oraz 20
szczepach Acinetobacter nalezgcych do kompleksu ACB (z wyjatkiem A. baumannii). Wynik dla 15 szczepow

przedstawitam na rysunku 56.
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Rys. 56. Elektroforetyczny rozdziat w 4% zelu poliakryloamidowym produktéw PCR uzyskanych metoda rrn-ddLMS PCR w uktadzie Hindlll/Apal dla
szczep6w Acinetobacter ACB oraz szczep6w bakteryjnych nie nalezacych do rodzaju Acinetobacter; M6 — marker wielkosci DNA IDEAL, An, Ap, Acl,
Ab1, 1/3, C-to-13TU — szczepy referencyjne i wzorcowe (wg tab. 1,2).

Analiza szczepdéw nalezgcych do kompleksu ACB data wynik pozytywny tylko w przypadku szczepéw
A. baumannii. W przypadku pozostatych genomogatunkéw Acinetobacter z kompleksu ACB uzyskatam
wynik negatywny (brak produktéw PCR, prawdopodobnie na skutek braku miejsca trawienia dla enzymu
Apal w obrebie sekwencji markerowej). Produkty amplifikacji otrzymatam rdéwniez dla szczepdw nie
nalezgcych do rodzaju Acinetobacter, co swiadczy o zbyt niskiej specyficznosci startera st16S1 wzgledem
A. baumannii. Gen kodujgcy podjednostke 16S rRNA wystepuje u wszystkich bakterii i nalezy do grupy
gendéw silnie zakonserwowanych ewolucyjnie. Ze wzgledu na wystepowanie regionéw polimorficznych
stanowi podstawe do identyfikacji gatunkowej czy rodzajowej. Dobranie sekwencji startera wspdlnej dla
wszystkich szczepdéw jednego gatunku z jednoczesnym zachowaniem specyficznosci gatunkowej moze
okaza¢ sie trudne. Optymalizacja reakcji PCR w celu podwyzszenia specyficznosci reakcji wzgledem
A. baumannii (podwyzszenie temperatury przytaczania starteréw, dobranie warunkéw buforowych, sktadu

jonowego, aktywnosci polimerazy DNA) nie przyniosta oczekiwanych rezultatow.

6.2.6.3.4. Typowanie A. baumannii

Potencjat réznicujgcy metody rrn-ddLMS PCR w uktadzie Hindlll/Apal sprawdzitam na 16 klinicznych

i 2 referencyjnych szczepach A. baumannii. Wyniki przedstawitam na rysunku 57.

W wyniku typowania genetycznego szczepdw A. baumannii metodg rrn-ddLMS PCR otrzymatam
sze$¢ réznych wzoréw elektroforetycznych odpowiadajgcych szesciu genotypom (A-F), co jest zgodne
z wynikami typowania technikg PCR MP (rys. 19). Catkowite podobienstwo szczepéw wynosi 44%.
Wydajnos¢ amplifikacji produktow PCR jest niewielka, mimo przeprowadzonej optymalizacji reakcji PCR.
Rozdziat produktéw PCR w zelu agarozowym moze sprawi¢ trudnos¢ w detekcji krétkich fragmentéw DNA,

dlatego poleca sie prowadzenie rozdziatu w 4% zelu poliakryloamidowym.
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Rys. 57. Wyniki typowania genetycznego szczepdw A. baumannii metodg rrn-ddLMS PCR w uktadzie HindIll/Apal; (A) elektroforetyczny rozdziat w
4% zelu poliakryloamidowym produktéw PCR, (B) dendrogram podobieristwa genetycznego wyznaczony z wykorzystaniem wspdtczynnika Dice’a
oraz metody UPGMA; M2 — marker wielko$ci DNA 100-3000, 1-16 szczepy kliniczne, Ab1, Ab2 — szczepy referencyjne (wg. tab. 1), A-F genotypy,
Cp — catkowite podobierstwo, Pi — poziom identycznosci.

Metoda rrn-ddLMS PCR w uktadzie Hindlll/Apal nadaje sie do specyficznego,
wewnatrzgatunkowego typowania szczepédw A. baumannii w obrebie kompleksu ACB, czyli kompleksu
szczepdw trudno rozréznialnych klasycznymi metodami fenotypowymi. Analiza prowadzi do uzyskania

czytelnych i tatwych w interpretacji profili elektroforetycznych, sktgdajacych sie z 5 — 6 prazkdw,

umozliwiajgcych ocene podobieristwa genetycznego szczepow.

6.3. Projektowanie uktadéw diagnostycznych w oparciu o znane metody LM PCR

do jednoczesnego typowania i identyfikacji gatunkowej drobnoustrojow

Techniki LM PCR stanowig kompleksowe potfaczenie podstawowych narzedzi molekularnych
(enzymy restrykcyjne, ligazy i polimerazy DNA) oraz technik molekularnych (amplifikacja w reakcji PCR,
elektroforetyczny rozdziat fragmentéw DNA), wykorzystywanych do badania zmian w sekwencji
genomowego DNA. Umozliwiajg amplifikacje wybranych, krétkich (do ok. 3000 pz) fragmentéw DNA, bez
koniecznosci znajomosci ich sekwencji. Co wiecej, zmiana enzymu restrykcyjnego lub/i zmiana mechanizmu
selekcji fragmentéw amplifikowanych sprawia, ze amplifikacji moze by¢ poddany dowolny fragment
genomowego DNA.
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Uktady diagnostyczne oparte na metodach LM PCR, dzieki szerokiej gamie dostepnych enzyméw
restrykcyjnych oraz szeregu oferowanych mechanizmow selekcji fragmentow amplifikowanych mogg stuzy¢
nie tylko do typowania wewnatrzgatunkowego, ale takze do identyfikacji gatunkowej. Uzyskany w wyniku
typowania profil elektroforetyczny produktéw PCR, stanowi niejako wizytowke badanego drobnosutroju.
W profilu tym, w zaleznosci od tego, ktdry region genomowego DNA ulegt amplifikacji, mogg znalez¢ sie
fragmenty specyficzne gatunkowo, fragmenty specyficzne tylko dla jednego szczepu oraz fragmenty typowe

dla fenotypu danego drobnoustroju (np. Swiadczgce o wirulencji szczepu).

Dobierajgc odpowiedni enzym/enzymy restrykcyjne oraz metode selekcji fragmentow
amplifikowanych mozna zaprojektowaé uktad diagnostyczny pozwalajgcy wewnatrzgatunkowo typowac
drobnoustroje i jednoczescnie potwierdzac ich przynaleznos¢ gatunkowa. Uktad taki powinien spetniaé

nastepujgce warunki:

v' wybrany enzym restrykcyjny (lub uktad dwdch lub trzech enzymdw) generuje fragmenty,
z ktérych co najmniej jeden ma dtugosc statg dla wszytkich szczepdw tego samego gatunku

i jest odpowiedno krétki by mégt by¢ amplifikowny w reakcji PCR,

v wybrany system selekcji fragmentéw amplifikowanych umozliwia amplifikacje

specyficznego gatunkowo fragmentu restrykcyjnego,

v catkowita liczba fragmentéw amplifikowanych jest na tyle niska, by otrzymany profil
elektroforetyczny byt czytelny (produkty PCR wyraznie rozdzielone, brak produktéow

niespecyficznych), a produkt specyficzny gatunkowo tatwy do wskazania

v' liczba specyficznych dla  szczepu produktéw PCR  jest wystarczajgca do

wewnatrzgatunkowego réznicowania szczepow.

Poréwnanie otrzymanych profili elektroforetycznych produktéw amplifikacji i wskazanie produktu
wystepujgcego u wszystkich szczepdw tego samego gatunku umozliwia identyfikacje gatunkowg, natomiast
wskazanie produktéw charakterystycznych dla danego szczepu umozliwia wewnatrzgatunkowe

réznicowanie badanych szczepéw.

Ponizej przedstawitam trzy uktady diagnostyczne, staniowigce propozycje uktadéw opartych na

LM PCR do specyficznego typowania szczepdw Acinetobacter spp. oraz K. oxytoca.

6.3.1. Uktad LM PCR simple/Xhol do réznicowania i identyfikacji A. baumannii

Przeprowadzitam analize restrykcyjng sekwencji genomowego DNA dla 6 referencyjnych szczepéw
A. baumannii i 1 szczepu A. calcoaceticus. Wybratam enzym Xhol, ktéry rzadko trawi genomowe DNA
Acinetobacter spp., generuje do 200 fragmentéw restrykcyjnych, w tym do 15-stu nie przekraczajgcych

dtugosci 2000 pz (tab. 45)
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catkowita ilos¢

gatunek bakterii fragmentow dtugos¢ fragmentdw restrykcyjnych o dtugosci <2000 pz
restrykcyjnych
A. baumannii ATCC 17978 174 67, 160, 854, 987, 1042, 1092, 1358, 1729, 1832
A. baumannii AYE 169 160, 607, 666, 986, 1042, 1094, 1300, 1597, 1633, 1729
A. baumannii SDF 133 91, 108, 160, 1081, 1513, 1729, 1967, 1992
. 160, 836, 986, 1013, 1042, 1065, 1076, 1092, 1303, 1358, 1666, 1726,
4 A. baumannii ACICU 188 - 1832, 1904, 1992
A. baumannii ABOO58 174 160, 589, 607, 896, 1094, 1300, 1594, 1633, 1729, 1833, 1992,
A. baumannii AB307-294 168 160, 224, 607, 986, 1094, 1597, 1633, 1729, 1834, 1861, 1992,
A. calcoaceticus PHE-2 106 222,942,1045, 1227, 1392, 1726, 1727

Tabela 45. Teoretyczna analiza restrykcyjna genomowego DNA Acinetobacter spp. trawionego enzymem Xhol.

Enzym restrykcyjny rzadko tnacy genomowe DNA A. baumannii generuje niewielky ilos¢
fragmentdéw restrykcyjnych, z czego wiekszos¢ to fragmenty o dtugosci powyzej 5000 pz. Ze wzgledu na
ograniczong procesywnos$é polimeraz DNA, w reakcji PCR wydajnie amplifikowane beda tylko fragmenty
krétkie, nie przekraczajgce ok. 3000 pz. Analiza restrykcyjna wykazata, ze dla rdinych szczepéw
A. baumannii, fragmenty DNA o dtugosci <2000 pz majg rézng dtugos¢ (element wewnatrzgatunkowo
réznicujacy A. baumannii, tab. 45). Ponadto, u wszystkich A. baumannii obecny jest fragment restrykcyjny

o dtugosci 160 pz, nie wystepujacy u A. calcoaceticus (element identyfikujgcy A. baumannii).

Przeprowadzitam doswiadczenie, w ktérym typowaniu metodg LM PCR z wykorzystaniem enzymu
Xhol, poddatam szczepy A. baumannii (wg procedury przedstawionej w pkt.5.2.12). Selekcje ilosci
amplifikowanych fragmentéw DNA uzyskatam stosujgc enzym rzadko tngcy badane DNA. Zastosowanie
dodatkowych mechanizmow tj. obnizenie temperatury denaturacji w cyklach reakcji PCR lub wprowadzenie
selektywnych nukleotyddw na koncu 3’ startera nie jest potrzebne, gdyz liczba krétkich fragmentéw DNA
mogacych ulec amplifikacji jest niewielka (<20). Ze wzgledu na prostote metody, na potrzeby niniejszej

rozprawy nazwatam jg LM PCR simple. Wyniki typowania przedstawitam na rysunku 58.

Zgodnie z zatozeniami teoretycznymi dla kazdego szczepu A. baumanni otrzymatam profil
elektroforetyczny skfadajacy sie z kilkunastu prazkow, z ktérych jeden, przedstawiajgcy produkt PCR
dtugosci ok. 220, wystepuje w kazdej prdbie (produkt PCR jest wiekszy od fragmentu restrykcyjnego o 64 pz
— dwukrotna dtugos¢ adaptora). Produkt ten nie wystepuje u innych gatunkdw Acinetobacter (dane nie
przedstawione w rozprawie), zatem moze stanowi¢ element umozliwiajacy identyfikacje A. baumannii

(potwierdzenie prawidtowe]j identyfikacji gatunkowej).

Analiza sekwencji fragmentu restrykcyjnego charakterystycznego dla A. baumanni wykazata, ze
stanowi on fragment genu dehydrogenazy 3-hydroksyizomaslanu (GebeBank: CP000521.1 A. baumannii
ATCC 17978), ktory jest specyficzny dla Acinetobacter. Poniewaz gen ten wykazuje polimorfizm sekwencji
w obrebie rodzaju, fragment restrykcyjny o dtugsci 160 pz powstaty w wyniku trawienia genomowego DNA

enzymem Xhol powstaje tylko u A. baumannii.
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Rys. 58. Wyniki typowania szczepdéw A. baumannii metoda LM PCR simple w uktadzie enzymu Xhol; (a) elektroforetyczny rozdziat produktéw PCR
w 1% zelu agarozowym, (B) dendrogram podobienstwa genetycznego wyznaczony z wykorzystaniem wspotczynnika podobieristwa Dice’a i metody
UPGMA; M2- marker wielkosci DNA 100-3000, 1-16 szczepy kliniczne A. baumannii, Ab1, Ab2- szczepy referencyjne (wg tab. 1), A-F genotypy,
Cp-catkowite podobienstwo, Pi- poziom identycznosci.

Stopien zrdznicowania profili elektroforetycznych uzyskanych metodg LM PCR simple/Xhol dla
badanych szczepdw A. baumannii jest wysoki (Sr = 1/3). Na podstawie poréwnania profili
elektroforetycznych wyodrebnitam 6 genotypdéw (A-F), co jest zgodne z wynikami typowania metodg PCR

MP (rys. 19). Catkowity poziom podobieristwa genetycznego szczepdw wynosi 58%.

Metoda LM PCR simple w ukfadzie enzymu Xhol charakteryzuje sie wysokim poziomem
dyskryminacji (poréwnywalnym z metodg PCR MP). Umozliwia wewnatrzgatunkowe rdznicowanie
szczepodw A. baumannii, potwierdzajgc jednoczesnie na podstawie obecnosci charakterystycznego produktu

PCR, prawidtowg identyfikacje gatunkowsa.

6.3.2. Uktad LM PCR simple/Xbal do réznicowania i identyfikacji Klebsiella oxytoca

Ze wzgledu na brak petnej sekwencji genomowego DNA oraz wysoki stopied zréznicowania
genetycznego szczepdw z gatunku K. oxytoca (zaréwno w obrebie catego genomowego DNA jak i w obrebie
genu pehX), dobranie enzymu restrykcyjnego, generujgcego charakterystyczny fragment DNA jest bardzo

trudne.

Aby dobra¢ ukfad restrykcyjny do typowania K. oxytoca, przeprowadzitam analize restrykcyjna

sekwencji genomowego DNA dla 3 referencyjnych szczepdw K. pneumoniae. Wybratam enzym Xbal, ktory
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trawi genomowe DNA w 30-40 miejscach, generujac do pieciu krétkich fragmentéw DNA o dtugosci nie

przekraczajgcej 3000 pz. (tab. 46)

Lp etz SenBaTk | (mentburestrykeyinych | _restykemeh o hagode <3000pe
1 K. pneumoniae 342 NC_011283.1 33 883, 1420, 2054, 2511
2 | K pneumoniae MGH 78578 | NC_009648.1 38 87,99, 339, 376, 2474
3 | K pneumoniae NTUH-K2044 | NC_012731.1 37 186, 333, 1267, 2589

Tabela 46. Teoretyczna analiza restrykcyjna genomowego DNA K. pneumoniae.

Przeprowadzitam doswiadczenie, w ktérym typowaniu metodg LM PCR simple z wykorzystaniem
enzymu Xbal poddatam 23 szczepy K. oxytoca (wg procedury przedstawionej w pkt.5.2.12). Selekcje ilosci
amplifikowanych fragmentéw DNA uzyskatam stosujgc enzym rzadko tngcy badane DNA. Podobnie jak
w przypadku uktadu LM PCR simple/Xhol do typowania A. baumannii, nie zastosowatam zadnych

dodatkowych mechanizmdw selekcji fragmentéw amplifikowanych. Wyniki przedstawitam na rysunku 59.
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Rys. 59. Wyniki typowania szczepdw K. oxytoca i K. pneumoniae metoda LM PCR simple w uktadzie enzymu Xbal; (A) elektroforetyczny rozdziat w 1%
zelu agarozowym produktéw PCR, (B) dendrogram podobieristwa genetycznego szczepdw; M2 — marker wielkosci DNA 100-3000, 1-23 szczepy
K. oxytoca, Kp — szczep K. pneumoniae, K- kontrola ujemna reakcji PCR, Cp-catkowite podobienstwo, Pi-poziom identycznosci, A-R genotypy.
Dla kazdego szczepu otrzymatam profil elektroforetyczny zawierajacy od 2 do 4 prgzkéw. Dtugosc
produktéw waha sie od 270 do 3000 pz. llo$¢ produktdw PCR jest wystarczajgca do identyfikacji szczepdw
klonalnie zaleznych i réznicowania szczepdw niespokrewnionych. Wyodrebnitam 17 genotypow (A-R),
co jest zgodne z wynikami typowania metodg PCR MP (rys. 15). Catkowite genetyczne podobienstwo Cp
szczepow wynosi 0%. Liczba prgzkéw (cech poréownywanych) jest niewielka, a przy tak duzym stopniu
réznorodnosci genetycznej istnieje mozliwos¢ uzyskania profilu elektroforetycznego, zawierajgcego prazki,

nie wystepujgce u innych szczepdw, stad tak niski poziom podobienstwa.

Uktad LM PCR simple/Xbal nie jest specyficzny wzgledem K. oxytoca. Pordéwnujac profile

elektroforetyczne nie mozna wskaza¢ produktu gatunkowo specyficznego, wystepujacego we wszystkich
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prébach. Aby zwiekszyé specyficznos$¢ uktadu LM PCR simple/Xbal, wprowadzitam do analizy dodatkowa

amplifikacje fragmentu genu pehX.

Na podstawie sekwencji genu pehX, zaprojektowatam odpowiednie startery (stPehX1 i stPehX8) do
amplifikacji specyficznego fragmenu DNA o dtugosci 193 pz. Specyficznos¢ starteréw zbadatam na 200

szczepach K. oxytoca oraz 20 K. pneumoniae. Wyniki amplifikacji dla 24 szczepdw przedstawitam na rys. 60.

Rys. 60. Badanie specyficznosci starterow stPehX3 i stPehX8; elektroforetyczny rozdziat w 2% zelu agarozowym produktéw amplifikacji fragmentu
genu pehX o dtugosci 193 pz na genomowym DNA K. oxytoca.
Fragment genu pehX o dtugosci 193 pz (sekwencja markerowa) jest obecny we wszystkich prébach
dla szczepow K. oxytoca. Brak produktu PCR w prébie dla K. pneumonie oraz brak produktow
niespecyficznych w pozostatych prdébach, swiadczy o specyficznosci zaprojektowanych starteréow dla

K. oxytoca.

Oczyszczony produkt PCR zostat poddany analizie restrykcyjnej enzymem Xbal (doswiadczenie
przeprowadzitam dla 23 szczepow K. oxytoca, przedstawionych na rys. 60). W obrebie sekwencji
markerowej nie stwierdzitam obecnosci sekwencji rozpoznawane] przez enzym Xbal, gdyz w wyniku
trawienia otrzymatam fragment DNA o niezmienionej dtugosci w stosunku do fragmentu wyjsciowego.
Oznacza to, ze sekwencja ta moze by¢ amplifikowana na matrycy trawionego enzymem Xbal i zligowanego

z adaptorem DNA.

Przeprowadzitam petng analize metoda pehX-LM PCR simple w uktadzie enzymu Xbal. W reakcji PCR
zastosowatam trzy startery: starter komplementarny do adaptora (stXbal), umozliwiajacy amplifikacje
krotkich fragmentéw restrykcyjnych obustronnie ligowanych z adaptorem oraz dwa startery
komplementarne do fragmentu genu pehX, umozliwiajgce amplifikacje sekwencji markerowe] (stPehX1
i stPehX8). Wykonatam dodatkowo amplifikacje fragmentu genu pehX na matrycy genomowego DNA
K. oxytoca (kontrola dodatnia amplifikacji sekwencji markerowej, K+). Wyniki dla 23 szczepdw K. oxytoca

i 1 szczepu K. pneumoniae przedstawitam na rysunku 61.

Dla kazdego szczepu K. oxytoca otrzymatam profil elektroforetyczny zawierajgcy charakterystyczny
prazek przedstawiajgcy fragment DNA o dfugosci ok 200 pz, ktdry obecny jest takze w kontroli dodatniej
(K+), a nieobecny w profilu elektroforetycznym dla K. pneumoniae. Obecno$é tego produktu potwierdza
przynaleznos¢ badanego szczepu do gatunku K. oxytoca. Poréwnujac wyniki typowania uzyskane
w poprzednim doswiadczeniu (rys. 59), liczba produktéw PCR réznicujgca szczepy K. oxytoca nie zmienita
sie. Mimo dodatkowej pary starteréw, krdtkie fragmenty obustronnie ligowane z adaptorem nadal s3

wydajnie amplifikowane. Nie powstajg tez zadne dodatkowe niespecyficzne produkty PCR.
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Rys. 61. Wynik typowania szczepow K. oxytoca i K. pneumoniae metoda pehX-LM PCR simple w uktadzie enzymu Xbal; (A) elektroforetyczny rozdziat
w 1% zelu agarozowym produktow PCR, (B) dendrogram podobieristwa genetyczngo szczepdw; M2 — marker wielkosci DNA 100 -3000, 1-23 szczepy
K. oxytoca, Kp — szczep K. pneumoniae, K+ kontrola dodatnia aplifikacji fragmentu genu pehX, K- kontrola ujemna reakcji PCR, A-P genotypy, Cpl —
Catkowite podobieristwo szczepdw K. oxytoca i K. pneumoniae, Cp2 — atkowite podobieristwo szczepdw K. oxytoca, Pi- poziom identycznosci.

Metoda pehX-LM PCR simple/Xball charakteryzuje sie wysokim poziomem dyskryminacji
(poréwnywalnym z metodg PCR MP). Umozliwia wewnatrzgatunkowe rdznicowanie szczepdw

K. oxytoca, potwierdzajgc jednoczesnie na podstawie obecnosci charakterystycznego produktu PCR,

prawidtowq identyfikacje gatunkowa.

6.3.3. Ukad LM PCR/Shifter do typowania A. baumannii i identyfikacji rodzaju

Acinetobacter

Charaktrystyczng cechg metody LM PCR/Shifter jest wykorzystanie na etapie trawienia
restrykcyjnego enzymu klasy 1S, ktéry dokonuje ciecia DNA w pewnej, statej odlegtosci od rozpoznawanej
sekwencji (patrz pkt.4.2.2.2.2, rys.10). Powstate fragmenty restrykcyjne majg nieznang sekwencje na

lepkich koncach. Selekcja fragmentéw ulegajacych amplifikacji zachodzi na etapie ligacji i etapie reakcji PCR.

W zaprojektowanym w Katedrze Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej uktadzie diagnostycznym do
typowania bakterii, wykorzystuje sie enzym Al/w26l oraz adaptor zawierajgcy dwa zdegenerowane
nukleotydy na czteronukleotydowym jednoniciowym koricu 5’ adaptora (5’- NGCN). Na etapie ligacji liczba
fragmentéw restrykcyjnych mogacych ulec amplifikacji w reakcji PCR zmiejsza sie statystycznie prawie 16
razy. Poziom dyskryminacji (ilos¢ fragmentéw amplifikowanych) metody mozna regulowaé poprzez
sekwencje konca 5’ adaptora na etapie ligacji oraz sekwencje konica 3’ starteréw bezposrednio w reakgji
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PCR. Adaptor zawierajgcy na koricu 5’ sekwencje NGCN, daje mozliwos¢ zastosowania szesnastu réznych
starteréw (rézne kombinacje sekwencji NGCN, gdzie w miejsce ,N” wstawiony jest specyficzny nukleotyd).
Teoretycznie w jednej mieszaninie reakcyjnej mozna zastosowaé od jednego do szesnastu rdézinych

starteréw, co daje ponad 100 000 kombinacji.

Przeprowadzitam typowanie metoda LM PCR/Shifter (wg procedury przedstawionej w pkt. 5.2.11)
dla 23 referencyjnych szczepdw Acinetobacter sp. (tab. 1), stosujgc w reakcji PCR starter o sekwencji AGCT

na koncu 3’. Wyniki doswiadczenia przedstawitam na rysunku 62.
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Rys. 62. Wyniki typowania referencyjnych szczepow Acinetobacter sp metoda LM PCR/Shifter z wykorzystaniem startera stAGCT w reakcji PCR;
(A) elektroforetyczny rozdziat w 6% zelu poliakryloamidowym produktéw PCR; M1 — marker wielkosci DNA 100- 1000, (B) dendrogram
podobienstwa genetycznego wyznaczony z wykorzystaniem wspotczynnika podobieristwa Dice’a oraz metody klasteryzacji UPGMA; ramka
zaznaczono szczepy o tym samym genotypie.

Dla kazdego szczepu otrzymatam profil elektroforetyczny, zawierajgcy od 1 do 6 prazkdw, z ktérych
jeden jest staty dla wszystkich préb (produkt PCR o dtugosci ok 460 pz). Poréwnatam wyniki typowania
Acinetobacter sp. z wynikami uzyskanymi dla bakterii nalezgcych do innych rodzajéw (E. coli, K. oxytoca).

Produkt ten nie pojawiat sie w profilach elektroforetycznych i dlatego wydaje sie by¢ przypisany wytgcznie

do rodzaju Acinetobacter.
Metoda LM PCR/Shifter w uktadzie adaptora NGCN i startera AGCT moze by¢ wykorzystana do

identyfikacji rodzaju Acinetobacter sp. na podstawie obecnosci charakterystycznej dtugosci produktu PCR,

jednakze nie powinna by¢ wykorzystywana do typowania szczepéw w obrebie rodzaju, gdyz grupowanie
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genotypowe nie jest zgodne z podziatem gatunkowym szczepdw Acinetobacter. Dla szczepow A. baylyi
i A. towneri oraz A. haemoliticus i A. junii otrzymatam takie same profile elektroforetyczne (na rys. 62
zaznaczono ramkg), natomiast dla szczepdw nalezgcych tego samego gatunku (szczepy A. baumannii oraz
szczepy A. calcoaceticus) otrzymatam rdzne profile elektroforetyczne. Poziom podobieristwa szczepow
tego samego gatunku jest nizszy niz dla szczepéw réznych gatunkdw.

Przeprowadzitam typowanie dla 18 szczepdw A. baumannii, stosujgc w reakcji PCR dwie kombinacje
starteréw: (1) jeden starter zawierajgcy sekwencje AGCT na koncu 3’ oraz (2) mieszanine czterech
starteréw zawierajgcych odpowiednio sekwencje NGCA, NGCC, NGCT, NGCG na koncu 3’. Wyniki

przedstawitam na rysunkach 63 i 64.
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Rys. 63. Wyniki typowania szczepéw A. baumannii, metodg LM PCR/Shifter w uktadzie startera stAGCT; M2 — marker wielko$ci DNA 100-3000,
1-16 kliniczne szczepy A. baumannii, Abl, Ab2 — referencyjne szczepy A. baumannii (tab. 1), K- kontrola ujemna reakcji PCR.
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Rys. 64. Wyniki typowania szczepdw A. baumannii, metodg LM PCR/Shifter w uktadzie startera stNGCN; M2 — marker wielkosci DNA 100-3000,
1-16 kliniczne szczepy A. baumannii, Ab1, Ab2 — referencyjne szczepy A. baumannii (tab. 1), K- kontrola ujemna reakcji PCR.
Przeprowadzajgc reakcje PCR z udziatem startera AGCT w metodzie LM PCR/Shifter, otrzymatam 3
rozne profile elektroforetyczne, w ktérych wyrézni¢ mozna jeden charakterystyczny prazek o dtugosci
ok. 460 pz, specyficzny dla rodzaju Acinetobacter (poréwnanie z wynikami przedstawionymi na rys. 62).

Drugi prazek o dtugosci ok 1700 pz wydaje sie byc¢ specyficzny dla gatunku A. baumannii, jednak dodatkowe
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badania wykazaty, ze produkt ten wystepuje takze u niektdrych szczepdw A. pittii (dane nie przedstawione

W niniejszej rozprawie).

Typowanie z udziatem startera NGCN (uktad zapewniajgcy wysoki potencjat réznicujgcy), roznicuje
szczepy na 6 genotypow, co jest zgodne z wynikami typowania metodg PCR MP (rys. 19). Liczba prazkéw
w otrzymanych w profilach elektroforetycznych jest jednak zbyt wysoka, by mdc prawidtowo wskazac

prazek specyficzny dla rodzaju Acinetobacter.

Aby stworzy¢ uktad, ktéry poza typowaniem genetycznym szczepdw, pozwalatby na wyodrebnienie
produktu rodzajowo specyficznego, przeprowadzitam reakcje PCR z zastosowaniem kombinacji réznych
starteréw, w tym startera o sekwencji AGCT na koricu 3’. Do typowania A. baumannii wybratam uktad

dwadch starterdw: o sekwencji AGCT i NGCA na koncu 3’. Wyniki przedstawitam na rysunku 65.
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Rys. 65. Wyniki typowania szczepdw A. baumannii metoda LM PCR/Shifter w uktadzie starteréw stAGCT i stNGCA,; (A) elektroforetyczny rozdziat
produktow PCR w 6% zeli poliakryloamidowym, (B) dendrogram podobieristwa genetycznego wyznaczony z wykorzystaniem wspétczynnika Dice’a
oraz metody UPGMA; M1 — marker wielkosci DNA 100-1000, K- kontrola ujemna reakcji PCR, 1-16 szczepy kliniczne, Ab1, Ab2 — szczepy
referencyjne A. baumannii (wg. tab. 1).

Typowanie w ukfadzie dwdch starterow: stAGCT oraz stNGCA faczy w sobie zalety ukfadu stAGCT
oraz stNGCN. Ograniczona liczba prazkéw w profilu elektroforetycznym, umozliwia wskazanie rodzajowo-
specyficznego produktu PCR, jednoczesnie zachowujac odpowiednig do typowania wewnatrzgatunkowego
moc dyskryminacji. Catkowity poziom podobienstwa genetyczngo szczepédw badanych w wynosi 23%.
Wsrdod 18 szczepdw wyrdznitam 6 genotypow (A-F), co jest zgodne z typowaniem metodg PCR MP oraz

LM PCR/Shifter w uktadzie startera stNGCN. Obecnos$¢ produktu PCR o dtugosci ok 460 pz. potwierdza

prawidtowg identyfikacje szczepu (przypisanie do rodzaju Acinetobacter).
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6.4. Poréwnanie metod LM PCR — zastosowanie i ocena przydatnosci w badaniach

epidemiologicznych

Metody z grupy LM PCR zostaly zaprojektowane do wewnatrzgatunkowego typowania
drobnoustrojéw. Jak wiekszo$é technik typowania genetycznego, ograniczajg sie one do analizy wybranych
fragmentéw DNA, ktdrych selekcja jest typowa dla danej metody. Wzory fingerprinting przedstawiajg
zmienno$¢ sekwencji w dowolnym miejscu w genomie. Zmiany genetyczne wynikajgce z rekombinacji
i mutacji podczas replikacji zachodzg z r6zng czestoscig w réznych miejscach w genomie. Ich identyfikacja za
pomocg technik LM PCR zachodzi wtedy, jesli wptyng one na zmiane liczby i rozmieszczenia miejsc
restrykcyjnych oraz na zmiane sekwencji otaczajgcej te mejsca. Poniewaz metody LM PCR wykorzystujg
réozne metody selekcji fragmentéw amplifikowanych oraz rézne uktady diagnostyczne (enzymy, sekwencje
adaptordw i starteréw), mogg w rdézny sposdb opisywac podobienstwo genetyczne pomiedzy tymi samymi

szczepami.

Pordwnatam wyniki typowania 23 szczepdw K. oxytoca i 1 szczepu K. pneumonie uzyskane
metodami PCR MP, LM PCR Shifter (z wykorzystaniem startera o sekwencji NGCN na koncu 3’),
pehX-LM PCR simple/Xbal oraz pehX-ddLMS PCR w uktadzie Ac/l/Ball i Bfrl/Ball oraz ITS PCR (metoda
porownawcza, nie nalezgca do grupy LM PCR). Dla potrzeb analizy wyznaczytam punkty odciecia
(Po — ustalona wartos¢ podobienistwa genetycznego) pozwalajgce dzieli¢ szczepy na grupy i podgrupy

genotypowe (tab. 47).

Pi Cp POI. . Poz. .
Metoda poziom identycznosci Catkowite Punkt' odcigcia 1 Punkt odciecia 2
(podziat na genotypy) podobienstwo ORHE T U5 (podziaf na podgrupy
genotypowe) genotypowe)
ITS PCR 0.95 0.05 0.3 0.7
PCR MP 0.95 0.04 0.15 0.3
LM PCR/Shifter 0.95 0.07 0.15 0.3
pehX-LM PCR simple/ Xbal 1.00 0.00/ 0.28* 0.3 0.4
pehX-ddLMS PCR Bfrl/Ball 1.00 0.00/0.00* - -

Tabela 48. Analiza wynikdw typowania réznymi metodami; * tylko szczepy K. oxytoca.

Dla zadnej z wymienionych wyzej metod nie ustalono kryterium interpretacji danych. Analiza
wynikow zalezy w gtéwnej mierze od osoby przeprowadzajgcej doswiadczenie. Wartos¢ punktu/éw
odciecia (Po) jest pojeciem bardzo ptynnym. Punkty te ustala sie na podstawie dendrogramu, uzyskanego
w wyniku analizy podobienstwa genetycznego. Punkty odciecia sg pomocne przy szukaniu pewnych
zaleznosSci pomiedzy badanymi szczepami a danymi epidemiologicznymi. Nie sg to wartosci z gory zatozone,
zatem wyniki nie powinny by¢ poréwnywane miedzylaboratoryjnie. Wartosci Po przedstawione w tabeli 47
zostaty przeze mnie wyznaczone na poziomie umozliwiajgcym poréwnanie metod LM PCR. Celem nie byto
ustalenie ilosci grup genotypowych, tzn. réznorodnosci genetycznej szczepdw, lecz znalezienie pewnego

schematu podziatu szczepdw. Stad tez dla rdéinych metod, wartosci Po sg rdzine. Wyniki analizy
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podobiefdstwa genetycznego dla 24 szczepédw wykonane na podstawie poréwnania profili
elektroforetycznych uzyskanych réznymi metodami LM PCR oraz ITS PCR przedstawitam na rysunku 66 oraz

w tabeli 48. .

Rys. 66. Dendrogramy podobieristwa genetycznego szczepow K. oxytoca i K. pneumoniae wyznaczone na podstawie profili elektroforetycznych
uzyskanych metoda ITS PCR oraz metodami LM PCR ; 1-23 szczepy K. oxytoca, Kp — szczep K. pneumoniae, KoX1, KoX2, KoX3, KoY1, KoY2, Kol, Ko2,
Ko3, Ko4, KoA, KoB, KoC, KoD, KoE, KoF — podgrupy genotypowe.
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Podgrupa genotypowa

Lp. gatunek TS PCR PCR}-;\fnfter pehX-LM PCR pehX ddLMS
NGCN simple/Xbal PCR Bfrl/Ball

1 KoX2
2
3
4
5
6
7
8
9
10 KoX1 KoA KoX1 KoX1 Kol
11 KoX1 KoA KoX1 KoX1 Kol
12 K. oxytoca KoX1 KoA KoX1 KoX1 Kol
13 KoX1 KoA KoX1 KoX1 Kol
14 KoX1 KoA KoX2 KoX3 Ko3
15 KoX1 KoA KoX2 KoX3 Ko3
16 KoX1 KoA KoX2 KoX3 Ko3
17
18
19
20
21
22
23 KoY2 KoY2
Kp K. pneumoniae KoY2 KoE Koz Kp -
stopien zréznicowania 4/24 6/24 6/24 6/24 4/23

Tabela 48. Wyniki genotypowania szczepdw K. oxytoca i K. pneumoniae réznymi metodami z grupy LM PCR oraz ITS PCR.

W wyniku typowania metodg ITS PCR podzielitam szczepy Klebsiella na dwie grupy genotypowe:

KoX i KoY. Podziat ten ma odzwierciedlenie w wynikach typowania dla metod LM PCR (tab. 49).

linie LM PCR/Shifter ehX-LM PCR ehX-ddLMS PCR
genetyczne ITS PCR PCR MP NG{IN g psimple/XbaI g Bfrl/Ball
. KoX (15] KoA (9), KoB (2), KoX1(9), KoX2 (3), | KoX1(8), KoX2(3), | Kol (6), Ko2 (5), Ko3
KoC (3), KoD (1) KoX3 (3) KoX3 (4) (4)
2 KoY (8+1%) KoE (3+1*), KoF (5) KoY1 (3), KoY2 (3) KoY1 (5), KoY2 (3), Ko4 (8)
odstepstwa KoZ (1*) Kp (1*)

Tabela 49. Grupowanie szczepow K. oxytoca i K. pneumoniae; * szczep K. pneumoniae; (w nawiasach podano ilo$¢ szczepdw o danym genotypie).

W wyniku typowania metodg PCR MP wyrdznitam 6 grup genotypowych, z czego cztery (KoA-KoD)

odnoszg sie do grupy KoX ITS PCR, a dwie (KoE-F) do grupy KoY ITS PCR. W wyniku typowania metoda

pehX-ddLMS PCR w uktadzie Bfrl/Ball wyrdznitam cztery rézne grupy genotypowe, stanowigce jednoczesnie

cztery genotypy. Trzy z nich Kol-3 odnosza sie do grupy KoX ITS PCR, natomiast jedna grupa Ko4 do grupy

KoY ITS PCR. Dla pozostatych metod LM PCR (LM PCR/Shifter oraz pehX-LM PCR simple/Xbal) wida¢ wyrazny

podziat na dwie grupy genotypowe KoX i KoY. Wyniki typowania 209 szczepdéw K. oxytoca potwierdzajg

zgodnos¢ grupowania dla metod LM PCR i ITS PCR (dane nie przedstwione w rozprawie).

115




Podziat na podgrupy jest rézny dla réznych metod, zaréwno pod wzgledem ilosci podgrup jak i ilosci
szczepdw wchodzacych w sktad jednej podgrupy. Roéini sie takze stopien podobienstwa pomiedzy
poszczegblnymi szczepami. Przyktadowo, szczepy nr 14, 15 i 16 s3 wg metody PCR MP i ITS PCR bardziej
podobne do szczepdw nr 10-13, a wg metod LM PCR/Shifter, pehX-LM PCR simple/Xbal oraz pehX-ddLMS
PCR Bfrl/Ball wraz ze szczepem nr 20 stanowig odrebng podgrupe (w tabeli 49 szczepy w odrebnych
podgrupach zaznaczone sg réznymi kolorami). Szczepy blisko spokrewnione zawsze grupowane sg razem

(np. szczep 14 i 15 ze szczepem 16).

Wszystkie metody LM PCR majg podobny stopienn dyskryminacji (uwzgledniajgc metode
pehX-ddLMS PCR w uktadzie Acll/Ball, rys. 41) i umozliwiajg identyfikacje szczepéw bedacych w relacji

klonalnej (szczepdéw o tym samym genotypie) (tab. 50).

Genotyp
Lp gatunek SCRMP LM PCR/Shifter | pehX-LM PCR pehX ddLMS
NGCN simple /Xbal PCR Acll/Ball
1 A A A A
2 B B B B
3 C C C C
4 D D D D
5 E E E E
6 E E E E
7 F F F F
8 F F F F
9 G G G G
10 H H H H
11 H H H H
12 K. oxytoca H H H H
13 H H H H
1 | |
s | |
T
17 K K | K | K
18 K K | K | K
19 L L L L
20 M M M M
21 N N N N
22 0 0 0 )
23 P P P P

Tab. 50. Genotypy K. oxytoca i K. pneumoniae wyznaczone metodami LM PCR.

W wyniku analizy metodami PCR MP oraz LM PCR/Shifter otrzymuje sie profile elektroforetyczne
bogate w prazki o rdinej intensywnosci (rézne stezenie poszczegélnych produktéw PCR). W analizie
porownawczej profili elektroforetycznych bierze sie pod uwage tylko obecnos$¢ lub brak produktu PCR
o danej dtugosci (obecnos¢ prazka na danej wysokosci w profilu elektroforetycznym). W przypadku, gdy
prazek ma bardzo niskg intensywnosé, moze on zostaé uznany za produkt niespecyficzny, artefakt albo tto.

Decyzja o wiaczeniu lub wyfaczeniu go z analizy poréwnawczej zalezy od osoby prowadzacej badanie.
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Trafnos¢ oceny zalezy natomiast od doswiadczenia oraz znajomosci charakterystyki epidemiologicznej
szczepow. Analiza metodami LM PCR oraz ddLMS PCR prowadzi do uzyskania profilu elektroforetyznego,
zawierajgcego jeden lub kilka produktéw PCR, o podobnym stezeniu. Dzieki temu analiza i interpretacja

danych, w tym identyfikacja szczepdw klonalnie zaleznych jest duzo tatwiejsza.

Niestety, im mniejsza liczba prazkéw w profilu elektroforetycznym tym mniejsza ilos¢ cech, na
podstawie ktérych wyznaczany jest stopien podobienstwa pomiedzy szczepami. W wyniku analizy LM PCR
simple (bez dodatkowej, specyficznej reakcji PCR) podobienistwo pomiedzy niektérymi szczepami K. oxytoca
wynosito 0%. Szczepy te obok K. pneumoniae zostaty uznane za szczepy innego gatunku. Te same szczepy
typowane metodg PCR MP wykazywaty podobienstwo co najmniej 4%. Typowanie metodg ddLMS PCR nie
daje mozliwosci oceny podobiefstwa szczepdw, pozwala za to wyznaczy¢ szczepy klonalnie zalezne lub
klonalnie niezalezne (system binarny). Pewnej informacji o pokrewienstwie dostarcza typowanie w kilku
uktadach diagnostycznych (uktadach enzyméw) o rézinym stopniu dyskryminacji, jednak wigze sie to
z wykonywaniem kilku analiz dla jednego szczepu, co w przypadku badan epidemiologicznych nie jest

wskazane (wysoki koszt i czas analizy).

Niewatpliwg zaletg metod LM PCR simple oraz ddLMS PCR jest ich specyficznos¢ wzgledem
badanego gatunku lub danej cechy (np opornosci na antybiotyk). W przypadku metody LM PCR simple
obecnos¢ lub brak charakterystycznego produktu PCR (dodatkowa amplifikacja fragmentu specyficznego
lub charakterystyczny gatunkowo fragment restrykcyjny) pozwala potwierdzi¢ przynaleznos¢ badanego
szczepu do grupy badanej lub odrzucié prébe (albo skierowa¢ do powtérnego badania). W metodzie ddLMS
PCR swiadectwem przynaleznosci badanego szczepu do grupy badanej jest sama obecnosé¢ produktu PCR.
Szczepy btednie zidentyfikowane lub nie posiadajgce danej cechy bedg automatycznie odrzucane na

podstawie negatywnego wyniku analizy.

W analizie poréwnawczej duzy problem moze sprawiaé ocena potozenia prazka w profilu
elektroforetycznym. Wysokie stezenie produktu PCR powoduje, iz w profilu elektroforetycznym prazek sie
,rozmywa” i jego potozenie w stosunku do prazkéow w poréwnywanych profilach jest nieokreslone.
Stwierdzenie, czy produkt ten jest identycznej dtugosci co produkt w innej prébie jest oceng subiektywna.
W przypadku analizy PCR MP czy LM PCR/Shifter zmniejszenie iloSci proby naktadanej na zel (rozdzielanej
elektroforetycznie) w celu zmniejszenia stezenia niektérych produktéw moze powodowac, ze inne produkty
beda niewidoczne, zatem wynik badania bedzie niepetny i moze doprowadzi¢ do btednej oceny szczepéw
badanych. W przypadku metody ddLMS PCR potozenie prazka wzgledem prazkéw innych préb ma kluczowe
znaczenie w interpretacji wynikow. Jesli produkty PCR rdznig sie o 10 — 20 pz rdznica ta moze zostaé
niezauwazona i szczepy uznane za genetycznie identyczne. W rzeczywistosci szczepy te moga naleze¢ do
dwéch réznych lini genetycznych (réznica w dtugosci produktéw PCR nie ma przetozenia na odlegtosc
genetyczng miedzy szczepami). Dlatego konieczne jest prowadzenie rozdziatu elektroforetycznego
w statych warunkach, a w razie probleméw z oszacowaniem dtugosci produktéw PCR, wykorzystaé

odpowiedni program komputerowy.
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Wykorzystanie metod LM PCR w typowaniu dalekiego zasiegu

Metody LM PCR ze wzgledu na to, ze charakteryzujg sie bardzo duzym poziomem dyskryminacji sg
rzadko stosowane do badan podobieristwa genetycznego szczepdw izolowanych w dtugim okresie czasu.
Zmiany w genomowym DNA nagromadzone przez lata nie majg przetozenia liniowego na zmiany w profilu
elektroforetycznym. Szczepy izolowane w odstepie 10 lat majg podobnie niski poziom podobierstwa co
szczepy izolowane w odstepie 30 lat. Metody LM PCR dajg mozliwos¢ badania réznorodnosci genotypowej
w krétkim przedziale czasu, umozliwiajg identyfikacje genotypu lub grupy genotypéw dominujgcych

w danym okresie i na danej przestrzeni.

Zestawitam wyniki typowania 209 szczepdw K. oxytoca metodami LM PCR i ITS PCR [142] wg czasu
izolacji. Szczepy izolowane byty w latach 1950 — 2007 (>50 lat) od pacjentdéw hospitalizowanych w réznych
osrodkach w catej Polsce. Aby utatwi¢ analize rozktadu genotypdw w czasie, podzielitam caty okres
badawczy na trzy czesci: | (1954 — 1964), 11 (1965 —1991) i 11l (1992 — 2007) (rys. 67). Na podstawie wynikow
typowania szczepy zostaly podzielone na grupy genotypowe i podgrupy (wg tab. 47 oraz grupowania

przedstawionego dla 23 szczepdw K. oxytoca — rys. 66).

Rys. 67. Wykresy przedstawiajgce rozktad genotypdw K. oxytoca w czasie, wyznaczonych metodg ITS PCR oraz metodami LM PCR.
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Przygladajac sie wynikom typowania metodami LM PCR wydaje sie, ze zréznicowanie szczepdéw
K. oxytoca utrzymywato sie wzglednie na statym poziomie. llo$¢ grup genotypowych w kazdym okresie
badanym jest taka sama. Zmienia sie nieznacznie ilos¢ szczepdw w danej grupie genotypowej w réznych

okresach badawczych.

Na przedstawionych wykresach mozna zauwazy¢ podobny schemat rozktadu genotypdw w czasie.
Grupy genotypowe KoY (ITS PCR, LM PCR/Shifter, LM PCR simple), Ko4 (ddLMS PCR) i KoF w pierwszym
okresie badawczym reprezentowane byly przez prawie potowe szczepdw, natomiast w ostatnim okresie
jedynie przez pojedyncze szczepy. Liczba szczepdw nalezgca do grupy KoX (ITS PCR, LM PCR/Shifter, LM PCR
simple), Ko1-3 (ddLMS PCR) i KoA-D (PCR MP) stopniowo rosta, az do prawie catkowitej dominacji w okresie

trzecim.

Poziom zrdéznicowania szczepdw w obrebie grup genotypowych jest wysoki i utrzymuje sie
wzglednie na statym poziomie. Wg danych ITS PCR liczba genotypow w trzecim okresie badawczym
znacznie wzrosta (wyodrebnitam 12 nowych podgrup genotypowych), jednak to nie wptynteto na zmiane
liczby grup genotypowych LM PCR. Metody LM PCR analizujg losowe zmiany w catym genomie bakterii.
Wsrdd szczepdw o tak duzym stopniu zrédznicowania kolejne zmiany genetyczne wptywajg na zmiane profilu
genetycznego, jednak nie na stopien pokrewienistwa, ktory i tak jest juz bardzo niski. Z tego tez wzgledu
stosowanie metod LM PCR do analizy szczepdw izolowanych w dtugim okresie czasu, daje jedynie poglad na
zmiany stopnia zréznicowania genetycznego. Ocena pokrewienstwa pomiedzy szczepami, badanie
dywergencji genotypdw powinna by¢ okresdlana przy wspétudziale metod o nizszym stopniu pokrewienstwa,

jak na przyktad wykorzystana w pracy metoda ITS PCR.

Wykorzystanie metod LM PCR w typowaniu bliskiego zasiegu

Metody LM PCR ze wzgledu na wysoki poziom dyskryminacji i wysoky czutosé, nadajg sie
znakomicie do identyfikacji szczepéw klonalnie zaleznych, a tym samym do identyfikacji ognisk
epidemicznych i zakazen szpitalnych. Dostarczajg informacji na temat charakteru epidemii, umozliwiajg
ustalenie genotypu szczepu dominujgcego na danym oddziale oraz czasu jego pojawienia sie. Metody te
mogg by¢ rowniez zastosowane w analizie sytuacji epidemicznych i identyfikacji transmisji bakteryjnych

u poszczegdlnych pacjentow.

Analizie metodami LM PCR poddatam grupe szczepéw izolowanych od pacjentéw
hospitalizowanych w jednej jednostce medycznej na terenie Oddziatu Noworodkéw Szpitala Miejskiego

w Warszawie w 1992 roku (tab. 51) [152].

Analiza szczepdw K. oxytoca izolowanych od 8 pacjentdow w zblizonym okresie, hospitalizowanych
na tym samym oddziale Szpitala Miejskiego, metodami LM PCR oraz ITS PCR 14 wykazata obecnosé dwdch
genotypdéw. Stopien podobierstwa genetycznego wyznaczony metodg ITS PCR wynosi >80%, co wskazuje

na wspolne zrédto pochodzenia.
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Genot
sLp Materiat badany | Pacjent Genol\t/\l/ FE) PCR ﬁ_:riogzg LM PCR/S»II'lF/)fter lfg:j()_(lt_yl\:l ,':SQ)ZSI?/L;\:I] z
NGCN
101 b.d. P1 KoX1-1 KoA-1 KoX1-1 KoX1-1 352pz
103 b.d. P2 KoX1-1 KoA-1 KoX1-1 KoX1-1 352pz
104 gardto - wymaz 3 KoX1-1 KoA-1 KoX1-1 KoX1-1 352pz
105 Kat KoX1-1 KoA-1 KoX1-1 KoX1-1 352pz
106 gardto - wymaz KoX1-1 KoA-1 KoX1-1 KoX1-1 352pz
107 mocz KoxX1-1 KoA-1 KoX1-1 KoX1-1 352pz
108 pepek - wymaz ropy P4 KoX1-1 KoA-1 KoX1-1 KoX1-1 352pz
109 gardto - wymaz KoX1-1 KoA-1 KoX1-1 KoX1-1 352pz
110 kat KoX1-1 KoA-1 KoX1-1 KoX1-1 352pz
102 mocz P5 KoX1-3 KoC-1 KoX2-1 KoX2-1 284 pz
111 mocz P6 KoX1-3 KoC-1 KoX2-1 KoX2-1 284 pz
112 mocz P7 KoX1-3 KoC-1 KoX2-1 KoX2-1 284 pz
113 mocz P8 KoX1-3 KoC-1 KoX2-1 KoX2-1 284 pz
stolik do
114 przewijania KoX1-3 KoC-1 KoX2-1 KoX2-1 284 pz
niemowlat

Tabela 59. Wykaz szczepdw K. oxytoca izolowanych na terenie Oddziatu Noworodkdw Szpitala Miejskiego w Warszawie w 1992r.

A. Identyfikacja zakazenia szpitalnego

Obecnos¢ tego samego genotypu u réznych pacjentdw moze wskazywac na zakazenie szpitalne.
Poniewaz szczep izolowany z powierzchni stolika do przewijania niemowlat charakteryzuje sie tym samym
genotypem, co szczepy izolowane od pacjentéw P4, P5, P6, P7 i P8 pozwala sgdzié, ze jest on zrédtem

zakazenia wymienionych pacjentow.

Jedng z przyczyn wystepowania zakazen szpitalnych jest duzy stopien nosicielstwa drobnoustrojéow
patogennych u pacjentéw i personelu szpitalnego. Pracownicy medyczni ulegajg kolonizacji przez szpitalng
mikroflore bakteryjng i jako bezobjawowi nosiciele stanowia potencjalne zagrozenie, zwigzane
z mozliwoscig przeniesienia drobnoustroju podczas zabiegdw pielegnacyjnych i leczniczych na
hospitalizowanych chorych. Zrédtem zakazenia w takim przypadku jest najczesciej pierwszy pacjent,
u ktérego zidentyfikowano szczep o charakterystycznym genotypie (genotyp dominujgcy w danym okresie,

odpowiedzialny za wystgpienie zakazenia).

Czesto$¢ wystepowania zakazen szpitalnych pozostaje w Scistym zwigzku ze stosowaniem
inwazyjnych technik diagnostycznych i leczniczych (cewniki, rurki dotchawicze, wenflony) oraz
z otaczajacym pacjentéw srodowiskiem (meble, sanitariaty). Analiza genotypowa szczepdw izolowanych

z réznych powierzchni, aparatury, narzedzi medycznych pozwala wykry¢ zrdédto zakazenia.
B. Analiza zakazenia u pojedynczego pacjenta

Analiza réznych szczepdw izolowanych od pacjenta moze by¢ pomocna w okresleniu charakteru
zakazenia (nawrotowe, przewlekte) oraz jego zasiegu (ogdlnoustrojowe, lokalne). Na przyktadzie podanym
w tabeli 51, analiza genotypowa szczepdw izolowanych od jednego pacjenta (P4 oraz P3) z réznych zrédet

(mocz, kat, wymazy z gardta, pepka) wykazata obecnos¢ szczepu o tym samym genotypie — co wskazuje na
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ogodlnoustrojowe zakazenie jednym szczepem bakteryjnym. Przyczyng kolonizacji wielonarzagdowej tym

samym szczepem bakteryjnym, mogta by¢ transmisja tego drobnoustroju wewnatrz organizmu pacjenta.

W przypadku analizy szczepdw izolowanych od jednego pacjenta w réznych odstepach czasu mozna
okresli¢ czy zakazenie ma charakter przewlekty (dtugotrwate zakazenie tym samym szczepem bakeryjnym),
czy nawracajgcy (wielokrotne, ustepujgce zakazenia genetycznie identycznymi ustrojami). Zakazenie
przewlekte jest najczesciej wynikiem niewtfasciwego leczenia, stad w organiZmie pacjenta mimo stosowanej
antybiotykoterapi przez dtug czas utrzymuje sie ten sam szczep bakteryjny. Zakazenia nawracjace s3
wynikiem wielokrotnich zakazen i mogg byé spowodowane nadmierng ekspozycjg pacjenta na to samo
zrédto zakazenia lub wskazywac na to, ze patogen przechodzi w stan utajenia (nie podlega catkowitej

erydykacji z organizmu pacjenta).

Do analizy sytuacji epidemiologicznej, w celu identyfikacji szczepéw genetycznie identycznych
mozna zastosowac¢ dowolng metode LM PCR. W celu szybkiego oznaczenia prob (okreslenia czy dane
genotypy sg idenyczne czy nie) najtatwiej uzy¢ metod specyficznych, wymagajacych krétszego czasu analizy,
np. LM PCR simple czy ddLMS PCR (w wielu przypadkach nawet pietnasto minutowy rozdziat w zelu
agarozowym wystarczyt aby oceni¢ wyniki). Jesli celem badania jest okreslenie drogi transmisji zakazenia
konieczne jest zastosowanie metod np. PCR MP, LM PCR/Shifter czy LM PCR simple, ktére pozwalajg
oszacowa¢ podobienstwo pomiedzy szczepami. Zastosowanie LM PCR simple ze specyficzng reakcjg PCR

umozliwi dodatkowo kontrole czystosci szczepu i prawidtowego przypisania do gatunku.
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7. Wnioski koncowe

Gwattowny rozwdj biologii molekularnej, otworzyt nowe mozliwosci dla diagnostyki
mikrobiologicznej. Molekularne metody genotypowe, oparte na analizie materiatu genetycznego,
umozliwiajg doktadniejszg identyfikacje, wykrywanie i rdznicowanie drobnoustrojéw. Coraz szersze
zastosowanie w badaniach epidemiologicznych znajduja metody oparte na selektywnej amplifikacji
fragmentéw restrykcyjnych z dotgczonymi do nich oligonukleotydowymi adaptorami (LM PCR). Metody te
to kompleksowy zbiér podstawowych narzedzi i technik molekularnych, ktére pozwalajg bada¢ zmiany
w sekwencji genomowego DNA. Dzieki szerokiej gamie dostepnych enzyméw restrykcyjnych oraz
znajomosci mechanizmow selekcji fragmentéw amplifikowanych, mozna projektowac¢ uktady LM PCR
o réznym stopniu dyskryminacji i o réznym przeznaczeniu. Metody LM PCR mozna w dowolny sposdb
modyfikowa¢, wprowadzajgc nowe elementy (np. dodatkowg amplifikacje fragmentu specyficznego), nowe
mechanizmy lub kombinacje kilku obecnie znanych mechanizmoéw selekcji fragmentéow amplifikowanych
(np. zastosowanie specyficznych starterow oraz wewnatrzczasteczkowej hybrydyzacji fragmentéw
zawierajgcych terminalne sekwencje homologiczne). Dzieki temu metody te mozna wykorzysta¢ do réznych
celow, zaréwno do wewnatrzgatunkowego typowania, jak i do identyfikacji gatunkowej czy rodzajowe;j

badanych drobnoustrojow.

Zaproponowana przeze mnie nowa metoda ddLMS PCR, nalezy do grupy metod LM PCR. Umozliwia
ona typowanie drobnoustrojow z uzwglednieniem ich przynaleznosci gatunkowej lub rodzajowej, gdyz
opiera sie na amplifikacji fragmentéw restrykcyjnych, zawierajacych wewnatrz znang, specyficzng dla
danego gatunku lub rodzaju drobnoustroju sekwencje markerowg. W wyniku typowania otrzymuje sie
produkt PCR, ktérego obecnos¢ potwierdza przynaleznos¢ do danego poziomu taksonomicznego, natomiast
jego dtugos¢ pozwala rdznicowaé szczepy w obrebie tego poziomu. Dobranie odpowiedniej sekwencji
markerowej oraz uktadu restrykcyjnego, pozwala zaprojektowac¢ uktad o dowolnym stopniu specyficznosci
i dowolnym poziomie dyskryminacji. Metode ddLMS PCR mozna wykorzysta¢ zaréwno do rdznicowania
wewnatrzgatunkowego (np. uktad pehX-ddLMS PCR dla K.oxytoca) z zachowaniem specyficznosci wzgledem
gatunku, a takze do identyfikacji gatunkowej (np. uktad recA-ddLMS PCR dla Acinetobacter), z zachowaniem
specyficznosci wzgledem rodzaju lub rodziny. Mozna zaprojektowaé uktad typu simplex, w ktérym wynik
analizy w postaci jednego, charakterystycznej dtugosci produktu PCR w sposdb tatwy i czytelny pozwoli
zidentyfikowa¢ gatunek (uktad recA-ddLMS PCR) lub wskazaé szczepy klonalnie zalezne (genetycznie
identyczne, np. uktad pehX-ddLMS PCR). Mozna takze zaprojektowaé uktad typu multiplex (rrn-ddLMS PCR),
w ktérym wynik analizy w postaci profilu elektroforetycznego o kilku, réznej dtugosci produktach PCR
(w ilosci zaleznej od ilosci kopii sekwencji markerowej w genome badanego drobnoustroju) umozliwi ocene

stopnia pokrewienstwa genetycznego badanych szczepdw.

Metoda ddLMS PCR w odrdznieniu od pozostatych metod z grupy LM PCR, wydaje sie nie by¢

wrazliwa na kontaminacje obcym DNA. Dzieki temu istnieje mozliwo$¢ wykorzystania jej do analizy DNA
122



wprost z materiatu klinicznego, bez koniecznosci izolacji czystej kultury bakteryjnej i wstepnej identyfikacji
gatunkowej, co znacznie skrécitoby czas analizy. Takie postepowanie mogtoby przyczyni¢ sie do

usprawnienia monitoringu i kontroli zakazen szpitalnych oraz identyfikacji miejscowych epidemii.

Poniewaz metoda ddLMS PCR bada zmiennos$¢ sekwencji w konkretnym regionie genomowego DNA
(w obszarze poprzedzajgcym sekwencje markerowsg), stopienn zmiennosci genetycznej w tym regionie moze
nie odzwierciedla¢ stopnia zmiennosci w catym genomowym DNA. Poziom dyskryminacji danego ukfadu
diagnostycznego, moze by¢ niewystarczajagcy do wewnatrzgatunkowego typowania wybranych
drobnoustrojéw, dlatego wyniki uzyskane metodg ddLMS PCR nalezy zweryfikowac¢ uznanymi metodami

o wysokim potencjale réznicujgcym np. PCR MP, PFGE.

Profil elektroforetyczny produktéw PCR uzyskany w wyniku typowania metodami LM PCR zawiera
fragmenty amplifikowane z réznych regiondw genomowego DNA. Mogg by¢ to fragmenty specyficzne dla
rodzaju, gatunku lub specyficzne dla danego izolatu. Uzyskany wzér jest unikalny i stanowi pewnego
rodzaju wizytéwke badanego mikroorganizmu. Stosujgc kombinacje enzymow restrykcyjnych oraz réine
mechanizmy selekcji amplifikowanych fragmentéw mozna zaprojektowac uktad, w ktérym uzyskuje sie
ograniczong liczbe produktéw PCR, z ktérych co najmniej jeden wystepuje u wszystkich drobnoustrojow
danego poziomu taksonomicznego. Obecnos¢ tego produktu moze wskazywaé przynaleznosé¢ gatunkowg
lub rodzajowa (np. uktad LM PCR simple/Xhol lub LM PCR/Shifter w uktadzie starteréw stAGCT i stNGCA dla
A. baumannii). Pozostate produkty PCR w profilu elektroforetycznym, specyficzne dla danego szczepu,

umozliwiajg réznicowanie wewnatrzgatunkowe.

W przypadku, gdy wyrdznienie fragmentu gatunkowo/rodzajowo specyficznego nie jest mozliwe,
ze wzgledu na wysokie zréznicowanie genetyczne szczepdw, specyficznosé metody LM PCR mozna
podnies¢, wprowadzajgc do analizy dodatkowg, amplifikacje charakterystycznego dla danej grupy (gatunku)
drobnoustrojéw fragmentu DNA. Obecnos¢ tego dodatkowego produktu (o statej, znanej wielkosci) w
profilu elektroforetycznym potwierdza przynalezno$¢ gatunkowg szczepow (np. uktad pehX-LM PCR

simple/Xbal).

Przedstawione w pracy uktady diagnostyczne oparte na metodach LM PCR charakteryzuje wysoki
stopien dyskryminacji oraz wysoki stopien specyficznosci wzgledem wybranych gatunkéw drobnoustrojow.
Moga by¢ one wykorzystane do réznicowania szczepdw na réznych poziomach taksonomicznych oraz do
identyfikacji szczepdw klonalnie zaleznych. Dodatkowo, uktady te umozliwiajg wykrycie btedéw zwigzanych
z identyfikacjg gatunkowg, dzieki czemu uzyskane wyniki typowania sg bardziej wiarygodne, zwtaszcza dla
drobnoustrojéw o wysokim naturalnym stopniu zréinicowania genetycznego. Mogg by¢é one
z powodzeniem wykorzystane w badaniach epidemiologicznych i w diagnostyce mikrobiologicznej, a takze

w badaniu réznorodnosci genetycznej wybranych gatunkéw drobnoustrojéw.
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