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Problemy zakazen

Agnieszka Kotakowska, Grzegorz Madajczak

GENETYCZNE METODY TYPOWANIA PALECZEK LISTERIA
MONOCYTOGENES

GENOTYPING METHODS OF LISTERIA MONOCYTOGENES

Pracownia Diagnostyki Bakteryjnych Zakazen Przewodu Pokarmowego
Zaktad Bakteriologii Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego —
Panstwowego Zaktadu Higieny w Warszawie

STRESZCZENIE

Listerioza moze wystepowac zardéwno pod postacig
sporadycznego zachorowania, jak i ogniska epidemicz-
nego. Dlatego potrzebne jest szybkie i skuteczne sub-
typowanie pateczek Listeria monocytogenes. Najefek-
tywniejszymi metodami réznicowania przedstawicieli
tego gatunku sag techniki genetyczne. Na podstawie
dostepnych danych scharakteryzowano 8 wybranych
metod genetycznego subtypowania szczepow pateczek
Listeria monocytogenes: REA-PFGE, rybotypowa-
nie, AFLP, PCR-RFLP, multiplex PCR, jak réwniez
metody z grupy RAPD, takie jak: AP-PCR, rep-PCR
1 ERIC-PCR. Analiza dostepnych informacji pozwolita
oceni¢, iz najefektywniejszymi metodami w typowaniu
wewnatrzgatunkowym szczepow pateczek L. monocy-
togenes s3 REA-PFGE oraz rybotypowanie. Metody
rep-PCR 1 ERIC-PCR maja natomiast istotne znaczenie
w rutynowej diagnostyce omawianego czynnika etio-
logicznego.

Stowa kluczowe: Listeria monocytogenes, metody
genetyczne, subtypowanie

Artykut ten zawiera fragmenty pracy magisterskiej
pod tytutem ,,Genotypowanie metoda REA — PFGE
szczepow pateczek Listeria monocytogenes izolowa-
nych z probek materiatu klinicznego, probek srodowi-
skowych i probek zywnos$ci” autorstwa mgr Agnieszki
Kotakowskiej.

WSTEP

Pateczki Listeria monocytogenes to Gram-dodatnie,
wzglednie beztlenowe drobnoustroje, niewytwarzajace
przetrwalnikow, bedace etiologicznym czynnikiem
listeriozy. Choroba ta moze przebiega¢ pod postacia
zakazenia centralnego uktadu nerwowego (CUN),
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Listeriosis could occur as sporadic case as well as
epidemic outbreak. For that reason it is important to
subtype the Listeria monocytogenes strains using the
fastest and most effective method. Genetic techniques
are the most effective methods for differentiation of this
species. Basing on latest available data eight selected
subtyping genetic methods of Listeria monocytogenes
strains were characterized: REA-PFGE, rybotyping,
AFLP, PCR-RFLP, multiplex PCR, and methods from
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assess that the most effective methods for L. monocy-
togenes typing are REA-PFGE and rybotyping. How-
ever, the rep-PCR and ERIC-PCR methods could be
used in the routine Listeria monocytogenes diagnosis.
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bakteriemii lub ropni narzadow wewnetrznych. Spora-
dycznie rozpoznaje si¢ przypadki listeriozy jelitowe;j.

Jak wynika z danych European Centre for Disease
Prevention and Control (ECDC), wskaznik zachorowal-
nosci na listerioze w krajach Unii Europejskiej i krajach
stowarzyszonych (EEA/EFTA) w ostatnich latach sys-
tematycznie wzrasta. W latach 2006-2007 wynosit on
0,35 na 100 000 (1). Podobne zjawisko obserwuje si¢
takze w Polsce (2).

W zwigzku ze zwickszajaca si¢ liczba zglaszanych
przypadkow zachorowan na listeriozg, poszukuje si¢
skutecznych metod wykrywania, identyfikacji i réznico-
wania pateczek Listeria monocytogenes, jako czynnika
etiologicznego tych zakazen.
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METODY TYPOWANIA PALECZEK
LISTERIA MONOCYTOGENES

Izolaty pateczek Listeria monocytogenes, pozyska-
ne w toku dochodzenia epidemiologicznego powinny
zosta¢ poddane typowaniu z uzyciem metod feno-
typowych lub genotypowych. Podstawowg technika
bazujaca na cechach fenotypowych jest serologiczne
typowanie, ktore dzieli pateczki L. monocytogenes na
13 serotypow (3). Zdecydowanie mniejsze znaczenie ma
metoda fagotypowania, opracowana przez Loessnera
i Busse (4).

Najskuteczniejszymi metodami réznicowania
szczepow pateczek Listeria monocytogenes sa techniki
genetyczne. Opisanych jest przynajmniej kilka metod
genotypowania bakterii z rodzaju Listeria, wérdd kto-
rych najczesciej wymienia si¢: analiz¢ makrorestrykcyj-
ng genomowego DNA z zastosowaniem elektroforezy
w zmiennym polu elektrycznym (REA- PFGE), rybo-
typowanie, metody bazujace na technice tancuchowej
reakcji polimerazy, jak rowniez metody MLVA, MLST
wraz z ich odmianami.

REA-PFGE

Metoda najczesciej wykorzystywana w toku
dochodzenia epidemiologicznego w przypadku zaka-
zen paleczkami Listeria monocytogenes jest analiza
polimorfizmu dlugosci restrykcyjnych fragmentéw
chromosomalnego DNA w zmiennym polu elektrycz-
nym (REA-PFGE). Przydatno$¢ tej techniki oceniono
wysoko zar6wno w odniesieniu do szczepdéw pocho-
dzacych z ognisk epidemicznych wywotanych przez
pateczki Listeria monocytogenes, jak i sporadycznych
przypadkow listeriozy (5). Metoda ta uznawana jest za
,»ztoty standard” w dochodzeniach epidemiologicznych.
W przypadku pateczek Listeria charakteryzuje sie¢
duza sita dyskryminujaca, powtarzalno$cia wynikdw,
a jednoczes$nie, dzieki wystandaryzowanej procedu-
rze (REA-PFGE wg PulseNet) stwarza mozliwos$¢
migdzylaboratoryjnego poréwnywania uzyskiwanych
wynikow.

W opisanym przez Fretz i wsp. epidemicznym
ognisku listeriozy zastosowanie metody REA-PFGE
pozwolito na potwierdzenie, iz szczepy Listeria mo-
nocytogenes izolowane z probek zywnosci naleza do
tej samej grupy klonalnej, co szczepy wyizolowane
od ludzi (6).

W doswiadczeniu przeprowadzonym przez Nuce-
ra i wsp. badaniu poddano 300 szczepow paleczek L.
monocytogenes r6znego pochodzenia, wsrdd ktorych
znajdowalo si¢ 11 izolatow nietypujacych sie sero-
logicznymi metodami. Dzigki zastosowaniu techniki

REA- PFGE 8 z nich, na podstawie odrebnosci profili
genetycznych, zaliczono do réznych typow serologicz-
nych (7).

W przypadku pateczek Listeria monocytogenes
REA-PFGE wydaje si¢ by¢ niezawodna technika, nie-
mniej jednak niepozbawiong wad, do ktorych zaliczane
sg przede wszystkim praco- i czasochlonno$¢ metody.
Ponadto metoda ta wymaga posiadania specjalistyczne-
g0 sprzetu, przez co jej zastosowanie ograniczone jest
do laboratoriéw referencyjnych (8).

RYBOTYPOWANIE

Rybotypowanie, podobnie jak REA-PFGE jest
metoda, ktorej podstawe stanowi restrykcyjna analiza
genomowego DNA. W technice tej stosuje sie czesto
tngce szostkowe restryktazy, wérod ktorych wymienia
si¢ EcoRI, Pvul oraz Hhol (9). W pierwszym etapie
rybotypowania, bakteryjne DNA zostaje poci¢te na
wiele fragmentow (>300) o wielko$ci, w zalezno$ci
od uzytego enzymu restrykcyjnego, od 1 kb do 30 kb
(10). Uzyskane w ten sposob produkty poddane zostajg
elektroforetycznemu rozdziatowi w zelu agarozowym,
a nastepnie transferowi na nylonowg lub nitrocelulo-
Zowg membrang.

Kolejnym etapem jest hybrydyzacja DNA z wy-
znakowanymi sondami molekularnymi. W przypadku
rybotypowania paleczek Listeria monocytogenes jako
sondy zazwyczaj uzywa si¢ wyznakowanych frag-
mentow DNA Escherichia coli, kodujacych rRNA
(rDNA), m.in. operon rrnB. W typowaniu szczepoéw
pateczek L. monocytogenes najczgsciej stosowana jest
restryktaza EcoRl. Analiza wykonana z jej uzyciem
umozliwia okreslenie korelacji pomiedzy fenotypem
badanego szczepu a jego zdolnoscia do wywotywania
zakazenia w organizmie gospodarza. W doswiadcze-
niu z zastosowaniem wyzej wspomnianego enzymu
restrykcyjnego przeprowadzonym przez Briuce i wsp.
przebadano 1346 izolatow paleczek L. monocytogenes,
ktore zaklasyfikowano do 50 rybotypow, na podstawie
uzyskanych profili restrykcyjnych (11). Zastosowanie
w odniesieniu do badanych szczepéw dodatkowych
restryktaz (Pvul, Hhol) wspomaga precyzje wewnatrz-
gatunkowej identyfikacji pateczek L. monocytogenes.
Badania przeprowadzone przez De Cesare i wsp. dowo-
dza, iz sposrod 16 przebadanych enzymoéw wspomniane
restryktazy charakteryzuja si¢ najwigksza zdolnoscia
roznicujaca (12).

Obecnie proces tradycyjnego rybotypowania za-
stepowany jest komercyjnymi, catkowicie zautomaty-
zowanymi testami, charakteryzujagcymi si¢ wysokim
stopniem powtarzalnosci wynikow, jak réwniez szyb-
koscig i prostotag wykonania badania. Przyktad takiego
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testu stanowi RiboPrinter Microbial Characterization
system (Qualicon, Inc.) (10).

We wspomnianym wczes$niej doswiadczeniu De
Cesare 1 wsp. poddali typowaniu szczepy pateczek L.
monocytogenes serotypu 4b, zaliczonych do dwdéch
grup klonalnych. Dzi¢ki zastosowaniu zautomatyzowa-
nej metody w pierwszej grupie wyrézniono 44 na 51,
a w grupie drugiej 12 na 20 izolatow o identycznym
profilu genetycznym, co moze $wiadczy¢ o czutosci
1 niezawodno$ci opisywanej metody (12).

W odniesieniu do szczepdéw pateczek L. mono-
cytogenes metoda rybotypowania jest zdecydowanie
mniej czasochtonna i pracochtonna w poréwnaniu do
techniki PFGE, ponadto nie wymaga ona posiadania
specjalistycznego sprzetu laboratoryjnego. Typowanie
36 izolatow pateczek L. monocytogenes pochodzacych
z zywnosci (18 izolatoéw) oraz z materiatu klinicznego
(18 izolatow) wykonane przez Allerberger’a i Fritsche-
I’a zajeto autorom zaledwie 2 dni (13).

Rybotypowanie to metoda nie pozbawiona wad,
bowiem analiza otrzymanych wynikow jest stosunko-
wo trudna, ze wzgledu na duzg liczbg uzyskiwanych
prazkow w pojedynczym profilu genetycznym (8). Nie-
mniej, przewaga zalet tej techniki sprawia, ze ma ona
szans¢ sta¢ si¢ dominujaca metoda w dochodzeniach
epidemiologicznych w kierunku zakazen pateczkami
L. monocytogenes.

METODY BAZUJACE NA TECHNICE
EANCUCHOWEJ REAKCIJI POLIMERAZY

W celu szybkiego poréwnania pokrewienstwa
szczepoOw wykorzystuje si¢ inne metody genotypowa-
nia, oparte na technice tancuchowej reakcji polimera-
zy (PCR). Poséréd najwazniejszych w odniesieniu do
szczepow pateczek Listeria monocytogenes wymienia
si¢ metody Multiplex PCR, AFLP (Amplified Fragments
Length Polymorphism - polimorfizm dlugosci fragmen-
tow amplifikowanych), PCR-RFLP (Polymerase Chain
Reaction - tancuchowa reakcja polimerazy- polimor-
fizm dlugosci fragmentow restrykcyjnych), jak rowniez
metody z grupy RAPD (Random Amplification of Po-
lymorphic DNA - losowa amplifikacja polimorficznych
fragmentéw DNA), wsrod ktorych do najpowszechniej
stosowanych zaliczane s3: RAPD-PCR, AP-PCR, rep-
-PCR oraz ERIC-PCR.

PCR-RFLP (POLYMERASE CHAIN
REACTION- RESTRICTION FRAGMENT
LENGTH POLYMORPHISM)

W odniesieniu do szczepow pateczek Listeria mo-
nocytogenes metoda PCR-RFLP polega na amplifikacji

fragmentu jednego lub kilku genow typu ,.houseke-
eping”, gendw patogennosci, a nastgpnie poddaniu ich
analizie restrykcyjnej z zastosowaniem specyficzne]
endonukleazy lub kombinacji nukleaz (Hhol, Sacl czy
Hinfl). Otrzymane w ten sposob produkty poddane zo-
stajg elektroforetycznemu rozdzialowi w agarozowym
zelu, a uzyskane w ten sposob profile stanowig podstawe
réznicowania pateczek L. monocytogenes (10).

Metoda PCR- RFLP jest technikg umozliwiajaca
uzyskanie wynikow o do$¢ duzej powtarzalnosci,
a w polgczeniu z innymi metodami typowania moze
stanowi¢ podstawe interpretacji wynikow w dochodze-
niu epidemiologicznym. W doswiadczeniu opisanym
przez Paillard 1 wsp. typowaniu poddano 180 §ro-
dowiskowych szczepdw pateczek Listeria sp. Dzigki
zastosowaniu techniki PCR-RFLP sposrod wszystkich
izolatow, 160 zaliczono do gatunku L. monocytogenes.
Dodatkowo stwierdzono, iz 22 izolaty byty mieszaning
dwoch gatunkow Listeria: L. monocytogenes i L. inno-
cua. Badania te wykazaty, iz metoda PCR- RFLP jest
przydatna w identyfikacji drobnoustrojow z rodzaju
Listeria sp. izolowanych zardwno z zywnosci oraz
srodowiska naturalnego, jak i z materiatu pochodzenia
klinicznego (14).

AFLP (AMPLIFIED FRAGMENTS LENGTH
POLYMORPHISM)

Metoda AFLP podobnie jak RFLP-PCR taczy
w sobie tancuchowg reakcje¢ polimerazy z analizg re-
strykcyjna. W przeciwienstwie jednak do PCR-RFLP,
w technice AFLP badane DNA w pierwszej kolejnosci
poddane zostaje analizie restrykcyjnej z zastosowaniem
dwoch enzymow. Pierwszy jest czesto tnacg restryk-
taza, natomiast drugi rozpoznaje nieliczne miejsca
restrykcyjne w badanym genomie. Wspotdziatanie obu
enzymow doprowadza do powstania fragmentoéw DNA
z tzw. ,lepkimi koncami”, do ktorych przytaczaja si¢
wprowadzone oligonukleotydowe adaptory (9). Uzy-
skane w ten sposob produkty poddawane sg amplifikacji
ze starterami o sekwencjach komplementarnych do ada-
ptorow, a nastgpnie elektroforetycznemu rozdziatowi
w zelu poliakrylamidowym.

Zastosowanie opisywanej metody w przypadku
szczepow pateczek Listeria monocytogenes powoduje
wygenerowanie uktadow prazkow, odpowiadajgcych
od 40 do 200 fragmentom DNA. Obecno$¢ tak duzej
liczby otrzymanych produktoéw rozdziatu spowodowana
jest szerokim polimorfizmem markeréw AFLP (15).

AFLP jest technika wysoce dyskryminujaca, ktora
uwydatnia r6znice zar6wno pomig¢dzy gatunkami szcze-
pow z rodzaju Listeria, jak rowniez w obrebie gatunku
L. monocytogenes. Metoda ta charakteryzuje si¢ takze
szybkoscig wykonania analiz (16). Zalety opisywanej
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metody jednoznacznie potwierdzily wyniki wykona-
nego w roku 2010 przez Parisi i wsp. do§wiadczenia,
ktorego celem byto porownanie przydatno$ci metod
AFLP oraz MLST w badaniach epidemiologicznych.
Typowaniu poddane zostaly 103 izolaty pateczek L.
monocytogenes pochodzace z zywnosci oraz ze §rodo-
wiska naturalnego. Dzicki zastosowaniu techniki AFLP
posréd przebadanych szczepéw wyrdzniono 62 rézne
profile genetyczne pateczek L. monocytogenes, charak-
teryzujace si¢ unikatowym uktadem prazkow, natomiast
technika MLST pozwolita zidentyfikowa¢ zaledwie
o 4 profile genetyczne wigcej, co Swiadczy o porow-
nywalnej sile dyskryminacyjnej obu analizowanych
metod (17). Ponadto wedlug wynikow otrzymanych
przez Parisi’ego 1 wsp. wartos¢ sily dyskryminujace;j
w technice AFLP w odniesieniu do typowania szczepow
pateczek L. monocytogenes o ponad 20% przekracza
zdolnos$¢ réznicujacg metody typowania serologicznego
(17). Jedynym mankamentem metody AFLP jest ko-
nieczno$¢ stosowania oligonukleotydowych ligandow,
co nieznacznie obniza poziom wiarygodno$ci wynikow
wykonywanych analiz (8).

RAPD (RANDOM AMPLIFICATION
OF POLYMORPHIC DNA) I AP-PCR
(ARBITRARILY PRIMED PCR)

RAPD jest metoda stosowang w analizie podo-
bienstw migdzy szczepami badanych drobnoustrojow.
Polega ona na losowej amplifikacji polimorficznych
fragmentéw DNA z zastosowaniem jednego oligonu-
kleotydowego (10-20 pz) startera, zawierajacego duza
liczbe zasad azotowych: guaniny (G) oraz cytozyny
(C) (18). W technice tej przeprowadza si¢ amplifika-
cje, ktorej dwa pierwsze cykle, w zwigzku z obnizong
temperaturg (T=35°C-45°C) pozwalaja na wigzanie
startera do sekwencji matrycowych, niebedacych cat-
kowicie homologicznymi. Kolejne cykle odbywaja si¢
we wilasciwej temperaturze przylaczania startera, co
podnosi specyficznos¢ prowadzonej reakcji. Produkty
amplifikacji rozdzielane sa w zelu agarozowym za
pomocg elektroforezy.

Technika AP-PCR jest modyfikacja standardowe;j
metody RAPD, w ktérej zmiana dotyczy dlugosci se-
kwencji zastosowanego startera, wahajacej si¢ miedzy
10 a 50 pz.

Zarowno RAPD, jak i AP-PCR to metody umoz-
liwiajace skuteczng analiz¢ molekularnego podobien-
stwa badanych szczepow, na podstawie porownania
uzyskanych wzorow prazkow charakterystycznych dla
kazdego z nich. Obie metody sg bardziej ekonomicz-
ne, a takze zdecydowanie szybsze od innych technik
subtypowania szczepow pateczek Listeria monocy-
togenes. Jednakze, jak pokazuja wyniki wykonanych

w latach 1994-1995 do§wiadczen, stosowane sg zwykle
w przypadku typowania niewielkiej liczby szczepow
(<50) (19). Badania przeprowadzone przez Farbera
1 Addisona obejmowaly typowanie 52 szczepdw pa-
teczek L. monocytogenes oraz innych drobnoustrojow
z rodzaju Listeria sp., wsrod ktorych wyrézniono 34
profile genetyczne charakteryzujace si¢ heterogenicz-
nym uktadem prazkéw. Analiza uzyskanych wynikow
pozwolita wnioskowa¢, iz metoda RAPD (AP- PCR)
cechuje si¢ dos¢ duza powtarzalno$cia, jak rowniez
stosunkowo wysokim poziomem dyskryminacji (20).
Nie jest to jednak twierdzenie w petni uprawnione,
czego w swoich badaniach dowodza Franciosa i wsp.
Wykonane przez nich do$wiadczenie dotyczyto 32
szczepOw pateczek L. monocytogenes, pochodzacych
z ognisk epidemicznych inwazyjnej (16 izolatow)
i nieinwazyjnej (16 izolatéw) listeriozy. Wspdtczynnik
zdolnosci dyskryminacyjnej, zastosowanej w powyz-
szych badaniach metody AP-PCR wynosit zaledwie
0,67 1 byt nieco nizszy od indeksu sity dyskryminujace;j
rybotypowania. Swiadczy to jednoznacznie o tym, iz
w przypadku analizy szczepow pochodzacych z ognisk
epidemicznych wyniki ré6znicowania metoda RAPD
(AP-PCR) wymagaja potwierdzenia z zastosowaniem
dodatkowej techniki typowania (21).

REP-PCR I ERIC-PCR

Rep-PCR (repetitive extragenic palindromic PCR)
oraz ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus PCR), naleza do metod, bazujacych na za-
stosowaniu starterow komplementarnych do sekwencji
powtorzonych o wielkosciach 124-127 pz (sekwencja
ERIC) oraz 35-40 pz (sekwencje rep), ktore wystepuja
w genomie bakteryjnym (22). Podstawowa rdznica
pomiedzy obydwoma technikami polega na zastoso-
waniu inozyny w sekwencji starterow rep-PCR, ktora
jest zasadg purynowa komplementarng do adeniny
oraz cytozyny, co zwigksza liczb¢ rozpoznawanych
kombinacji sekwencji DNA (22). W porownaniu do
elektroforezy pulsacyjnej metody te wydaja si¢ mniej
czaso- i pracochtonne, a przy tym wykazuja znaczng
przydatno$¢ w rutynowej diagnostyce (5). Zarowno
rep-PCR jak i ERIC-PCR to metody pozwalajace na
réznicowanie szczepow w obrebie serotypow 1/2a, 1/2b,
1/2¢, 3b i1 4b. Jednoznacznie potwierdzaja to badania
Jarsek i wsp.(22).

We wspomnianym do$wiadczeniu, analizie pod-
dano 52 epidemiologicznie niespokrewnione szczepy
pateczek L. monocytogenes izolowane od ludzi, zwie-
rzat, a takze pochodzace z zywnos$ci. Wskaznik sity
dyskryminujacej dla obu opisywanych technik okazat
sie¢ by¢ zblizony do sity réznicujacej metod PFGE
czy rybotypowania i wynosit 0,98. Otrzymane wyniki
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jednoznacznie sugeruja, ze metody te mogg stanowic
alternatywne techniki szybkiego subtypowania szcze-
pow pateczek L. monocytogenes (22).

MULTIPLEX PCR

Kolejng metoda pozwalajaca na szybkie typowa-
nie pateczek Listeria monocytogenes jest technika
multiplex PCR opisana przez Doumitha i wsp. (23).
Jest to metoda wykorzystujaca tancuchowa reakcje
polimerazy z jednoczesnym zastosowaniem az szesciu
par starterow. Metoda ta w zalozeniu autorow stwarza
mozliwos¢ zaklasyfikowania izolatow pozyskanych
z ogniska epidemicznego do jednej z pieciu grup fi-
logenetycznych, rozumianych jako zespot serotypow,
charakteryzujacych si¢ wystepowaniem sekwencji okre-
slonych fragmentow genow opisanych w tabeli I (23).
W publikacjach innych autoréw, pojecie grupy filoge-
netycznej zostalo zastgpione okresleniem ,,grupa PCR”
lub ,,geno-serotyp”. Zdaniem Almieda i wsp. zastoso-
wanie okreslenia ,,geno-serotyp” jest nieuprawnione ze
wzgledu na brak zwigzku metody, a takze uzyskiwanego
wyniku, z jakimkolwiek serologicznym odczynem (24).

Tabela I. Interpretacja wynikéw multiplex PCR wg Doumi-
tha i wsp., na podstawie obecnosci poszukiwanych
fragmentow sekwencji DNA

Table I. Interpreting the results of multiplex PCR by
Doumith and all, sought the presence of fragments
of DNA sequences

Grupa PCR oraz reprezentowana

przez nia serotypy:
Nazwa o | s | | @ m
sekwengji
V2a3a | V| apcac | abadae | dac

3b; 7
Imo 1118 - - + -
Imo 0737 + - + -
0rf2110 - - +
0rf2819 - + +
Prs + + + + +
PrfA + + + + +

Metoda ta, zgodnie z zaleceniami ECDC, ma
zastgpi¢ do celow epidemiologicznych serotypowa-
nie z uzyciem surowic dla antygendw somatycznych
i rzeskowych. Jej zaleta jest pomini¢cie dtugotrwatego
procesu przygotowywania szczepu do odczynu pro-
bowkowej aglutynacji antygendw rzeskowych, a takze
mozliwos¢ typowania szczepow autoaglutynujacych.
Wada jest natomiast niemoznos$¢ rozrdznienia seroty-
pow w obrebie grup PCR. Wada ta moze by¢ jednak
wyeliminowana poprzez potaczenie opisywanej reakcji
multiplex-PCR ze szkietkowa aglutynacjg wybranych
antygendw somatycznych. W tym wypadku wydaje si¢

uzasadnione zastosowanie okreslenia ,,geno-serotyp”
w odniesieniu do uzyskiwanego wyniku.

MLST (MULTILOCUS SEQUENCE TYPING)

Do badania pokrewienstwa mig¢dzy szczepami
w dochodzeniach epidemiologicznych wykorzystuje
si¢ rOwniez inng metod¢ genotypowania, jaka jest
MLST (Multilocus Sequence Typing), ktora polega
na porownaniu wysoce stabilnych sekwencji alleli
wybranych gendw typu ,,housekeeping” — kodujacych
biatka biorace udzial w podstawowym metabolizmie,
warunkujacym przezycie komorki. Alternatywe dla
tradycyjnej metody MLST stanowi technika MLVST
(Multi-Virulence Sequence Typing). Subtypowanie
z zastosowaniem tej metody opiera si¢ 0 porOwnanie
i analize sekwencji genow kodujacych zdolnos¢ ba-
danych drobnoustrojow do wywotywania zakazenia
komorek organizmu gospodarza. Poniewaz pateczki
Listeria monocytogenes stanowig wewnatrzkomorkowe
patogeny, a czynniki chorobotworczosci tych drobno-
ustrojow sg dobrze poznane, metoda MLV ST jest jedng
znajczesciej stosowanych metod ich identyfikacji (25).

Wiekszos¢ gendw warunkujacych patogennosé
pateczek L. monocytogenes, zlokalizowana jest na
chromosomie bakteryjnym i zgrupowana pod wspolng
nazwg zaleznego od prfA4 zespolu gendow zjadliwosci,
posrod ktorych wymienia si¢ plcA, pleB, hlyA, mpl,
actA, prf4. Dodatkowym czynnikiem identyfikowanym
w metodzie MLVST jest allel i/n4, zlokalizowany poza
wyspa patogennosci (26).

Wykorzystanie siedmiu wymienionych alleli genow
pateczek L. monocytogenes pozwala na wykrycie sto-
sunkowo duzej liczby profili ST (Sequences Type), ktore
moga by¢ porownywane dzigki miedzynarodowej bazie
danych MLST. Metoda ta charakteryzuje si¢ znaczng
sitg dyskryminujaca i w poréwnaniu z innymi genetycz-
nymi technikami subtypowania analiza wykonana z jej
zastosowaniem jest zdecydowanie bardziej jednoznacz-
na. Badania z uzyciem izolatoéw pochodzacych z ognisk
listeriozy, jak rowniez ze $rodowiska naturalnego,
przeprowadzone przez Parisi 1 wsp. wykazaly, iz wspot-
czynnik mocy dyskryminujacej dla tej metody si¢ga
rzedu 0,972. (17) . Jak opisuja w swojej publikacji Ward
i wsp., wyniki uzyskane dzigki zastosowaniu techniki
MLST sa ponadto relatywnie fatwiejsze w interpretacji,
w poréwnaniu do innych metod genetycznego subty-
powania szczepow paleczek L. monocytogenes (27).
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MLVA (MULTI- LOCUS VARIABLE-
NUMBER TANDEM- REPEATS ANALYSIS)

Kolejna metoda genotypowania majaca zastoso-
wanie w odniesieniu do Listeria monocytogenes jest
MLVA (Multiple-Locus Variable-number tandem-re-
peats Analysis), opierajaca si¢ na analizie tandemo-
wych powtdrzen, znajdujacych si¢ w DNA. Technika
ta wykorzystywana jest gtownie w celu ustalenia
filogenetycznego pochodzenia badanych szczepow.
W doswiadczeniu wykonanym przez Lindstedt 1 wsp.
poréwnano skuteczno$¢ metod MLVA i1 PFGE, poddajac
analizie dwie grupy szczepoéw pateczek L. monocyto-
genes: 61 izolatow pochodzacych ze Szwecji oraz 79
izolatow pochodzacych z Norwegii. Z zastosowaniem
metody MLVA pos$rod izolatow norweskich wyrdzniono
28 profili genetycznych, natomiast z uzyciem metody
PFGE - 24 profile. Wsrdd szczepdéw pochodzacych ze
Szwecji oznaczono odpowiednio 42 profile dla MLVA
143 profile dla PFGE (28). Otrzymane wyniki wykazaty,
iz metoda MLVA pod wzgledem skutecznosci i czytel-
nosci wynikow doréwnuje elektroforezie w zmiennym
polu elektrycznym. Niemniej jednak w odrdznieniu od
niej wymaga wyzszych naktadow finansowych, a przede
wszystkim jest zdecydowanie bardziej czasochtonna
(28).

PODSUMOWANIE

Metody biologii molekularnej sa skutecznym na-
rzedziem wykrywania, identyfikacji i réznicowania
pateczek Listeria monocytogenes. Sposrod opisanych
technik molekularnego typowania pateczek L. monocy-
togenes, do najefektywniejszych mozna zaliczy¢ me-
tody REA-PFGE oraz rybotypowanie. Jednak wydaje
sie, ze techniki oparte na sekwencjonowaniu DNA,
a w szczego6lnosci MLST, w najblizszym czasie moga
sta¢ si¢ ich skutecznym zastgpstwem. Przyczyna tego
jest wigksza sita dyskryminacji oferowana przez tego
typu metody, mozliwo$¢ automatyzacji, a co z tym
idzie zmniejszenie czasu pracy i naktadéw finanso-
wych. W rutynowej diagnostyce szczepow pateczek L.
monocytogenes najistotniejsza role odgrywaja techniki
rep-PCR i ERIC-PCR, ze wzgledu na szybkos¢ i ta-
twos$¢ wykonania badania, a takze stosunkowo wysoki
wspotczynnik sity dyskryminujace;.

Dostepne genetyczne metody subtypowania pozwa-
laja na poznanie elementéw genomiki, epidemiologii
oraz ekologii pateczek L. monocytogenes. Stosowanie
technik molekularnych pozwala na szybsze i skutecz-
niejsze wykrywanie i opracowywanie epidemicznych
ognisk wywotywanych przez zakazenie pateczkami
tego gatunku.
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