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Molecular typing is the means by which the epidemiologist is provided with the ability to discrimi-
nate between multiple isolates of microorganisms of the same species. It is important for tracking
and blocking nosocomial outbreaks of infections, to identify the source of infection and the route of
transmission, and also for the identification of clones that are extremely important in human disease.

Many phenotypic and genotypic methods for typing of all clinically relevant bacterial species are
available. Typing methods need to be reproducible, and data interpretation and communication
between laboratories should be easy. At present, the PFGE represent the standard for many microbial
species, but sequence-based strategies will prevail in near future.

UvobD

Unutar populacije mikroorganizama koji pripadaju istoj
vrsti postoji fenotipska i genotipska varijabilnost koja je kod
nekih vrsta viSe izrazena, a kod nekih manje. Primenom
molekularnih metoda tipizacije dobijaju se profili specificni
za izolat, a na osnovu njih se odreduje epidemioloska srod-
nost izolata. Metode tipizacije dizajnirane su tako da opti-
mizuju diskriminaciju izmedu srodnih i nesrodnih izolata,
tako da oni koji poticu od istog klona imaju sli¢nije karak-
tere nego sojevi koji nisu srodni.

Mogucnost da se uoce razlike izmedu pojedinih izolata
bitna je za nekoliko disciplina u ispitivanju mikroorganiza-
ma: taksonomiju, ispitivanje mehanizama evolucije i filo-
genetskih odnosa, populacionu genetiku mikroorganizama i
epidemiologiju mikroorganizama1 .

Primenom metoda tipizacije dobijaju se informacije
korisne za epidemioloski nadzor nad infektivnim oboljenji-
ma. Pojava samo dva izolata sa slicnim tipom predstavlja
upozorenje da moze doci do izbijanja epidemije i da treba
preduzeti mere da se to spreéiz. Kada se pojavi epidemija,
metode tipizacije pomazu da se identifikuje izvor ili izvori
infekcije kao i put prenosenja. Pravilno primenjena tipizaci-
ja povecava efikasnost kontrolnih mera ¢iji je cilj zaustavl-
janje epidemije. Tipizacija pomaze i da se razjasni napre-
dovanje infekcije kod jednog bolesnika. Primer je razliko-
vanje izmedu egzogenih i endogenih infekcija3 i razlikovan-
je virulentnih od nevirulentnih sojeva. U oba slucaja tip-
izacija doprinosi pravilnom odabiru terapije.

METODE TIPIZACIJE

Procedure tipizacije su specifi¢ne za razli¢ite fenotipske
ili genotipske parametre. Fenotipske metode koje se
najcesce primenjuju su: osetljivost na antimikrobna sredst-
va, biotipizacija, serotipizacija, fagotipizacija, elektroforeza

proteina na poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE), elektro-
foreza multilokus-enzima (MLEE). Promene uslova sredine
dosta uti¢u na promene u ekspresiji gena, time i na promene
fenotipa, pa vecina ovih metoda nema dobru reproducibil-
nost i tesko ih je standardizovati. Po nekim kriterijumima za
evaluaciju i validaciju metoda tipizacije, kao §to su stabil-
nost markera, reproducibilnost i moguénost tipizacije, SDS-
PAGE i MLEE su priblizne genotipskim metodama.

Genotipske metode tipizacije mogu se grupisati u
metode hibridizacije (DNK hibridizacija, ribotipizacija i
Array hibridizacija), metode bazirane na detekciji fragmena-
ta (plazmidski profil, RFLP - polimorfizam restrikcionih
fragmenata, PFGE - gel elektroforeza u pulsiraju¢em polju,
PCR tipizacija, VNTR - razlika u broju ponovljenih blokova
identi¢nih sekvenci) i metode bazirane na sekvenciranju
(SLST - sekvenciranje jednog lokusa i MLST - sekvenciran-
je vise lokusa). Osim navedenih, postoje i brojne modi-
fikacije kao 1 kombinacije ovih metoda koje se koriste u
specifi¢nim slucajevima.

Slika 1. Plazmidski profil sojeva enterohemoragicne E. coli.
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Plazmidski profil oznacava broj i molekulsku tezinu
plazmida prisutnih u bakterijskoj c’eliji4. Moze se koristiti za
tipizaciju mnogih vrsta bakterija, a najceSée salmonela,
Sigela, E. coli, Klebsiella pneumoniae i dr. (Slika 1). Ova
metoda je jedna od prvih genotipskih metoda primenjenih u
epidemiologiji. Prema vec¢ navedenim kriterijumima za eval-
uaciju i validaciju metoda tipizacije i dodatnim, kao S$to je
mo¢ diskriminacije i epidemiolo$ka podudarnost, ispitivanje
plazmidskog profila ima nesto slabiju reproducibilnost i epi-
demiolosku podudarnost od drugih genotipskih metoda, a
mogudnost tipizacije je varijabilna”. Plazmidi se tokom
procesa konjugacije mogu prenositi u druge bakterije iste, a
rede i srodne vrste. Zbog toga se ova metoda primenjuje za
tipizaciju izolata bakterija iz jedne epidemije ili epidemija
koje se deSavaju u kratkom vremenskom razmaku.
Uporedivanje plazmidskih profila izolata koristi se za otkri-
vanje izvora i puteva Sirenja infekcije, za razlikovanje epi-
demijskog soja od izolata iz sporadi¢nih slucajeva oboljen-
ja, za pracenje Sirenja infekcija. U kombinaciji s ispitivan-
jem osetljivosti na antibiotike koristi se za dobijanje podata-
ka o tome da li se gen za rezistenciju nalazi na plazmidu i
pomocu njega prenosi na druge bakterije6. U kombinaciji sa
drugim metodama genotipizacije, ispitivanjem plazmidskog
profila moze se razlikovati Sirenje rezistentnog klona od
Sirenja plazmida rezistencije7.

Slika 2. Hibridizacija kolonija E. coli sa DNK probom za termolabilni
toksin. Brojevima su oznacene pozitivne i negativne kontrole.

Primenom DNK hibridizacije detektuju se specifi¢ni
redosledi nukleotida u genomu mikroorganizma pomocu
DNK probe, a metodu je prvi primenio Southern, 1975.
godine®. DNK probe su fragmenti DNK koji sadrze nuk-
leotide specificne za deo nekog gena ili genoma kojeg
zelimo detektovati. NajceSée su dugacke nekoliko stotina
nukleotida i tokom reakcije se vezuju (hibridizuju) sa kom-
plementarnim redosledima nukleotida. DNK probe se
koriste za detekciju gena za virulenciju (slika 2), gena za
rezistenciju na antibiotik ili da se odredi priroda pokretnog
genetickog elementa na kojem se ovi geni nalaze”.
Savremena tehnologija omogudila je razvoj micro-array
metode kojom se moze identifikovati veliki broj gena
istovremeno pomocu DNK proba vezanih za mikroploc¢u*".

DNK hibridizacija moze da se kombinuje sa prethodnim
seCenjem genoma pomocu enzima restrikcionih endonuk-
leaza i razdvajanjem dobijenih fragmenata elektroforezom.

Ako se za hibridizaciju primene probe koje sadrze sekvence
gena za rRNK, metoda se naziva ribotipizacija. Prvi put je
opisana 1986. godine1 1 Moze se primeniti za analizu raznih
mikroorganizama, a naj¢escée se primenjuje kao automatizo-
van test za analizu patogena znacajnih u mikrobiologiji
hrane!2. Razlike izmedu izolata detektuju se na osnovu raz-
lika u rasporedu fragmenata za koje su se vezale DNK
probe. PFGE je jo$ jedna metada koja se bazira na detekciji
fragmenata. I ovde se fragmenti dobijaju pomocu restrik-
cionih endonukleaza, ali se primenjuju enzimi koji rede seku
DNK, pa se obi¢no dobije do 30 fragmenata koji se mogu
razdvojiti na specijalnoj elektroforezi u pulsiraju¢em polju.
Uz pazljivu standardizaciju postize se visoki nivo medulab-
oratorijske reproducibilnosti, pa je ova metoda za mnoge
vrste bakerija zlatni standard u tipizaciji.

Razvijanjem automatskih metoda za sekvenciranje, one
se sve ¢escée primenjuju i za tipizaciju bakterija. Kada se
sekvencira samo jedan genski lokus (SLST), on mora biti
varijabilan. Tako se za tipizaciju S. aureus primenjuje
sekvenciranje gena koji kodira protein A (spa gen). Ovaj gen
sadrzi grupe redosleda nukleotida koje se ponavljaju, pa se
izolati razlikuju po broju ponovljenih grupa, kao i po
sekvenci nukleotida“~. Razvijanje kompjuterskog softvera
omogudilo je automatizaciju procesa, pa ova metoda tip-
izacije ima visoku reproducibilnost, §to omogudava
uporedivanje rezultata izmedu laboratorija.

Kod MLST analize sekvencira se nekoliko, obi¢no 5-10
lokusal4. Biraju se geni koji se sporo menjaju, tzv. house-
keeping geni. Zbog toga dobijeni rezultati imaju veci znacaj
u populacionoj genetici nego u epidemiologiji. Kada se za
sekvenciranje biraju i geni koji nisu housekeeping , MLST
se primenjuje i u epidemioloskoj tipizaciji1 . Na osnovu
MLST analize identifikuju se klonovi sa najces¢im sekven-
cama, kao i klonalni kompleksi koji imaju klini¢ki znacaj!©.

ODABIR METODE TIPIZACIJE 1
INTERPRETACIJA REZULTATA

Vise faktora utice na to koja metoda da se primeni za tip-
izaciju. Ukoliko se analiziraju izolati iz jedne epidemije ili iz
viSe epidemija koje se javljaju u istom ili pribliznom vre-
menskom periodu, koriste se metode koje detektuju
promene koje se deSavaju u kratkom vremenskom periodu,
npr. plazmidski profil, ribotipizacija, PFGE, SLST. Za anal-
iziranje izolata u Sirem vremenskom periodu i za pradenje
geografskog Sirenja sojeva, primenjuje se MLST analiza.

Odabir metode tipizacije zavisi i od bakterijske vrste.
Pojedine metode razvijene su zahvaljujuéi odliénom
prethodnom poznavanju strukture i funkcije genoma. Neke
metode su prilagodene samo za odredene vrste (VNTR,
SLST, amplifikacija ponavljajucih sekvenci i dr.), dok se
druge mogu primeniti na skoro sve vrste bakterija (ribotip-
izacija, PFGE).

Kada se prethodni uslovi zadovolje, na odabir metode
utiCe i dostupnost neophodnih aparata, obucenost kadrova,
cena, mogucénost medulaboratorijskog prenoSenja i
uporedivanja rezultata, interpretacija rezultata i dr.

Interpretacija rezultata tipizacije ponekad je komplek-
sna. Kod metoda koje se baziraju na detekciji fragmenata
DNK, o sli¢nosti izmedu izolata zakljuCuje se na osnovu
procenta traka koje su sli¢ne izmedu sojeva17. Pri tome se
uzima u obzir evolucioni nivo mutacija kod vrste koja se
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analizira, a stalno se moraju imati u vidu epidemioloski
podaci. Veliku pomo¢ u analizi podataka pruzaju kompjuter-
ski programi dostupni za pojedine metode. Za metode koje
se baziraju na sekvenci nukleotida postoje nacionalne i inter-
nacionalne baze podataka koje olakSavaju analizu i sadrze
podatke za sve do sada analizirane izolate.

KLINICKI ZNACAJ TIPIZACLJE

U klini¢koj praksi podaci o tipizaciji narocito su korisni
kod ispitivanja infekcija izazvanih najces¢im uzro¢nicima
intrahospitalnih infekcija, a to su meticilin rezistentni
Staphylococcus aureus (MRSA), vankomicin rezistentan
enterokok, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoni-
ae, Acinetobacter spp. i dr.18 Glavni cilj tipizacije ovih
uzrocnika je prevencija infekcije, a u nekim sredinama ¢ak i
prevencija kolonizacije i njenog Sirenja. Zbog toga rezultati
tipizacije moraju biti gotovi u §to kracem vremenskom peri-
odu. Nalaz identi¢nih tipova predstavlja alarm za pokretanje
mera kontrole infekcije.

Bakterije, a naroCito gram-negativni bacili, imaju
sposobnost da steknu ili razviju rezistenciju na razne antibi-
otike, pa i nove koji se uvode u terapiju. Poslednji primer je
pojava i Sirenje rezistencije na karbapeneme, koja se
najcesce javlja kod klinickih izolata P. aeruginosa i

Acinetobacter spp.19 Kako su karbapenemi jedini lek izbo-
ra koji se mogu koristiti za kontrolu infekcija izazvanih
gram-negativnim bakterijama, otkrivanje bakterija koje pro-
dukuju metalo-f-laktamaze, enzime koji hidrolizuju kar-
bapeneme, tipizacija gena koji kodiraju ove enzime i inte-
grona na kojima se geni nalaze, je od velikog znaéajazo.

ZAKLJUCAK

Tipizacija mikroorganizama, narocito bakterija, ima sve
veci znacéaj. Globalno S$irenje multirezistentnih sojeva
nametnulo je potrebu za internacionalnom saradnjom u
pracenju 1 karakterizaciji izazivaca infektivnih oboljenja.
Zbog toga se velika paznja poklanja standardizaciji metoda
tipizacije kako bi se rezultati mogli uporedivati izmedu lab-
oratorija. Isto tako, metode koje se zasnivaju na detekciji
traka sve viSe se zamenjuju metodama sekvenciranja, koje
su objektivnije 1 Ciji rezultati se jednostavnije prenose u
elektronskoj formi izmedu laboratorija.

Apstrakt

Molekularna tipizacija omogucava epidemiolozima da uoce razlike izmedu izolata mikroorganizama
koji pripadaju istoj vrsti. Bitna je za pracenje i sprecavanje Sirenja bolnickih infekceija, za identi-
fikaciju izvora infekcije i puteva prenosenja, kao i za identifikaciju klonova koji su znacajni kod
oboljenja [judi. Na raspolaganju su brojne fenotipske i genotipske metode za tipizaciju svih klinicki
znacajnih bakterijskih vrsta. Ove metode moraju biti reproducibilne, a interpretacija rezultata jed-
nostavna, ¢ime bi komunikacija izmedu laboratorija bila olakSana. Za sada PFGE predstavlja stan-
dard za tipizaciju rnnogih vrsta mikroorganizama, ali metode koje se baziraju na sekvenciranju

imaju sve veéu ulogu.
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