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Abstract: In this review, we have compared some of the most current technologies for genotyping with regard to the principles of the
methods and their reproducibility, discrimination power, ease of use and cost. Macrorestriction analysis of genomic DNA followed
by pulsed-field gel electrophoresis (REA-PFGE) has become the “gold standard” for molecular typing. However, REA-PFGE is
time-consuming and labor-intensive and can be performed only in reference laboratories with skillful technicians. Due to these
drawbacks, this typing method is not ideal for health departments undertaking routine analysis of large numbers of isolates.
A variety of PCR-based methods for displaying DNA sequence polymorphism have been developed. Some of the methods such as
RAPD, AFLP and ADSRRS regarded as alternative to REA-PFGE, are useful systems for molecular typing of microorganisms.
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1. Wstep

Zakazenia szpitalne sa przyczyna wielu zgonow,
przedtuzonego leczenia i rekonwalescencji, co pochta-
nia ogromne ilo$ci pienigdzy. Dane oparte na prospek-
tywnych badaniach sugeruja, ze bezposrednia umie-
ralno$¢ pacjentéw z zakazeniami szpitalnymi wynosi
10%, a posrednia 30%. Wedlug danych Polskiego
Towarzystwa Zakazen Szpitalnych procent zakazen
szpitalnych w Polsce wynosi 3—7%.

W erze przedantybiotykowej gldwne problemy w za-
kazeniach szpitalnych stwarzaly ziarenkowce Gram-
dodatnie: Streptococcus pyogenes 1 Staphylococcus
aureus. Kumulacja probleméw zwiazanych z gronkow-
cem ztocistym wystapita w latach 1940-1950 i ogarng-
ta caty §wiat. W latach 70-tych do nabraly znaczenia

paleczki Gram-ujemne, szczeg6lnie Pseudomonas aeru-
ginosa oraz Enterobacteriaceae. W koncu lat 80-tych
i na poczatku 90-tych do uzycia weszlo wiele skutecz-
nych lekow o aktywnosci przeciw pateczkom Gram-
ujemnym. W tym okresie nasilil si¢ problem zakazen
wywotywanych przez metycylinooporne gronkowce
ztociste (MRSA) i wankomycynooporne enterokoki
(VRE). W latach 90-tych trzy powszechnie wystgpujace
ziarenkowce Gram-dodatnie (Staphylococcus aureus,
koagulazo-ujemne gronkowce i enterokoki) byty odpo-
wiedzialne za 34% infekcji szpitalnych. Do najczgst-
szych patogenow Gram-ujemnych naleza: Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp. oraz
Klebsiella pneumoniae (32% zakazen szpitalnych).
Duzy problem stanowia infekcje szpitalne wywo-
fane przez szczepy wielooporne, ktorych leczenie jest
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utrudnione ze wzgladu na ograniczone mozliwos$ci
terapeutyczne. Wsrod ziarenkowcoéw Gram-dodatnich
glowny problem stanowia metycylinooporne gron-
kowece ztociste. Czgstos¢ ich wystgpowania w polskich
szpitalach jest wysoka, 5-20%. Niedawno pojawily sie
szczepy o obnizonej wrazliwos$ci na wankomycyng.
Moze to doprowadzi¢ do sytuacji, w ktorej brak bedzie
jakichkolwiek mozliwosci leczenia infekcji gronkow-
cowych. Wsréd pateczek Gram-ujemnych gltowny
problem stanowia pateczki z rodziny Enterobacteria-
ceae wytwarzajace enzymy o rozszerzonym spektrum
substratowym (ESBL) oraz wielooporne szczepy
P. aeruginosa, a takze Acinetobacter baumannii. ESBL
pojawity si¢ po raz pierwszy w Europie Zachodniej
w latach 80-tych. Pierwotnie wyizolowano je ze szcze-
pow E. coli oraz K. pneumoniae. Dzi§ obserwuje sig je
u wigkszosci gatunkow paleczek z rodziny Entero-
bacteriaceae, a takze u paleczek niefermentujacych.
Dodatkowym problemem jest wzrost zakazen oportuni-
stycznych wywolywanych przez drobnoustroje o nie-
wielkiej wirulencji, wystepujacych u oséb z upos-
ledzona odpornoscig i innymi czynnikami ryzyka
zakazenia. Jest to problem w skali §wiatowej i zdecy-
dowanie pozostaje w zwiazku z typem wykonywanych
procedur diagnostycznych leczniczych, specyfika od-
dzialu i rezimem sanitarnym [12, 19].

Waznym elementem ograniczania zakazen szpital-
nych jest prowadzenie programoéw ich kontroli maja-
cych na celu szczegdtowe poznanie drég rozprzestrze-
niania si¢ infekcji oraz potencjalnych rezerwuaréw
mikroorganizméw patogennych. Zwigkszenie intensyw-
nos$ci badan mikrobiologicznych pacjentdw i kontroli
aseptycznos$ci sprzetu medycznego oraz rygorystyczne
przestrzeganie zasad higieny pracy przez personel szpi-
talny to jedynie niektdre ze sposobdw zmniejszenia za-
grozenia zakazeniem wywolywanym przez r6znego typu
patogeny. Wazna rol¢ w ograniczaniu zakazen szpital-
nych odgrywa diagnostyka mikrobiologiczna, ktorej
celem jest jak najszybsza izolacja czynnika etiologicz-
nego, okreslenie jego wrazliwosci na leki i mechaniz-
méw opornosci, a takze weryfikacja wyniku w odnie-
sieniu do stanu klinicznego pacjenta. Laboratorium
mikrobiologiczne dostarcza takze danych o wystepo-
waniu zagrozen epidemicznych. Znajomos¢ najczesciej
wystepujacych mikroorganizméw na danym oddziale
i ich wrazliwo$ci na antybiotyki jest niezwykle cenna
wskazowka lecznicza, gdyz umozliwia zastosowanie
z duzym prawdopodobienstwem skutecznego i jedno-
cze$nie mozliwie taniego antybiotyku juz w momencie
postawienia diagnozy zakazenia bez koniecznosci ocze-
kiwania na wynik badania mikrobiologicznego.

Staly monitoring Srodowiska szpitalnego nie jest
mozliwy bez zastosowania metod diagnostycznych
gwarantujacych jednoznaczna identyfikacj¢ czynnika
chorobotwoérczego.

Obecnie w diagnostyce mikrobiologicznej znajduja
zastosowanie klasyczne metody typowania drobno-
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ustrojow oparte na analizie ich cech fenotypowych (me-
tody fenotypowe) oraz metody oparte na analizie ich
materialu genetycznego, wykorzystujace nowoczesne
techniki biologii molekularnej (metody genotypowe).
Metody fenotypowe rdznicowania drobnoustrojow
opieraja si¢ na obserwacji zewngtrznych efektow eks-
presji informacji genetycznej. Problem z jednoznaczna,
a zarazem szybka identyfikacja drobnoustrojow cho-
robotworczych za pomoca tych metod jest zwiazany
z powszechnym zjawiskiem zmienno$ci fenotypowe;j.
Z tego wzgledu szuka si¢ nowych, bardziej jedno-
znacznych metod klasyfikacji drobnoustrojow. Szcze-
g0lny nacisk ktadzie si¢ na techniki typowania mikro-
organizmow oparte o analiz¢ materiatu genetycznego.
Materiat genetyczny jest unikalny i staty dla kazdego
organizmu (niezmienny w poréwnaniu do cech feno-
typowych). Metody genotypowe znajduja coraz szer-
sze zastosowanie w diagnostyce mikrobiologicznej
(wykrywaniu, identyfikacji, réznicowaniu), a w szcze-
g6lnosci w badaniach epidemiologicznych [56]. Nie-
watpliwa zaleta metod genotypowych jest to, iz nie sa
ograniczone do Scisle okreslonej liczby organizmow;
nadaja si¢ do badania wszystkich organizmow, takze
tych, ktorych hodowla laboratoryjna jest niezmiernie
trudna lub wrecz niemozliwa. Zaleta technik moleku-
larnych w poréwnaniu z metodami klasycznymi jest
réwniez skrocenie czasu wykonywanych analiz, czg-
sto takze zmniejszenie kosztow, pracochtonnosci oraz
uniwersalno$¢ stosowanej aparatury i odczynnikow.

2. Metody genotypowe roznicowania drobnoustrojow

Roéznice pomigdzy genomami szczepdw nalezacych
do tego samego gatunku moga by¢ wynikiem rekom-
binacji genetycznych czy tez mutacji zachodzacych
podczas replikacji. Zmienno$¢ genetyczna moze by¢
badana za pomoca réznych technik biologii molekular-
nej. Tworzone sa nowe, coraz bardziej doktadne meto-
dy analizy materialu genetycznego, ale rownocze$nie
dazy si¢ do uproszczenia istniejacych juz metod diag-
nostycznych przy jednoczesnym zwigkszaniu ich
czuto$ci, wiarygodnosci, powtarzalnosci i mocy dys-
kryminacyjnej. Ponizej przedstawiono krotkie opisy
molekularnych metod réznicowania mikroorganizmow,
zar6wno juz uznanych i szeroko stosowanych w bada-
niach epidemiologicznych, jak i stosunkowo nowych,
z duzymi perspektywami stosowania w przysztosci.

2.1. Analiza restrykcyjna chromosomalnego DNA
polaczona z elektroforezg pulsowa (REA-PFGE)

Posrod wszystkich metod typowania mikroorganiz-
mow na szczegdlna uwage zastuguja metody genotypo-
we oparte na analizie catego materialu genetycznego
zawartego w komorce. W chwili obecnej za ,,ztoty stan-
dard” metod typowania drobnoustrojéw uwaza si¢ tech-
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nik¢ REA-PFGE (Restriction Enzyme Analysis — Pul-
sed Field Gel Electrophoresis). Liczba i wielkos¢ frag-
mentéw DNA uzyskanych w wyniku cigcia enzymem
restrykcyjnym zalezy od dlugos$ci sekwencji rozpozna-
nia dla zastosowanego enzymu oraz charakteru trawio-
nego DNA (% skladu par zasad GC). Stad, najczesciej
do trawienia uzywa si¢ endonukleaz rzadko tnacych.
Otrzymuje si¢ fragmenty DNA o wielkos$ci od ok. 0,5 kpz
do 1000 kpz, ktore nastepnie rozdziela si¢ elektrofore-
tycznie w zmiennym (pulsacyjnym) polu elektrycz-
nym. Rozdziat polega na wymuszonej w zaleznosci od
wielkosci zmianie kierunku wedrowki czasteczek DNA
pod wplywem zmieniajacego si¢ pola elektrycznego.
Dzigki trawieniu catego genomowego DNA, uzyskuje
si¢ wzory, bedace odzwierciedleniem strukturalnej or-
ganizacji chromosomu bakteryjnego. Potencjat r6znicu-
jacy metody jest niezwykle wysoki [88,89]. Zaleta tej
metody jest takze to, ze wszystkie szczepy namnazane
in vitro moga by¢ ta metoda typowane. Natomiast wada
jest czeste zachodzenie i pokrywanie si¢ fragmentow
DNA o zblizonej wielkosci, co tworzy trudny do zinter-
pretowania obraz elektroforetyczny. Wzory REA moga
by¢ roéwniez zaburzone fragmentami plazmidowego
DNA, izolujacego si¢ tacznie z chromosomem.

PFGE znalazto zastosowanie do r6znicowania mig-
dzy innymi szczepoéw (izolatéw) E. coli [3], vanko-
mycynoopornych enterokokow [6], S. aureus [80, 83],
P aeruginosa [32], Mycobacterium avium [4] i szcze-
poéw kompleksu Acinetobacter calcoaceticus — A. bau-
mannii [61].

Powszechne uzycie techniki REA-PFGE ograni-
czaja jednak wysokie koszty wykonania (droga apara-
tura 1 odczynniki) i dlugi czas analizy (2-3 dni).

2.2. Analiza profili plazmidowych

Analiza profili plazmidowych (PPA — Plasmid Pro-
file Analysis) jest metoda genotypowania polegajaca na
izolacji DNA plazmidowego z komorek bakteryjnych
i jego rozdziale elektroforetycznym w Zelu agarozowym
[81]. W zalezno$ci od wielkos$ci i ilo$ci plazmidow
w komorce bakteryjnej otrzymuje si¢ charakterystycz-
ne wzory plazmidowe. Trawienie DNA plazmidowego
przy uzyciu komercyjnie dostgpnych restryktaz po-
zwala na dalsze r6znicowanie szczepow na podstawie
uzyskanej roznorodnosci plazmidowych wzorow re-
strykcyjnych (REAP — Restriction Enzyme Analysis
of Plazmid DNA). Wada opisywanej metody genoty-
powania jest jej mata uniwersalno$¢. Szczepy bakte-
ryjne, ktore nie posiadaja plazmidow nie podlegaja
réznicowaniu. Ograniczeniem zastosowania analizy
profili plazmidowych w dochodzeniach epidemiolo-
gicznych jest dodatkowo zachodzacy w $rodowisku
szpitalnym szybki transfer informacji genetycznej na
drodze koniugacji. Powoduje on zasadnicze zmiany
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w otrzymanym obrazie profili plazmidowych, co moze
prowadzi¢ do postawienia btgdnej diagnozy.

Metoda ta znalazta zastosowanie w badaniu rozprze-
strzeniania si¢ lekooporno$ci wérod szczepow roéznych
bakterii oraz w epidemiologii zakazen szpitalnych [87].

2.3. Hybrydyzacja DNA-DNA

Podstawowa metoda okreslania przynaleznosci ba-
danego drobnoustroju do genotypu, oparta na iloscio-
wych podobienstwach w chromosomalnym DNA, jest
technika hybrydyzacji DNA-DNA. Gdy zdenaturowa-
ne DNA pochodzace z dwoch organizméw podda si¢
wspolnej inkubacji w odpowiednich warunkach obser-
wuje si¢ tworzenie dupleksu hybrydowego. Dla ta-
kiego dupleksu mozliwe jest okreslenie podobienstwa
sekwencji nukleotydowej na podstawie jego stopnia
reasocjacji lub stabilnosci termicznej. Hybrydyzacja
DNA-DNA jest standardem rekomendowanym dla
badan filogenetycznych. Jako genotyp w badaniach
hybrydyzacyjnych definiuje si¢ grupg szczepow bak-
teryjnych, dla ktérych poziom reasocjacji dupleksu
DNA-DNA wynosi przynajmniej 70% lub réznica sta-
bilnosci termicznej jest mniejsza niz 5°C.

Technika hybrydyzacji DNA-DNA jest metoda
bardzo czula i dlatego moze by¢ stosowana w bada-
niach dotyczacych réznicowania szczepdéw bakteryj-
nych na poziomie genomo-gatunku [68]. Wykorzystuje
si¢ ja gléwnie w badaniach naukowych i nie znalazta
jak dotad powszechnego zastosowania w rutynowych
badaniach laboratoriéw diagnostycznych.

2.4. Metody oparte o amplifikacje DNA
technika PCR

Od ponad 10 lat w rutynowej diagnostyce chordb
infekcyjnych oraz w badaniach epidemiologicznych
wzrasta zastosowanie testOw opartych na amplifikacji
kwasow nukleinowych technika PCR. W naukach me-
dycznych stosowane sa dwie podstawowe strategie
wykrywania polimorfizmu pomigdzy badanymi drob-
noustrojami wykorzystujace technike PCR: (1) analiza
zmienno$ci genowej oraz (2) analiza zmiennoS$ci ge-
nomowej. Czutos¢, specyficznos¢ i tatwos¢ wykona-
nia sprawiaja, iz rézne warianty techniki PCR powoli
staja si¢ standardowym narzedziem laboratoriéw diag-
nostyki medyczne;j.

2.4.1. Amplifikacja znanych regionéw genomu
potaczona z analiza restrykcyjna (PCR-RFLP)

Istota metody jest amplifikacja regionu DNA, o zna-
nej i specyficznej dla danego gatunku sekwencji
nukleotydowej (PCR) lub rownoczesnej amplifikacji
dwoch lub wigkszej liczby rdznych fragmentow DNA
w jednej mieszaninie reakcyjnej (multiplex-PCR). Jako
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cel molekularny amplifikacji wybiera si¢ najczesciej
geny specyficzne dla danego gatunku drobnoustroju.
Nastepnie produkty reakcji PCR poddaje si¢ trawie-
niu enzymami restrykcyjnymi, dobranymi w oparciu
o znajomos$¢ sekwencji powielonego DNA. Dzigki
temu wykrywa si¢ charakterystyczny dla badane-
go drobnoustroju polimorfizm dlugosci fragmentow
restrykcyjnych (RFLP — Restriction Fragment Length
Polimorphism) wykrywany metoda elektroforezy ze-
lowej. W przypadku, gdy sekwencja nukleotydowa
produktu PCR nie jest znana, czg¢stotliwos¢ cigcia
enzymatycznego dla danego DNA jest trudna do prze-
widzenia. Statystycznie, w przypadku DNA z zawar-
toscia par GC okoto 50%, 4-nukleotydowa sekwencja
rozpoznania powinna wystgpowac, co 256 pz, 6-nu-
kleotydowa co 4 kpz, a sekwencja 8-nukleotydowa
co 65 kpz. Produkty PCR zwykle maja wielko$¢ do
okoto 2 kpz, stad wybor restryktaz z 4-nukleotydowa
sekwencja rozpoznania jest najbardziej uzasadniony.
O diagnostycznej przydatno$ci danego enzymu restryk-
cyjnego decyduja ostatecznie wyniki otrzymane na pod-
stawie przeprowadzonych eksperymentow.

Technika PCR-RFLP mozna réznicowaé¢ drobno-
ustroje na poziomie gatunkoéw lub podgatunkéw, np.
Xanthomonas campestris [59], P. aeruginosa [9],
Streptococcus defectives [10], Streptococcus adjacens
[10], Listeria [39], Borrelia [5], Campylobacter [37],
czy Acinetobacter [50, 71, 72]. Metoda ta jest uzytecz-
na rowniez do roznicowania pomiedzy szczepami jed-
nego gatunku w badaniach epidemiologicznych.

Najbardziej uzyteczna odmiang techniki PCR-RFLP
jest rybotypowanie, czyli analiza gendéw kodujacych
rybosomalne RNA, zlokalizowanych w operonach rrn,
obecnych we wszystkich organizmach bakteryjnych.
Sekwencja nukleotydowa tych genow charakteryzuje
si¢ wysokim stopniem zakonserwowania ewolucyjne-
go. Geny kodujace poszczegodlne rodzaje rRNA roz-
dzielone sa regionami polimorficznymi, ktore charak-
teryzuja si¢ wysokim zréznicowaniem pod wzgledem
sekwencji 1 wielkosci. Te cechy genow rDNA czynia
z nich znakomity zegar molekularny do studiéow nad
pokrewienstwem filogenetycznym nawet odleglych od
siebie organizmow.

W badaniach diagnostycznych stosuje si¢ kilka me-
tod rybotypowania wykorzystujacych roézne regiony
operonu rrn jako cele molekularne w reakcji PCR:
(1) amplifikacj¢ polimorficznego regionu pomigdzy
genami kodujacymi 16S i 23S rRNA, (2) amplifikacje
zmiennego regionu wewnatrz genu kodujacego 16S
rRNA, (3) amplifikacje regionu zawierajacego geny
kodujace 16S 1 23S rRNA oraz fragmentu polimorficz-
nego pomigdzy nimi, (4) amplifikacj¢ regionu koduja-
cego tRNA, (5) analize sekwencyjna genu kodujacego
16S rRNA. Amplifikacja technika PCR taczona jest bar-
dzo czesto z analiza restrykcyjna (ARDRA — Ampli-
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fied Ribosomal DNA Restriction Analysis), co dodat-
kowo zwigksza mozliwosci réznicujace metody. Iden-
tyfikacja drobnoustrojow dzigki zastosowaniu ARDRA
staje si¢ relatywnie prosta i nie wymaga kosztowne;j
aparatury. Rybotypowanie zostalo wykorzystywane
m.in. do réznicowania szczepoéw (izolatow) takich
bakterii jak: Acinetobacter [17, 28, 49, 82, 94, 98],
P aeruginosa [32], Enterococcus faecium [33, 55],
Serratia marcesens [7], Listeria monocytogenes [39].
W typowaniu i dochodzeniach epidemiologicznych
zakazen szpitalnych mozna wykorzysta¢ rowniez od-
miang metody PCR-RFLP oparta o amplifikacje frag-
mentu genu recA i cigeiu produktow reakcji enzymami
restrykcyjnymi (recA-PCR/RFLP). Sekwencja nukleo-
tydowa genu recA poznana jest u szerokiej gamy drobno-
ustrojow. Metoda ta znalazta zastosowanie do identyfi-
kacji genotypdw bakterii z rodzaju Acinetobacter [50,
52, 57]. Metoda recA-PCR/RFLP ze wzgledu na szyb-
kos$¢, tatwos¢ wykonania i szerokie spektrum roéznico-
wania genotypow Acinetobacter spp. okazuje si¢ by¢
najlepszym sposrdd obecnie znanych diagnostycznych
testow identyfikacyjnych opisanych dla tego rodzaju.

2.4.2. Wykorzystanie sekwencji repetytywnych
w genotypowaniu bakterii

Réznice w wielkoS$ci oraz liczbie kopii repetytyw-
nych fragmentéw DNA sa podstawa roznicowania
metoda Rep-PCR. Regiony takie najwcze$niej zostaty
odkryte i opisane u Enterobacteriacae. Przyktady sta-
nowia 38-nukleotydowe sekwencje REP (ang. Repeti-
tive Extragenic Palindromic Elements) u E. coli lub
126-nukleotydowe sekwencje ERIC (Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus), charakterystyczne
dla genomow bakterii Gram-ujemnych [30, 38, 86].
Amplifikacja ze starterami (jednego, pary lub kilku
par) komplementarnymi do powtarzajacych si¢ ele-
mentow DNA, pozwala na otrzymanie duzej ilo$ci
produktow o zroéznicowanych dtugosciach. Rep-PCR
ze starterami opartymi na sekwencjach REP i ERIC
z powodzeniem zostato wykorzystane do réznicowania
szczepow Bartonella [ 78], Bacillus subtilis [97], Citro-
bacter diversus [34], Enterobacter aerogenes [27], Rhi-
zobium meliloti [13], metycylino-opornych S. aureus
[14], Streptococcus pneumoniae [96], A. baumanii [16],
Legionella pneumophila [26), Helicobacter pylori [58],
Neisseria gonorrhoeae [ 73], N. meningitidis [99].

W minionych latach dzigki sekwencjonowaniu ge-
nomow dokonal si¢ znaczacy postep w typowaniu
drobnoustrojow z wykorzystaniem sekwencji VNTR
(Variable Number Tandem Repeat) [92]. Sa to krotkie
sekwencje nukleotydowe, powtarzajace si¢ wiele razy,
aich liczba w danym regionie VNTR jest indywidualna
cecha mikroorganizmu. Przy pomocy techniki PCR
poddaje si¢ amplifikacji te regiony DNA (z uzyciem
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odpowiednio dobranych starterow — flankujacych se-
kwencj¢ VNTR), otrzymujac dla badanych izolatow
charakterystyczne profile elektroforetyczne produk-
tow PCR [35]. Na tej podstawie opracowano nowe
metody réznicowania drobnoustrojow, takich jak np.:
S. aureus [76], Bacillus anthracis [45], H. pylori [63],
Yersinia pestis [48,1], Haemophilus influenzae [91],
Mycobacterium tuberculosis [25] czy Francisella
tularensis [22]. Okazuje sig tez, ze liczba powtorzen
w pewnych sekwencjach VNTR ma wptyw na pato-
genno$¢ bakterii, ktdra wzrasta¢ moze z ilo$cia powta-
rzajacych si¢ podjednostek [24, 67]. Istotny jest réw-
niez fakt wysokiej konserwatywnos$ci regiondéw VNTR.
Sekwencje te wykazuja podatno$¢ na zmiany mutacyj-
ne. Delecje i duplikacje powtarzajacych si¢ podjednos-
tek oraz mutacje punktowe spowodowaty obserwowa-
na obecnie roznorodnos¢ sekwencji VNTR [85].

W odpowiedzi na panujaca epidemig wielolekoopor-
nej gruzlicy na §wiecie i zwiazana z nig liczbg zgonow
(ok. 2 mln ludzi rocznie, dane WHO) widoczny jest
znaczacy postgp w opracowaniu nowych metod geno-
typowania M. tuberculosis complex, uzytecznych w ba-
daniach epidemiologicznych gruzlicy prowadzonych na
skalg $wiatowa. Do najwigkszych osiagnig¢ zaliczy¢
nalezy metody oparte o analizg sekwencji powtarzaja-
cych si¢ typu DR (Direct Repeats). Sekwencje powta-
rzajace si¢ typu DR wystepujace na przemian z sekwen-
cjami zmiennymi o statej dtugosci 25 nukleotydéw po
raz pierwszy opisano w pracy Groenena i wsp.
[31]. W oparciu o nie, Kamerbeek 1 wsp. [41]
opracowali metod¢ genotypowania M. tuberculosis
complex o nazwie ,,spoligotyping”, wzorujac si¢ na
technice Reverse Line Blot (RLB) Hybridisation [43].
Metoda ,,spoligotyping” charakteryzuje si¢ wysoka
prostota wykonania i wysoka powtarzalnoscia, co ma
zasadnicze znaczenie w zbiorczej analizie wynikoéw
genotypowania M. tuberculosis complex w referencyj-
nych osrodkach w kraju i na $wiecie [54]. W metodzie
tej wykorzystuje si¢ dwie sekwencje starterowe Dra
i Drb specyficzne do sekwencji powtarzajacej sig,
z ktorych jedna znakowana jest biotyna. Po reakcji
PCR mozliwe jest wykrywanie rejonéw zmiennych
z uzyciem metody hybrydyzacji w polaczeniu z detek-
cja metoda chemiluminescencji, tzw. sekwencji zmien-
nych wystepujacych pomiedzy powtarzajaca si¢ se-
kwencja typu DR.

2.4.3. PCR fingerprinting

Istnieje wiele réznorodnych metod okreslanych
wspolna nazwg PCR fingerprinting, ale zasadniczo
wszystkie posiadaja jeden cel — powielenie polimorficz-
nych regionow DNA w reakcji PCR z zastosowaniem
starterow o zwykle dowolnej sekwencji lub starterow
racjonalnie zaprojektowanych. Startery w sposob spe-
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cyficzny hybrydyzuja w komplementarnych regionach
DNA matrycowego. Jesli przytaczenie pary starterow
nastapi w odpowiedniej orientacji 1 odpowiedniej
odleglosci nastgpuje amplifikacja produktu charakte-
rystycznego dla badanego gatunku lub szczepu.

Techniki PCR fingerprinting charakteryzuje duza
roznorodno$¢ rozwiazan technicznych. W typowaniu
duzej liczby drobnoustrojow zastosowanie znalazty ta-
kie odmiany techniki PCR fingerprinting jak RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), AP-PCR
(Arbitrary Primed PCR) oraz DAF (DNA Amplifica-
tion Fingerprinting). Wymienione metody rdznia si¢
od siebie tylko dlugoscia stosowanych starterow, ktora
dla RAPD wynosi 9-10 nt, dla AP-PCR 18-32 nt,
a dla DAF 5-15 nt. Kroétkie startery o dowolnie dobra-
nej sekwencji przylaczaja si¢ w sposdb mato specy-
ficzny w r6znych miejscach chromosomalnego DNA.
Najbardziej efektywnie zwiazane z matryca pary star-
terow konkuruja ze soba w procesie amplifikacji, dzig-
ki czemu otrzymuje si¢ tzw. odcisk palca (fingerprint),
ztozony z roznej ilosci 1 wielkosci produktéw PCR
(od kilku do ponad 100, w zakresie od ok. 100 do
2000 pz). Elektroforetyczny rozdzial produktow w zelu
poliakrylamidowym pozwala na uwidocznienie rdznic
pomigdzy badanymi szczepami drobnoustrojow w po-
staci roznic w profilach elektroforetycznych.

Sposrod wszystkich wspomnianych technik okres-
lanych wspolna nazwa PCR fingerprinting najchgtnie;j
1 najczesciej stosowana w diagnostyce jest RAPD.
Dzigki szybkosci i prostocie wykonania, duzej czulosci
i mocy dyskryminacyjnej RAPD znalazta zastosowa-
nie w monitoringu epidemii i infekcji wywolywanych
przez endemiczne szczepy drobnoustrojow chorobo-
tworczych. Niestety okazuje sig, iz metoda ta jest bar-
dzo podatna na subtelne zmiany takich czynnikow jak:
stezenie starteroOw, stezenie i jako$¢ matrycowego
DNA, warunki elektroforezy oraz rodzaj uzywanej po-
limerazy termostabilnej. Skutkiem tego zjawiska jest
mata powtarzalno$¢ przeprowadzanych eksperymen-
tow, w szczegolnosci w skali miedzylaboratoryjne;.

Technike PCR-fingerprinting wykorzystano do r6z-
nicowania migdzy innymi 4. baumannii [75], H. pylori
[2], P. mirabilis [ 7], Haemophilus somnus [70], Lepto-
spira sp. [74], S. aureus [80], L. pneumophilia [90],
E. faecium [79] 1 Serratia marcescens [53], Histoplas-
ma capsulatum [46], Candida albicans [60].

2.4.4. Sekwencjonowanie genow

Okreslenie sekwencji nukleotydowej genéw wielo-
krotnie powtorzonych w genomie bakteryjnym dla
réznych szczepow jest niezawodna i fatwa w interpre-
tacji metoda, ale wymaga odpowiedniego warsztatu
laboratoryjnego. Znaczenie analizy sekwencyjnej jako
metody typowania szybko wzrasta ze wzgledu na szybki
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rozw6j metod sekwencjonowania. Przypuszcza sig, iz
w przysztosci sekwencjonowanie genow stanie si¢ tech-
nika stosowana rutynowo w laboratoriach diagnostycz-
nych zajmujacych si¢ badaniami epidemiologicznymi.

Jedna z najnowszych metod sekwencyjnych - MLST
(Multi Locus Sequence Typing), polega na sekwen-
cjonowaniu fragmentéw najczesciej siedmiu genow
niezbgdnych do utrzymania metabolizmu komorkowe-
go (housekeeping genes) [62]. Duza zaleta tej metody
jest mozliwos¢ stworzenia bazy danych sekwencyj-
nych, ktéra pozwoli laboratoriom na calym $wiecie
weryfikowaé otrzymane wyniki.

Metod¢ MLST zastosowano migdzy innymi do roz-
nicowania szczepow i badania zaleznosci klonalnych
N. meningitidis [62] Campylobacter sp. [66] 1 S. pneu-
moniae [21]. Sekwencjonowanie genéw znalazto row-
niez zastosowanie w typowaniu Staphylococcus aureus.
Dzigki MLST rozréznia si¢ szczepy MRSA i MSSA
[20], a sekwencjonowanie 3’-koncowego regionu genu
coa, kodujacego koagulaze, wykorzystuje si¢ w bada-
niach nad ustalaniem drog rozprzestrzeniania szczepow
metycylinoopornych w §rodowisku szpitalnym [42].

2.5. Techniki oparte o ligacje
adaptorow oligonukleotydowych

Metody oparte na analizie calego materiatu ge-
netycznego poprzez amplifikacje fragmentow restryk-
cyjnych z dotaczonymi do nich adaptorami oligo-
nukleotydowymi znajduja coraz szersze zastosowanie
w badaniach epidemiologicznych. Do amplifikacji
uzywa sig starterow specyficznych do sekwencji adap-
tora (linkera). W ten sposob wszystkie fragmenty
DNA, ktore sa zwiazane z oligonukleotydowymi lin-
kerami moga by¢ potencjalnie amplifikowane.

Do metod wykorzystujacych adaptory w reakcji
PCR naleza: AFLP (Amplified Fragment Length Po-
lymorphism), IRS-PCR (Infrequent Restriction Site
PCR), ADSRRS (Amplification of DNA Fragments
Surrounding Rare Restriction Sites) oraz PCR MP
(PCR Melting Profiles). Kazda z tych metod oparta
jest na selektywnej amplifikacji ograniczonej repre-
zentacji genomu bakteryjnego.

2.5.1.AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism)

AFLP jest technika analizy catego genomowego
DNA oparta na selektywnej amplifikacji PCR odpo-
wiednio przygotowanych fragmentéw otrzymanych na
drodze enzymatycznego trawienia DNA genomowego.
Strategia metody ztoZona jest z czterech podstawowych
etapow: (1) trawienia catkowitego DNA komorkowe-
go z zastosowaniem dwoch racjonalnie dobranych en-
zymoOw restrykcyjnych, (2) reakcji ligacji otrzymanych
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fragmentdéw z odpowiednio zaprojektowanymi adapto-
rami, (3) selektywnej amplifikacji produktéw ligacji
z zastosowaniem dwoch starteréw homologicznych do
sekwencji adaptor-miejsce restrykcyjne, (4) elektrofo-
rezy produktéw amplifikacji i autoradiografii otrzyma-
nych rozdziatéw elektroforetycznych. Startery uzyte do
amplifikacji zawieraja sekwencj¢ DNA homologiczna
do adaptora i zawieraja od jednej do dwoch selektyw-
nych zasad na koncu 3’. Te selektywne nukleotydy po-
zwalaja na wybidrcza amplifikacje tylko pewnej puli
fragmentow restrykcyjnych genomowego DNA. AFLP
okazuje si¢ by¢ znakomitym narze¢dziem réznicowania
mikroorganizmow, charakteryzujacym si¢ wysoka po-
wtarzalno$cia duza sita dyskryminacji badanych mikro-
organizmo6w. Dzigki swojej uniwersalno$ci, powtarzal-
nosci i stosunkowo prostemu wykonaniu metoda AFLP
znalazta duze zastosowanie w genotypowaniu blisko
spokrewnionych szczepoéw bakteryjnych [16, 29, 40,
49]. Modyfikacje AFLP zmierzaja w kierunku uprosz-
czenia procedury badawczej — SE-AFLP (Single Enzy-
me AFLP) [95], zwigkszenia mocy dyskryminacyjnej
metody — TE-AFLP (Three Enzyme AFLP) [93] oraz
ulatwienia sposobu wizualizacji otrzymywanych wy-
nikéw — FB-AFLP (Fluorescence-Based AFLP) [49].

2.5.2. IRS-PCR (Infrequent Restriction Site PCR)

Metoda IRS-PCR wykorzystuje do analizy cate ge-
nomowe DNA, powstale w wyniku trawienia enzyma-
mi restrykcyjnymi: rzadko tnacym — pozostawiajacym
5’ wiszace konce i czgsto thacym, pozostawiajacym 3’
wiszace konce (w metodzie AFLP obie restryktazy
daja 5° wiszace konce). Stosuje si¢ adaptory oligonu-
kleotydowe, ktore sa ligowane do lepkich koncow
fragmentow restrykcyjnych. Kazdy z nich sklada si¢
z oligonukleotydu pomocniczego i ligowanego. W tech-
nice IRS-PCR amplifikacja fragmentow restrykcyjnych
uzalezniona jest od obecno$ci miejsca wigzania dla
starterow. Dodatkowo redukcja liczby amplifikowanych
fragmentow jest osiagni¢ta przez dodanie jednego se-
lektywnego nukleotydu do startera. Technika znalazta
zastosowanie m.in. w r6znicowaniu klinicznych izola-
tow A. baumannii 1 S. marcescens [100], L. pneumo-
phila [77], L. monocytogenes [23]. IRS-PCR jest po-
wtarzalna 1 porownywalna z PFGE, ale jednocze$nie
szybsza i tatwiejsza w wykonaniu [77]. Potencjat roz-
nicujacy tej metody w niektorych przypadkach moze
by¢ wyzszy niz osiagany metoda RAPD [23].

2.5.3. ADSRRS (Amplification of DNA Surrounding
Rare Restriction Sites)

ADSRRS jest metoda genotypowania oparta na am-
plifikacji wybranych fragmentow DNA otaczajacych
miejsca restrykcyjne dla enzymow restrykcyjnych rzad-



DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA W ZAKAZENIACH SZPITALNYCH

ko tnacych i zjawisku supresji reakcji PCR [15, 64].
W wyniku supresji PCR powstaje znacznie zreduko-
wana liczba produktow amplifikacji. Jest to mozliwe
dzieki racjonalnie zaprojektowanej sekwencji uzytych
starteréw oraz odpowiednio przygotowanej do reakcji
PCR matrycy. Catkowite DNA genomowe poddaje si¢
trawieniu dwoma enzymami restrykcyjnymi pozosta-
wiajacymi lepkie konce. Dla jednego z nich sekwencja
rozpoznania wystgpuje setki razy w badanym genomie
(restryktaza czgsto tnaca), a dla drugiego kilkadziesiat
razy rzadziej (restryktaza rzadko tnaca). W wyniku tra-
wienia enzymatycznego otrzymuje si¢ mieszaning pro-
duktow, w ktorej najwigkszy jest udziat produktow za-
konczonych z obu stron lepkimi koficami powstatymi
na skutek trawienia genomu enzymem czg¢sto tnacym.
Druga, co do liczebnosci grupg produktow stanowia
fragmenty genomowego DNA zakonczone dwoma roz-
nymi, lepkimi koncami, z ktoérych jeden powstat w wy-
niku trawienia enzymem czgsto tnacym, a drugi rzadko
tnacym. Trzecia, najmniej liczna grupe, stanowia pro-
dukty trawienia enzymatycznego powstate w wyniku
cigcia genomu enzymem rzadko tnacym. Nastgpnie
otrzymane produkty trawienia enzymatycznego podda-
je sig reakc;ji ligacji z odpowiednio zaprojektowanymi
adaptorami oligonukleotydowymi. Stosuje si¢ dwa
rodzaje adaptorow o roznej dtugosci (adaptor ,,krotki”
i adaptor ,,dtugi”), a kazdy z nich jest zbudowany
z dwoch oligonukleotydow: pomocniczego i ligowa-
nego. W wyniku reakcji ligacji otrzymuje si¢ trzy typy
fragmentow DNA, z przylaczonymi na 5° koncu:
(1) dwoma adaptorami ,,krotkimi” (przy miejscach cig-
cia enzymu rzadko tnacego), (2) dwoma adaptorami
,,dtugimi” (przy miejscach cigcia enzymu czesto tna-
cego), (3) dwoma réznymi adaptorami. Produkty
reakcji ligacji poddaje si¢ nastepnie amplifikacji PCR
z zastosowaniem odpowiednio zaprojektowanych star-
terow. Pierwszym etapem reakcji PCR jest wypeknia-
nie 3’ koncow produktow reakcji ligacji przez termo-
stabilng polimerazg¢ DNA. Po etapie wypelniania
przeprowadza si¢ kilkanascie cykli reakcji PCR. Pro-
dukty reakcji ligacji zawierajace sekwencj¢ adaptora
,,dlugiego” na jednym koncu i sekwencj¢ komplemen-
tarng na drugim nie ulegaja amplifikacji ze wzgledu
na preferowana wewnatrz czasteczkowa hybrydyzacje
fragmentoéw homologicznych. Tworzy si¢ tzw. ,,struk-
tura rakiety tenisowej”. W ten sposob ograniczony
zostaje proces zewnatrz czasteczkowej hybrydyzacji
ze starterem. Amplifikacji ulegaja natomiast czasteczki
DNA zakonczone dwoma réznymi adaptorami oraz
dwoma identycznymi, krotkimi adaptorami. W pierw-
szym przypadku hybrydyzacja wewnatrz czasteczkowa
odcinkow DNA nie nastgpuje ze wzgledu na brak
mozliwo$ci tworzenia ,,struktury rakiety tenisowej”.
W drugim przypadku powstaje ,,struktura rakiety teni-
sowej”, ktora jest jednakze niestabilna w temperaturze
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reakcji 1 zachodzi prawidlowy proces amplifikacji.
W wyniku opisanych procesow, amplifikacji ulega
tylko niewielka czg$¢ populacji produktéw znajduja-
cych si¢ w mieszaninie reakcyjnej. Otrzymane produk-
ty poddaje sig rozdzialowi elekroforetycznemu w zelu
poliakrylamidowym. Dzigki niewielkiej liczbie genero-
wanych produktéw latwa staje si¢ interpretacja otrzy-
manego elektroforogramu. Metoda ADSRRS posiada
kilka zalet, do ktorych zaliczy¢ nalezy: (1) nie wymaga
znajomosci analizowanej sekwencji, (2) uzyskane wy-
niki moga by¢ latwo przeanalizowane na zelu polia-
kryloamidowym po wybarwieniu bromkiem etydyny,
(3) raz ustalony adaptor i enzym moze by¢ stosowany
do analizy DNA gatunkéw spokrewnionych ze soba,
(4) produkt PCR moze by¢ bezposrednio izolowany
z zelu poliakryloamidowego i sekwencjonowany. Opie-
rajac si¢ na dotychczasowych badaniach mozna uznac¢,
ze metoda ta taczy w sobie sit¢ dyskryminacyjna me-
tod PFGE oraz AFLP, jednakze jest mniej kosztowna
i tatwiejsza technicznie. Metoda ta zostata z powo-
dzeniem zastosowana do badan epidemiologicznych
zakazen szpitalnych 4. baumanni, E. faecium [51] oraz
S. marcescens [53].

2.6. Metody oparte na whasciwosciach topnienia DNA

2.6.1.Elektroforeza w gradiencie denaturujacym
(DGGE —Denaturing Gradient Gel Electrophoresis;
TGGE — Temperature Gradient Gel Electrophoresis)

Powielone technika PCR fragmenty DNA nanosi
si¢ na zel poliakryloamidowy, w ktorym uformowany
jest rosnacy gradient czynnika denaturujacego (mocz-
nik, formamid) lub temperatury [69]. Jednoniciowe
czasteczki DNA charakteryzuja si¢ zredukowana
ruchliwoscia elektroforetyczng (retardacja) po osiag-
nigciu swojego punktu denaturacji. Pozwala to na roz-
dziat fragmentéw DNA, ktére w formie dwuniciowej
maja jednakowa ruchliwosé, ale roéznia si¢ w wiasci-
wosciach topnienia. Metoda ta pozwala na r6znicowa-
nie nawet takich fragmentow DNA, ktorych roznica
dotyczy pojedynczych zasad analizowanej sekwencji
(np. wykrywanie obecno$ci mutacji punktowych).

2.6.2. Technika SSCP (Single Strand Conformation
Polymorphism)

Produkty PCR sa poddawane denaturacji i szybko
chtodzone (powstaja jednoniciowe czasteczki DNA-
ssDNA)), a nastgpnie poddawane elektroforezie na
niedenaturujacym zelu poliakryloamidowym. Czastecz-
ki ssDNA o takiej samej dtugosci moga tworzy¢ rdzne
struktury II rzgdowe, wynikajace z réznic w sekwencji
nukleotydowej, co objawia si¢ ré6zna szybkos$cia ich
migracji elektroforetycznej. Ograniczeniem tej metody
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jest rozmiar analizowanego produktu do 400 pz. SSCP
moze mie¢ zastosowanie do analizy mutacji opornos-
ci na antybiotyki [11]. Metoda jest powtarzalna, ale
charakteryzuje si¢ nizszym potencjatem réznicujacym
niz AFLP czy PFGE [36]. Charakteryzuje si¢ rowniez
wysokim stopniem trudno$ci wykonania i wysokimi
kosztami.

2.6.3. PCR MP (PCR Melting Profiles)

Metoda PCR MP oparta jest na ligacji adaptora dla
wykreowania miejsc wiazacych starter w reakcji PCR
i na réznicach w temperaturach topnienia DNA am-
plifikowanych fragmentéw restrykcyjnych. Procedura
sktada si¢ z czterech etapow: (1) trawienia genomo-
wego DNA jednym enzymem restrykcyjnym dajacym
konce wiszace 5°, (2) ligacji adaptora, (3) wypeknienia
koncow 5’ fragmentéw niosacych potencjalne miejsca
wigzania startera oraz (4) reakcji PCR. Ograniczona
reprezentacj¢ genomu w postaci produktow PCR uzy-
skuje si¢ poprzez selektywna amplifikacje tylko tych
fragmentow DNA, ktore ulegaja denaturacji przy za-
danej temperaturze etapu denaturacji reakcji PCR.
Liczba amplifikowanych fragmentow DNA w PCR
MP zalezy od zastosowanej temperatury na etapie de-
naturacji. Otrzymane profile z zastosowaniem PCR
MP pozwalaja na porownanie wewngtrznego profilu
w reakcji PCR dla pojedynczego szczepu, badz rozni-
cowanie szczepow bakteryjnych na bazie wystandary-
zowanej temperatury denaturacji w reakcji PCR [65].

2.6.4. Real-time PCR

Technika Real-time PCR jest obecnie bardzo popu-
larng technika detekcji kwaséw nukleinowych, w szcze-
g6lnosci w wykrywaniu mutacji, w genotypowaniu oraz
w analizie ilo§ciowej. Podczas reakcji Real-time PCR
ilo$¢ amplifikowanego DNA monitorowana jest przez
uzycie r6znych technik fluorescencyjnych. Pozwala to
na wykrycie juz na poczatku reakcji PCR pojedyn-
czych czasteczek matrycy, co w innych technikach
PCR nie jest mozliwe. Wiele barwnikéow fluorescen-
cyjnych (np. Sybr Green I) bardzo silnie wiaze si¢ do
dwuniciowego DNA i kiedy wzrasta ilo§¢ produktow
PCR nastgpuje jednoczesnie wzrost fluorescencji.
Sybr Green nie wiaze si¢ do zdenaturowanej matrycy,
dopiero po przytaczeniu startera i utworzeniu struktury
dwuniciowej pojawia si¢ fluorescencja, a wzmacnianie
si¢ fluorescencji nastgpuje w miar¢ wydtuzania pro-
duktu PCR. Aby unikna¢ problemu kontaminacji wy-
znacza si¢ krzywa topnienia dla matrycy oraz dla kon-
troli negatywnej (Tm zalezy $cisle od sktadu zasad
oraz dtugosci badanej czasteczki DNA, jest wigc cha-
rakterystyczna dla wybranej matrycy). Mozna rowniez
zmierzy¢ denaturacj¢ amplifikowanego DNA; gdy tem-
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peratura stopniowo rosnie dwuniciowe czasteczki to-
pia sig, a barwnik Sybr Green I jest usuwany i sygnat
fluorescencji obniza si¢ [18]. Urzadzenia, jak Light
Cycler i Opticon, moga funkcjonowac jako fluorymetr
umozliwiajacy wyznaczenie profilu topnienia DNA.
Nie jest konieczna analiza produktéw PCR na Zelach
elektroforetycznych.

Gdy zalezy nam na detekcji specyficznych sekwen-
cji amplifikowanego DNA do znakowania nalezy uzy¢
oligonukleotydéw znakowanych fluorescencyjnie. Wy-
korzystuje si¢ wowczas zjawisko zwane FRET (Fluo-
rescence Resonance Energy Transfer) [84]. Zjawisko to
polega na przekazywaniu energii z jednej czasteczki
fluoroforu (donora) do drugiej (akceptora). Jezeli do-
nor (reporter) i akceptor znajduja si¢ w niewielkiej
odlegtosci, wowczas akceptor tlumi fluorescencje
(quencher — wygaszacz). Fluorescencja pojawi si¢
dopiero, gdy wygaszacz i reporter znajda si¢ w pew-
nej odleglosci. Istnieja tez czasteczki akceptorowe
(TAMRA, DABACYL), ktore dzialaja na odwrot.
Fluoryzuja po pobraniu energii od sasiadujacego ak-
ceptora, a nie wykazuja §wiecenia, jezeli ich odleglosé¢
od akceptora jest duza.

Real-time PCR jest metoda bardzo czuta, wymaga
niewielkich ilosci DNA do analizy. Poprzez wtas-
ciwy wybor celu molekularnego amplifikacji mozna
zroznicowaé odlegle taksonomicznie jednostki, jak
réwniez przeprowadzi¢ rdéznicowanie na poziomie
szczepu [44, 47].

3. Whnioski koncowe

Dzigki dynamicznemu rozwojowi technik biologii
molekularnej trwa ciagly proces rozwoju i doskonale-
nia metod typowania molekularnego. Niestety, wsrod
opisanych w literaturze i stosowanych rutynowo me-
tod réznicowania drobnoustrojow trudno jest znalez¢é
metodg idealna. Mozna jedynie pokusi¢ si¢ o ustalenie
cech, jakimi powinna si¢ ona charakteryzowaé. Sa
to takie cechy jak: (1) duza moc dyskryminacyjna
(uniwersalno$¢, a zarazem specyficzno$¢ metody),
(2) jednoznaczno$¢ otrzymywanego wyniku, (3) pro-
stota wykonania (brak potrzeby stosowania wyrafino-
wanej aparatury), (4) szybkos¢ analizy (relatywnie
krotki czas analizy), (5) odtwarzalno$¢ wynikow
w skali migdzylaboratoryjnej. Porownanie najczgscie;
stosowanych metod roznicowania drobnoustrojow pod
wzgledem kryteriow ich przydatnosci do badan epide-
miologicznych przedstawiono w Tabeli I.

W chwili obecnej za ,,zloty standard” wérdéd metod
typowania drobnoustrojow uwaza si¢ technik¢ PFGE
oraz metody oparte na hybrydyzacji DNA-DNA. Jed-
nakze ze wzgledu na trudnosci techniczne i kosztow-
no$¢ przeprowadzanych eksperymentéw poszukuje si¢
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Tabela I
Poréwnanie najczgsciej stosowanych metod roznicowania drobnoustrojow
Poten- |Powtarzalno$¢|Powtarzalno§¢| Latwos¢ | Latwos¢ w |Czas wy- Koszty
Metoda cjal réz- migdzy- wewnatrz- w zasto- |interpretacji| konania Koszty jednostkowe
nicujacy | laboratoryjna | laboratoryjna | sowaniu | wynikow | (dni) catkowite testu

PFGE wysoki | wysoka wysoka $rednia $rednia 3 wysokie wysokie/§rednie
PCR-RFLP $redni | wysoka wysoka fatwy latwy 1 $rednie niskie
Rep-PCR wysoki | $rednia wysoka fatwy fatwy 1 $rednie niskie
RAPD wysoki | niska $rednia fatwy $rednia 1 $rednie niskie
AFLP wysoki | wysoka wysoka $rednia $rednia 1-2 wysokie $rednie
IRS-PCR wysoki | wysoka wysoka $rednia fatwa 1-2 $rednie nieokreslono
ADSRRS wysoki | wysoka wysoka $rednia latwa 1-2 $rednie nieokreslono
DGGE,TGGE | $redni | nieokre$lono | wysoka $rednia $rednia 1 $rednie/wysokie | nieokreslono
SSCP wysoki | nieokre§lono | wysoka $rdnia $rednia 2 Srednie/wysokie | §rednie
PCR-MP wysoki | nieokreslono | wysoka $rednia fatwa 2 $rednie nieokreslono
Real-time PCR | $redni | nieokreslono | wysoka $rednia $rednia 1 wysokie wysokie/$rednie

ciagle nowych rozwiazan. Bardziej powszechne i do-
stgpne okazuja si¢ by¢ oparte na technice PCR metody
RAPD i AFLP. Charakteryzuja si¢ one duza moca dys-
kryminacyjna, jednakze, stosunkowo mata powtarzal-
nos¢ w skali migdzy-laboratoryjnej (RAPD) i czgsto
trudna analiza otrzymanych wynikow (AFLP) sktania
do poszukiwania nowych rozwiazan, pozbawionych
wspomnianych wad. Najczesciej modyfikacje zmierzaja
w kierunku udoskonalania sprawdzonych, wiarygod-
nych metod analizy lub stosowania tzw. technik taczo-
nych, co ma stuzy¢ zwigkszeniu mocy réznicowania,
a tym samym uniwersalnosci stosowanej metody. Przy-
ktadem tego typu techniki jest ADSRRS. taczy on
w sobie sitg dyskryminacyjna metod PFGE oraz AFLP.
Wybidreza amplifikacja, bedaca wynikiem supresji PCR,
prowadzi do generacji niewielkiej liczby produktow, co
pozwala na tatwa interpretacje otrzymanych wynikow.
Mozliwa dzigki zastosowaniu tej techniki komplekso-
wa, wiarygodna i jednoznaczna identyfikacja patogenu
na poziomie szczepu (izolatu) moze znalez¢é szerokie
zastosowanie w badaniach czynnikow etiologicznych
wywolujacych zakazenia szpitalne, a w szczegolnosci
w monitorowaniu infekcji endemicznych.
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