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Summary

High throughput sequencing (HTS) creates an opportunity for comprehensive genomic studies. It can be
applied in veterinary science, bacteriology and virology, diagnostics of animal diseases, food safety, examinations
of the composition of environmental samples, and even in veterinary vaccinology. Thus HTS a wide-ranging
method that can be applied in different areas of the One Health approach. In particular, the whole genome
sequencing (WGS) of bacteria is routinely used in food hygiene and outbreak investigations for phylogenetic
analysis of pathogenic bacteria isolated from various sources across timeline, molecular characterisation of
bacteria, plasmids, antibiotic resistance and identification of virulence factors. Metagenomics can be used to
characterize the composition of microbiota in environmental samples. It makes it possible to obtain a taxonomic
identification of bacteria, fungi or plants present in a metasample. It can also be used for the monitoring and
epidemiological tracing of viruses, such as SARS-CoV-2. The transcriptomic approach makes it possible to
study the expression of genes associated with various infections and diseases. HTS is a highly versatile method,
but the selection of the proper application is crucial to obtain expected outcomes. The paper presents some

HTS approaches and examples of research in veterinary science.
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Opracowanie przez Fredericka Sangera i jego wspot-
pracownikow techniki sekwencjonowania materiatu
genetycznego otworzylo er¢ badan molekularnych.
Sekwencjonowanie stwarza mozliwo$¢ poznawama
charakterystyki i poréwnywania organizmdéw na po-
ziomie genow 1 ich ekspresji. W 1990 r. rozpoczeto
projekt sekwencjonowania ludzkiego genomu, ktory
trwal 15 lat (14). Jednym z efektow tego przedsiewzig-
cia byt rozw6j nowych technologii, zwanych sekwen-
cjonowaniem nastepnej generacji (Next Generation
Sequencing; NGS) lub inaczej sekwencjonowaniem
wysokoprzepustowym (High Throughput Sequencing;
HTS) (12). Technologia ta pozwala na poznanie se-
kwencji catych genomow i transkryptornow aco za
tym idzie — ich analizy pod katem zréznicowania, po-
krewienstwa, ekspresji genow czy sktadu materiatu ge-
netycznego obecnego w probee. Wysokoprzepustowe
sekwencjonowanie z powodzeniem znajduje zastoso-
wanie w wielu dziedzinach nauki, mi¢dzy innymi w ge-
nomice mikroorganizmow, biologii ewolucyjnej oraz
diagnostyce, medycynie spersonalizowanej i badaniu
podioza genetycznego choréb. Prezentowana praca
ma na celu przedstawienie mozliwo$ci wykorzystania
HTS w réznych obszarach weterynarii.

Sekwencjonowanie polega na odczytywaniu i wy-
generowaniu cyfrowego zapisu sekwencji badanego
materialu genetycznego. HTS jest narzedziem uniwer-
salnym, jednakze aby w peini wykorzysta¢ potencjat
techniki, nalezy zdefiniowa¢ cel badan 1 wybra¢ od-
powiednie podejscie metodyczne, konieczne do jego
wykonania.

Sekwencjonowanie genomowe (WGS)
w higienie zywnosci i mikrobiologii

Zakazenia wywoiywane przez mlkroorgamzmy
w obre;ble taficucha Zywno$ciowego s3 powaznym
zagrozeniem zdrowia konsumentow. Jest to obszar,
w ktorym HTS znajduje zastosowanie w podejéciu
WGS (Whole Genome Sequencing), czyli sekwencjo-
nowania petnych genoméw. Polega ono na odczytywa-
niu catej informacji genetycznej badanego organizmu.
Wedlug European Food Safety Authority (EFSA)
bakteryjne zanieczyszczenia zywnos$ci pochodzenia
zwierzecego najczesciej wywotuja patogeny, takie jak:
Campylobacter spp., Salmonella spp., Yersinia spp.,
shigatoksyczne szczepy Escherichia coli i Listeria spp.
(9). Sekwencjonowanie genomowe stato si¢ niezwy-
kle przydatne w dochodzeniach epidemiologicznych.
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Umozliwia identyfikacje zrodet i drég szerzenia si¢
zakazenia, a takze zwigzang z nimi analize ryzyka (9).

WGS opiera si¢ na analizie catego genomu, dlatego
tez jest metodg doktadniejszg i bardziej wiarygodna od
dotychczas stosowanych technik typowania moleku-
larnego drobnoustrojow, takich jak np. PFGE (Pulsed-
Field Gel Electrophoresis) czy MLVA (Multiple-Locus
Variable Number Tandem Repeat Analysis). Posiadajac
odpowiednie referencje (izolaty lub sekwencje in sili-
co), sekwencjonowanie wysokoprzepustowe umozli-
wia precyzyjne ustalenie zaleznosci ﬁlogenetycznych
pomiedzy bakteriami. Pozwala na poréwnanie ze sobg
izolatow pochodzacych z r6znych zrodet (np. materiat
kliniczny, produkty zywno$ciowe, etapy proceséw
produkcyjnych), a takze izolowanych z réznych re-
gionow geograficznych 1 w réznym czasie. Dzigki
mozliwosci wykorzystania do analizy porownawczej
sekwencji zgromadzonych w bazach danych mozna
wykry¢ powigzania przypadkow uznawanych wcze-
$niej za sporadyczne i1 sklasyfikowaé jako ogniska
epldemlczne WGS umozliwia takze 1dentyﬁkaqc;
zagrozenia mlkroblologlcznego przez rozpoznanie
i charakterystyke genéw odpowiedzialnych za wiru-
lencje, opornos¢ na srodki przeciwdrobnoustrojowe lub
stwierdzenie obecnosci okreslonych plazmidow, lub
innych mobilnych elementéw genetycznych, umozli-
wiajgcych transfer fragmentdéw materiatu genetyczne-
go pomigdzy bakteriami (16, 32). Analiza taka pozwala
na okres$lenie drog przenoszenia si¢ drobnoustrojow,
potaczenie czynnikow przestrzenno-czasowych oraz
stworzenie wielokierunkowego modelu transmisji.
Takie szczegotowe informacje umozliwia ukierun-
kowane zarzadzanie ryzyklem 1 precyzyjne dziatanie
odpowiednich organéw (9).

Wyniki przeprowadzonego w 2014 r. kolokwium
naukowego pt. ,,Whole Genome Sequencing of food-
-borne pathogens for public health protection” (https://
doi.org/10.2903/sp.efsa.2015.EN-743) wskazaly na
potrzeb¢ koordynacji przez EFSA 1 ECDC (European
Centre for Disease Prevention and Control) dziatan na
rzecz wykorzystania WGS w ramach koncepcji ,,Jedno
zdrowie” dla poprawy bezpieczenstwa zywnosci
i ochrony zdrowia publicznego. Jednym z przyktado-
wych osiggnig¢ w tym obszarze byto stworzenie bazy
danych izolatow Listeria monocytogenes pozyskanych
z zywnosci, obszardw jej produkcji oraz od ludzi (23).
Charakterystyka epidemiologiczna oparta o dane
z WGS umozliwita np. przeprowadzenie analizy ry-
zyka wystapienia Listeria monocytogenes w zywnosci
gotowej do spozycia (17, 23).

Dzigki inicjatywie EFSA w 2018 r. zakonczono re-
alizacj¢ dwoch projektéw: ENGAGE 1 INNUENDO,
ktérych celem bylo wykorzystanie sekwencjonowania
wysokoprzepustowego do charakterystyki patogenow
pochodzacych z zywnosci dla lepszego zrozumienia
sposobu rozprzestrzeniania si¢ zakazen pokarmowych
u ludzi (13, 19). Pierwszy z projektow (https://www.
engage-europe.eu) opierat si¢ na sekwencjonowaniu
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genomowym komensalnych szczepdw Escherichia
coli oraz Salmonella spp. Dzigki wspdtpracy osmiu
europejskich instytucji ujednolicono procedury poste-
powania z prébkami oraz zharmonizowano metodyke
wykorzystywang do bioinformatycznej analizy danych
WGS. Ponadto w wigkszosci przypadkow wykazano
korelacj¢ genotyp-fenotyp przy okreslaniu serotypow
Salmonella spp. oraz wykrywaniu opornosci na srodki
przeciwdrobnoustrojowe (13).

Projekt INNUENDO (https://sites.google.com/site/
theinnuendoproj ect/) mial z kolei na celu wykorzysta—
nie WGS w dochodzeniach epldemlologlcznych zw1q-
zanych z bakteryjnymi zanieczyszczeniami zywnosci.
W ramach jego realizacji opracowano platforme do
analizy, zarzadzania, przetwarzania 1 udost¢pniania
sekwencji genomowych. Dodatkowo wypracowano
procedury wykorzystywania wynikéw WGS w przy-
padku wystgpienia ognisk epidemicznych (19).

Istnieje wiele przyktadow wykorzystania WGS
w dochodzeniach epidemiologicznych. Jednym
z nich sa zakazenia Salmonella Agona, odnotowane
w pigciu krajach Unii Europejskiej w latach 2014-
2018. Wigkszos¢ przypadkdéw pochodzita z Wielkiej
Brytanii, gdzie do ogniska zaliczono takze kilkadzie-
sigt przypadkow uznawanych wczesniej za sporadycz-
ne. Stwierdzono, ze prawdopodobnym Zrédlem byty
gotowe do spozycia (ready to eat — RTE) produkty
zawierajgce ogorki. Chociaz nie udato si¢ zidentyfiko-
wac pierwotnego zrddla zanieczyszczenia w fancuchu
produkcyjnym, to podjete dzialania zapobiegawcze,
takie jak monitoring zywno$ci RTE i1 dochodzenia
epidemiologiczne przypadkow zatrué po jej spozyciu,
pozwolily ograniczy¢ skale ogniska (10).

Technika WGS zostata zastosowana takze w docho-
dzeniach dotyczacych 167 przypadkow zakazeh wy-
wotanych przez shigatoksyczne szczepy Escherichia
coli (STEC) O157:H7 w Stanach Zjednoczonych
w 2019 . Na podstawie wywiadu epidemiologicznego
jako zrodlo zakazenia wytypowano salate rzymska.
Wyniki WGS wskazywaty na powigzania genetyczne
szczepOw Escherichia coli O157:H7 wyizolowanych
od ludzi i z sataty. Ponadto wykazano, iz ten sam szczep
stanowil przyczyne zatru¢ warzywami lisciastymi w la-
tach 2017 oraz 2018. Wycofanie zanieczyszczonych
produktéw z obrotu i zaostrzenie zalecen sanitarnych
w lancuchu produkcji zywnos$ci poskutkowato brakiem
nowych przypadkow (3).

WGS stanowi rowniez praktyczne narzedzie wyko-
rzystywane w mikrobiologii m.in. do charakterystyki
szczepOow opornych na §rodki przeciwdrobnoustrojowe
(16, 32). Zagrozeniem dla zdrowia publicznego jest
wykryty w ostatnich latach plazmidowy gen mcr-1,
kodujacy opornos¢ na kollstyn@ Przeprowadzone ba-
dania potw1erd21ly zardwno wystepowanie tego genu
u szczepOw Escherichia coli wyizolowanych od zwie-
rzat w Polsce, jak tez fakt, ze oporno$¢ ta pozostataby
niewykryta przy uzyciu tylko metod fenotypowych
(38). Uzytecznos¢ sekwencjonowania genomowego
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sprawita, iz w perspektywie najblizszych lat WGS
moze by¢ stosowane w badaniach monitoringowych
opornosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe (1).

WGS od niedawna stat si¢ metodg alternatywna
w charakterystyce Salmonella, szczegdlnie w od-
niesieniu do izolatéw, ktorych identyfikacja meto-
dami serologicznymi nie powiodta si¢ (2, 9, 16).
Potwierdzeniem rosnacej roli sekwencjonowania HTS
w nowoczesnej weterynarii sa wytyczne Gléwnego
Lekarza Weterynarii, dotyczace wykorzystania se-
kwencjonowania wysokoprzepustowego (HTS) przez
Inspekcje Weterynaryjna.

Metagenomika w badaniach hioty

Tradycyjne metody hodowli mikroorganizmow
sg czasochtonne i nie zawsze przynosza oczekiwane
rezultaty. Niektorych bakterii nie mozna wyhodowac
w warunkach laboratoryjnych, inne z kolei wymagaja
specjalnych warunkéw hodowlanych. Technologia
HTS w podej$ciu metagenomicznym daje mozliwosé
sekwencjonowania calkowitego DNA znajdujacego si¢
w niejednorodnej probce (np. wody, katu, $ciekow).
Pozwala to na okreslenie sktadu gatunkowego orga-
nizméw obecnych w badanym materiale. Wyrdznié
mozna dwa rodzaje badan: metagenomika typu ,,shot-
gun” i metagenomika celowana (np. metataksonomika
16S lub ITS).

Podejscie typu ,,shotgun” (shotgun sequencing)
polega na bezposrednim sekwencjonowaniu calego
materialu genetycznego, ktory znajduje si¢ w probcee.
Bezposrednia metagenomika jest przydatnym narzg-
dziem np. do analizy wszystkich genéw opornosci
obecnych w probce (tzw. rezystom). Przyktadem sg
badania nad réznorodnos$cig rezystomu brojleréw
oraz $win rzeznych, prowadzone w ramach projektu
EFFORT (http://www.effort-against-amr.eu/) (25).

Podejscie metagenomiczne zostalo wykorzystane
do pilotaZowych badan $ciekéw miejskich z wielu
regionow Swiata w celu charakterystyki obecnych
w nich wiruséw (tzw wiriomu). Zidentyfikowano m.in.
sekwencje wirusow z potencjalem epidemicznym,
w tym objetych nadzorem pod katem choréb biegun-
kowych i neurologicznych, a takze wiruséw bedacych
posrednim wskaznikiem obecnosci okreslonych gatun-
kéw komardw. Sekwencjonowanie metagenomiczne
moze stanowi¢ w przysztosci uniwersalne narzedzie
do globalnego monitoringu wiruséw, jednakze wdro-
zenie metody do standardowych analiz stanowi duze
wyzwanie. Istnieje wiele zmiennych mogacych mie¢
wplyw na wynik badania oraz jego interpretacje, stad
konieczna jest wielokierunkowa walidacja metody
(26).

Walidacja metod metagenomicznych sekwencjo-
nowania wysokoprzepustowego stanowi niezbedny
etap przed ich zastosowaniem w obszarze zdrowia
publicznego i zapewnienia bezpieczenstwa w tancu-
chu zywieniowym. Realizowany w ramach konsor-
cjum One Health EJP projekt METASTAVA (https://
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onehealthejp.eu/jrp-metastava/) ma na celu opraco-
wanie referencyjnych danych dla patogenéw mo-
delowych, takich jak: HEV, NOV, STEC i bakterie
wielooporne. Dane te beda mogly zosta¢ wykorzystane
przez laboratoria wdrazajace protokoty laboratoryjne
1 bioinformatyczne do walidacji metod diagnostyki
metagenomiczne;j.

W trakcie sekwencjonowania ,,shotgun” generowana
jest bardzo duza ilo$¢ danych — z probki metageno-
micznej uzyskuje si¢ sekwencje bakteryjne, wirusowe,
eukariotyczne i1 archeondw, jak rowniez duza frakcje
odczytow niezidentyfikowanych. Utrudnia to znaczg-
co pézniejsza analize oraz pocw}ga za sobq wysokie
koszty. Metagenomika wymaga réwniez sekwenatora
o wysokiej przepustowosci oraz sprzetu komputerowe-
go o duzej mocy obliczeniowej (26). Dostarcza jednak
dane, ktore moga zosta¢ wykorzystane do réznych
analiz. Przyktadem mogg by¢ badania Skarzynskiej
1 wsp., w ktorych obok analizy gendéw opornosci
mozliwa byta charakterystyka mikrobiomu oraz diety
zwierzat dzikich i hodowlanych (31).

Badania metataksonomiczne z kolei sg bardziej ukie-
runkowane, tansze i mniej problematyczne w kontek-
scie ilosci generowanych danych. Dostarczaja jednak
tylko ograniczong ilo$¢ informacji o badanej prébcee.
Technika ta pozwala na iloSciowe okreslenie skiadu
bakterii, grzybow lub roslin w probkach pochodzacych
np. od ludzi lub zwierzat, z zywnosci, pasz, wody czy
sciekow.

Metataksonomika wykorzystuje geny uzywane
do taksonomicznej klasyfikacji bakterii (16S rRNA
— koduje matg podjednostk¢ rybosomu organizmow
prokariotycznych) (34) i grzybow oraz ro$lin (ITS —
Internal Transcribed Spacer —region w rybosomalnym
DNA) (4, 33). Te uniwersalne dla wymienionych grup
organizmow geny charakteryzujg si¢ obecnoscia regio-
now ultrakonserwatywnych, wykorzystywanych do
konstrukcji starteréw oraz ultrazmiennych, ktore stuza
do taksonomicznej klasyfikacji. Ukierunkowana na
regiony ultrakonserwatywne amplifikacja genu metoda
PCR, po ktorej nastepuje sekwencjonowanie uzyska-
nych amplikonéw, umozliwia ustalenie sktadu mikro-
biomu oraz procentowego udziatu réznych taksonoéw
organizmdw w badanej probce. Niestety, w przypadku
wirus6w, ze wzgledu na ich olbrzymie zréznicowane
genetyczne, nie ma sekwencji na tyle konserwatywnej,
aby mogta zosta¢ wykorzystana w analizie metatak-
sonomicznej. Z kolei istotne ograniczenia metatakso-
nomiki bakterii wynikajg z faktu, ze r6znice w genie
16S rRNA pomiedzy niektérymi organizmami (np.
Escherichia 1 Shigella) sa niewielkie (6). W konse-
kwencji wiarygodne analizy s3 mozliwe co najwyzej
do poziomu rodzaju, a identyfikacja gatunkowa musi
by¢ potw1erdzona innymi metodami. Analogicznie,
analiza regionu ITS umozliwia identyfikacje roslin do
poziomu gatunku oraz grzybdéw do poziomu rodzaju.
Zastosowanie dodatkowych markeréw genetycznych
umozliwia dalsze roznicowanie gatunkowe grzybow.
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Nie maja one jednak uniwersalnego zastosowania,
gdyz ich uzytecznos$¢ jest uzalezniona od rodzaju grzy-
bow (33). Ograniczeniem badan metataksonomicznych
jest rowniez zastosowanie amplifikacji, ktéra moze
powodowaé pewne zaburzenie struktury mikrobio-
mu w sekwencjonowanej probce, szczegolnie jesli
udziat procentowy danej grupy bakterii jest niewielki.
Kluczowe jest zatem wlasciwe przygotowanie mate-
riatu, dobor metod ekstrakcji kwasow nukleinowych,
stosowanie enzymow o duzej wiernosci (HiFi — high
fidelity) oraz wieloetapowa kontrola procesu analitycz-
nego. Metataksonomika jest uzyteczng metoda uzupet-
niajacg 1 wspomagajaca tradycyjne metody badawcze.

Metataksonomika z powodzeniem znajduje za-
stosowanie w obszarach medycyny 1 weterynarii.
Przyldadaml JeJ wykorzystama sg: badanie sktadu bioty
bakteryjnej 1 jej zmian u zwierzat wskutek stosowania
okreslonych pasz, suplementow diety lub leczenia.
Wystepowanie niektorych choréb moze by¢ rowniez
powigzane ze zmianami w strukturze mikrobiomu.
Przyktadem sg badania zespotu oddechowego bydta
(BRD, Bovine Respiratory Disease), choroby, ktorej
wczesna diagnostyka jest punktem krytycznym sku-
tecznego leczenia. W badaniach metataksonomicz-
nych wykazano rdéznice w strukturze mikrobiomu
phuc 1 weztéw chtonnych cielat klinicznie zdrowych
1 padtych z objawami BRD, wigzac zachorowania
z liczniejsza reprezentacja takich rodzajow bakterii,
jak Mycoplasma 1 Fusobacterium oraz nalezacych
do rodzin Leptotrichiaceae 1 Pasteurellaceae (15).
Przyktadem korelacji pomigdzy sktadem mikrobiomu
apredyspozycja do rozwoju roznych chordb sg réwniez
pilotazowe badania nad wykorzystaniem mikrobiomu
jelit jako czynnika prognostycznego w leczeniu nowo-
tworow phuc (11).

HTS w wirusologii

Technologia HTS stanowi cenne narzedzie do ba-
dan nad wirusami, jednak ze wzgledu na niezwykle
maly udzial materialu wirusowego w stosunku do
catkowitego DNA/RNA probki, bezposrednie sekwen-
cjonowanie genomu wirusoOw jest niezwykle trudne.
Dzigki HTS uaktualniono wiedz¢ na temat taksonomii
(odkrycie nowych gatunkéw), rozpowszechniania wi-
rusow oraz ich sktadu genetycznego. Obszerna wiedza
na temat genetyki wirusOw umozliwia zrozumienie
procesu ich ewolucji. Ma to na celu monitorowanie
transmisji patogenu oraz sprawdzenie, czy z biegiem
czasu stosowane metody terapeutyczne, szczepionki
oraz testy diagnostyczne sg nadal efektywne.

Afrykanski pomor swin (ASF) jest choroba, ktora
od kilku lat stanowi powazny problem dla hodowcow
trzody chlewnej w wielu regionach §wiata. Chorobe
wywoluje ASFV (African swine fever virus; ASFV),
ktory w 2014 r. rozprzestrzenit si¢ do krajow Europy,
w tym Polski (27). W wyniku sekwencjonowania ge-
nomowego polskich izolatow ASFV zidentyfikowano
warianty stanowigce markery genetyczne wykorzy-
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stywane do §ledzenia rozprzestrzeniania si¢ wysoce
patogennego genotypu Il w Europie. Ponadto analiza
dwoch polimorﬁzm(')w w genach K145L oraz MGF
505-5R wykazata, iz sg one specyficzne dla wszystklch
polsk1ch izolatdow i na dzien dzisiejszy nie wyste-
puja w pozostatych krajach europejskich 1 Chinach,
poza jednym szczepem pochodzacym z Ukrainy.
Identyfikacja takich wariantow, jak K145L 1 MGF
505-5R stanowi przydatny marker genetyczny do
analizy drég transmisji w kraju i weryfikacji udziatu
czynnika ludzkiego w rozprzestrzenianiu si¢ wirusa
(20, 21).

Metoda HTS znalazta takze zastosowanie w bada-
niach nad wirusem grypy ptakdéw (avian influenza vi-
rus; AIV), ktory wywotuje sezonowe epidemie i przy-
czynia si¢ do znacznych strat ekonomicznych. Jest to
zréznicowany patogen, ktory bytuje u wielu gatunkow
zwierzat, a niektore typy mogg stanowi¢ zagrozenie
dla ludzi. Zastosowanie HTS w badaniach nad cha-
rakterystyka, izmiennoscig AIV ur6znych gospodarzy
wykazato, iz adaptacja wirusa do nowego organizmu
jest procesem wieloczynnikowym. Udalo si¢ potwier-
dzi¢ ciagla ewolucje AIV ze wzgledu na wigksza liczbe
116zng lokalizacje wykrywanych mutacji w kolejnych
pasazach. Ztozone populacje wirusowe maja wigcksza
zdolno$¢ do przetrwania w nowych warunkach srodo-
wiskowych, a HTS umozliwia badanie heterogenne;j
populacji wirusa, ztozonej z tzw. quasispecies (35).
Zastosowanie HTS do badan grypy ptakéw umozliwito
rowniez obserwowanie ewolucji nisko patogennych
szczepow AIV w wysoce patogenne (7,22, 30), analiz¢
transmisji wirusa (24) oraz badanie adaptacji wirusa
do organizméw ssakow (39) lub réznych ptakow (5).

Najbardziej aktualnym przyktadem wykorzystania
sekwencjonowania w wirusologii weterynaryjnej jest
charakterystyka genetyczna wirusa SARS-CoV-2
u norek. Ze wzgledu na duze zageszczenie 1 bliski
kontakt tych zwierzat na farmach, infekcja w stadach
szerzy si¢ bardzo szybko. W rezultacie istnieje ryzyko
wytworzenia wariantow wirusa, ktdre potencjalnie
mogltyby okaza¢ si¢ bardziej Zjadliwe fatwiejsze
w transmisji czy zmienione na tyle, ze wymykaja si¢
spod kontroli/nadzoru uktadu immunologicznego,
dlatego takie przypadki muszg by¢ doktadnie badane.
Zastosowanie HTS pozwolito na okreslenie wariantu
B.1.1.279, pokrewienstwa filogenetycznego 1 zmian
w genomach SARS-CoV-2 izolowanych od norek.
Ponadto wykluczono ich przynaleznos¢ do tzw. wa-
riantow potencjalnie niebezpiecznych (8).

Transkryptomika w badaniach ekspresji genow

Obecnie coraz wigksze zainteresowanie wzbudzaja
badania transkryptomiczne, polegajace na analizie
sekwencji kodujacego RNA — mRNA. Sa one no-
$nikiem, ktory pozawala na selektywne ujawnienie
informacji zapisanej w genomie 1 jej przepisanie na
sekwencje¢ biatkowa. Na proces ten moga wplywac
sygnaly wewnetrzne, pochodzace z komorki lub ze-
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wnetrzne — z otoczenia. Badanie catego lub czesci
takiego transktyptomu pozwala na okreslenie, ktore
geny w danych warunkach, np. w przypadku infekcji
czy choroby ulegaja ekspresji, czyli ujawnieniu w po-
staci fenotypu. Metoda ta stanowi przydatne narze¢dzie
m.in. do badan nad przebiegiem infekcji wirusowych
lub opracowywania strategii selekcji pod katem okre-
slonych cech genetycznych zwierzat.

Jedng z metod HTS, dzigki ktoérej mozna badaé
kodujacy RNA, jest tzw. RNA-seq. Technika ta po-
zwala na 110sc1owe 1 jakoSciowe badanie ekspresji
genow. Selektywna odmiang tej techniki jest targeted
RNA-seq, polegajacy na celowanym sekwencjonowa-
niu okre$lonych regionéw RNA, przy uzyciu komple-
mentarnych dla nich sond. RNAseq zostat zastosowa-
ny w badaniu mechanizméw oddzialywania wirusa
biegunki bydta (Bovine viral diarrhea virus, BVDV)
na wrodzong odporno$¢ gospodarza. Ustalono, ze
zakazenie BVDYV ostabia uktad immunologiczny go-
spodarza, poprzez hamowanie ekspresji biatek 1 genow
przeciwwirusowych w obrebie uktadu dopelniacza,
przyczyniajac si¢ do proliferacji wirusa. Dokonane
przy pomocy HTS odkrycia interakcji wirus-gospodarz
mogg zosta¢ wykorzystane w zapobieganiu i leczeniu
BVD (18).

Nowoczesne technologie daja mozliwos¢ badania
skorelowanej ekspresji gendw zaré6wno wirusa, jak
1 gospodarza (tzw. dual RNA-Seq), a co za tym idzie
— identyfikacji aktywowanych szlakow sygnalizacji,
metabolizmu 1/lub regulacji. W ciggu 5 lat od wpro-
wadzenia tej metody wykonano wiele modeli infekcji,
wskazujac m.in. na role mikro RNA (miRNA) jako
czynnika regulujacego przebieg wzajemnych interakcji
w procesie infekcji (37).

RNA-Seq stanowi takze uzyteczne narzedzie wy-
korzystywane w genomice zwierzat w celu identyfi-
kacji nowych mutacji oraz transkryptow mogacych
mie¢ wplyw na wyksztatcenie pozadanych cech.
Wykrycie potencjalnych wariantow genetycznych
moze odgrywac istotng role w programach selekcji
genomowej zwierzat domowych oraz ich hodowli
(29). Dzigki analizie RNAseq wykryto specyficzne
dla rasy profile transkryptomiczne polskich rodzimych
ras bydla (rasy czerwonej — mleczno-migsnej oraz
holsztyno-fryzyjskiej — mlecznej) oraz bydta migsnego
Hereford. Zidentyfikowane w trakcie badan markery
genetyczne DEG (differentially expressed genes) moga
stanowi¢ przydatne narzedzie do opracowania testow
wykorzystywanych do celow polepszenia zasobow
genomowych dostepnych dla bydta, w szczegolnosci
dla ras migsnych (28).

Przy uzyciu technik HTS istnieje takze mozliwos¢
badania malego, niekodujacego RNA. S3 to krotkie
fragmenty kwasu rybonukleinowego, ktore odgrywa-
ja istotng role w regulacji ekspresji genow, dziatajac
zazwyczaj jako represory (biorg udziat w wyciszaniu
ekspresji). W celu sprawdzenia odpowiedzi kurczat
brojleréw na zakazenie wirusem grypy ptakow (AIV)
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wykonano glebokie sekwencjonowanie mikro RNA
(miRNA — jeden z typéw matego RNA) gospodarza.
Dzigki temu wygenerowano list¢ miRNA oraz genow,
ktore sa zaangazowane w regulacje odpowiedzi go-
spodarza na infekcje ptuc wywotang AIV u brojleréw
(36). MiRNA moze potencjalnie stanowi¢ narzedzie
diagnostyczne i1 prognostyczne niektoérych choréb.
Wiedze te mozna tez wykorzysta¢ do stworzenia lekow,
ktére poprzez wplyw na regulacj¢ procesu represji,
moga hamowac rozwoj infekcji wirusowe;.

Podsumowanie

Nowoczesne techniki sekwencjonowania znajduja
zastosowane w wielu obszarach medycyny, wetery-
narii, przemystu 1 rolnictwa. W szczego6lnosci WGS
jest coraz czesciej wykorzystywane w bakteriologii
1 higienie zywnos$ci, gdzie powoli staje si¢ metoda
rutynowo stosowang w dochodzeniach epidemiolo-
gicznych. Analiza metataksonomiczna przedstawia
szeroki obraz sktadu populacji bakteryjnej w badane;j
probcee, chociaz tradycyjne metody mikrobiologiczne,
oparte na hodowli i izolacji poszczego6lnych mikroor-
ganizmow sa nadal kluczowe. Metagenomika i meto-
dy tradycyjne maja pewne ograniczenia, przy czym
rowniez uzupeltniajg si¢ wzajemnie. Stwarza to nowy
potencjat diagnostyczny dla badan nad bezpieczen-
stwem zywnos$ci oraz w weterynarii.

Metagenomika i transkryptomika sg réwniez wy-
korzystywane w wirusologii do analizy zmienno$ci
wirusow, ich ewolucji oraz badania wzajemnych relacji
pomiedzy patogenem a gospodarzem w przypadku
infekcji.

Duza aplikacyjnos¢ techniki HTS wymaga doboru
stosownego podejscia analitycznego, zaleznego od celu
badan, rodzaju probek oraz mozliwosci finansowych.
Nalezy réwniez mie¢ na uwadze, iz obecnos¢ badanego
genu nie zawsze musi oznaczac jego ekspresje feno-
typowa. Wiasciwe wyznaczenie ram eksperymentu
oraz wybor odpowiedniego podejscia analitycznego
sa kluczowe dla uzyskania oczekiwanych rezultatow

badan HTS.
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