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1. Wstêp

Zaka¿enia szpitalne s¹ przyczyn¹ wielu zgonów,
przed³u¿onego leczenia i rekonwalescencji, co poch³a-
nia ogromne ilo�ci pieniêdzy. Dane oparte na prospek-
tywnych badaniach sugeruj¹, ¿e bezpo�rednia umie-
ralno�æ pacjentów z zaka¿eniami szpitalnymi wynosi
10%, a po�rednia 30%. Wed³ug danych Polskiego
Towarzystwa Zaka¿eñ Szpitalnych procent zaka¿eñ
szpitalnych w Polsce wynosi 3�7%.

W erze przedantybiotykowej g³ówne problemy w za-
ka¿eniach szpitalnych stwarza³y ziarenkowce Gram-
dodatnie: Streptococcus pyogenes i Staphylococcus
aureus. Kumulacja problemów zwi¹zanych z gronkow-
cem z³ocistym wyst¹pi³a w latach 1940�1950 i ogarnê-
³a ca³y �wiat. W latach 70-tych do nabra³y znaczenia

pa³eczki Gram-ujemne, szczególnie Pseudomonas aeru-
ginosa oraz Enterobacteriaceae. W koñcu lat 80-tych
i na pocz¹tku 90-tych do u¿ycia wesz³o wiele skutecz-
nych leków o aktywno�ci przeciw pa³eczkom Gram-
ujemnym. W tym okresie nasili³ siê problem zaka¿eñ
wywo³ywanych przez metycylinooporne gronkowce
z³ociste (MRSA) i wankomycynooporne enterokoki
(VRE). W latach 90-tych trzy powszechnie wystêpuj¹ce
ziarenkowce Gram-dodatnie (Staphylococcus aureus,
koagulazo-ujemne gronkowce i enterokoki) by³y odpo-
wiedzialne za 34% infekcji szpitalnych. Do najczêst-
szych patogenów Gram-ujemnych nale¿¹: Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp. oraz
Klebsiella pneumoniae (32% zaka¿eñ szpitalnych).

Du¿y problem stanowi¹ infekcje szpitalne wywo-
³ane przez szczepy wielooporne, których leczenie jest
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utrudnione ze wzgl¹du na ograniczone mo¿liwo�ci
 terapeutyczne. W�ród ziarenkowców Gram-dodatnich
g³ówny problem stanowi¹ metycylinooporne gron-
kowce z³ociste. Czêsto�æ ich wystêpowania w polskich
szpitalach jest wysoka, 5�20%. Niedawno pojawi³y siê
szczepy o obni¿onej wra¿liwo�ci na wankomycynê.
Mo¿e to doprowadziæ do sytuacji, w której brak bêdzie
jakichkolwiek mo¿liwo�ci leczenia infekcji gronkow-
cowych. W�ród pa³eczek Gram-ujemnych g³ówny
problem stanowi¹ pa³eczki z rodziny Enterobacteria-
ceae wytwarzaj¹ce enzymy o rozszerzonym spektrum
substratowym (ESBL) oraz wielooporne szczepy
P. aeruginosa, a tak¿e Acinetobacter baumannii. ESBL
pojawi³y siê po raz pierwszy w Europie Zachodniej
w latach 80-tych. Pierwotnie wyizolowano je ze szcze-
pów E. coli oraz K. pneumoniae. Dzi� obserwuje siê je
u wiêkszo�ci gatunków pa³eczek z rodziny Entero-
bacteriaceae, a tak¿e u pa³eczek niefermentuj¹cych.
Dodatkowym problemem jest wzrost zaka¿eñ oportuni-
stycznych wywo³ywanych przez drobnoustroje o nie-
wielkiej wirulencji, wystêpuj¹cych u osób z upo�-
ledzon¹ odporno�ci¹ i innymi czynnikami ryzyka
zaka¿enia. Jest to problem w skali �wiatowej i zdecy-
dowanie pozostaje w zwi¹zku z typem wykonywanych
procedur diagnostycznych leczniczych, specyfik¹ od-
dzia³u i re¿imem sanitarnym [12, 19].

Wa¿nym elementem ograniczania zaka¿eñ szpital-
nych jest prowadzenie programów ich kontroli maj¹-
cych na celu szczegó³owe poznanie dróg rozprzestrze-
niania siê infekcji oraz potencjalnych rezerwuarów
mikroorganizmów patogennych. Zwiêkszenie intensyw-
no�ci badañ mikrobiologicznych pacjentów i kontroli
aseptyczno�ci sprzêtu medycznego oraz rygorystyczne
przestrzeganie zasad higieny pracy przez personel szpi-
talny to jedynie niektóre ze sposobów zmniejszenia za-
gro¿enia zaka¿eniem wywo³ywanym przez ró¿nego typu
patogeny. Wa¿n¹ rolê w ograniczaniu zaka¿eñ szpital-
nych odgrywa diagnostyka mikrobiologiczna, której
celem jest jak najszybsza izolacja czynnika etiologicz-
nego, okre�lenie jego wra¿liwo�ci na leki i mechaniz-
mów oporno�ci, a tak¿e weryfikacja wyniku w odnie-
sieniu do stanu klinicznego pacjenta. Laboratorium
mikrobiologiczne dostarcza tak¿e danych o wystêpo-
waniu zagro¿eñ epidemicznych. Znajomo�æ najczê�ciej
wystêpuj¹cych mikroorganizmów na danym oddziale
i ich wra¿liwo�ci na antybiotyki jest niezwykle cenn¹
wskazówk¹ lecznicz¹, gdy¿ umo¿liwia zastosowanie
z du¿ym prawdopodobieñstwem skutecznego i jedno-
cze�nie mo¿liwie taniego antybiotyku ju¿ w momencie
postawienia diagnozy zaka¿enia bez konieczno�ci ocze-
kiwania na wynik badania mikrobiologicznego.

Sta³y monitoring �rodowiska szpitalnego nie jest
mo¿liwy bez zastosowania metod diagnostycznych
gwarantuj¹cych jednoznaczn¹ identyfikacjê czynnika
chorobotwórczego.

Obecnie w diagnostyce mikrobiologicznej znajduj¹
zastosowanie klasyczne metody typowania drobno-

ustrojów oparte na analizie ich cech fenotypowych (me-
tody fenotypowe) oraz metody oparte na analizie ich
materia³u genetycznego, wykorzystuj¹ce nowoczesne
techniki biologii molekularnej (metody genotypowe).

Metody fenotypowe ró¿nicowania drobnoustrojów
opieraj¹ siê na obserwacji zewnêtrznych efektów eks-
presji informacji genetycznej. Problem z jednoznaczn¹,
a zarazem szybk¹ identyfikacj¹ drobnoustrojów cho-
robotwórczych za pomoc¹ tych metod jest zwi¹zany
z powszechnym zjawiskiem zmienno�ci fenotypowej.
Z tego wzglêdu szuka siê nowych, bardziej jedno-
znacznych metod klasyfikacji drobnoustrojów. Szcze-
gólny nacisk k³adzie siê na techniki typowania mikro-
organizmów oparte o analizê materia³u genetycznego.
Materia³ genetyczny jest unikalny i sta³y dla ka¿dego
organizmu (niezmienny w porównaniu do cech feno-
typowych). Metody genotypowe znajduj¹ coraz szer-
sze zastosowanie w diagnostyce mikrobiologicznej
(wykrywaniu, identyfikacji, ró¿nicowaniu), a w szcze-
gólno�ci w badaniach epidemiologicznych [56]. Nie-
w¹tpliw¹ zalet¹ metod genotypowych jest to, i¿ nie s¹
ograniczone do �ci�le okre�lonej liczby organizmów;
nadaj¹ siê do badania wszystkich organizmów, tak¿e
tych, których hodowla laboratoryjna jest niezmiernie
trudna lub wrêcz niemo¿liwa. Zalet¹ technik moleku-
larnych w porównaniu z metodami klasycznymi jest
równie¿ skrócenie czasu wykonywanych analiz, czê-
sto tak¿e zmniejszenie kosztów, pracoch³onno�ci oraz
uniwersalno�æ stosowanej aparatury i odczynników.

2. Metody genotypowe ró¿nicowania drobnoustrojów

Ró¿nice pomiêdzy genomami szczepów nale¿¹cych
do tego samego gatunku mog¹ byæ wynikiem rekom-
binacji genetycznych czy te¿ mutacji zachodz¹cych
podczas replikacji. Zmienno�æ genetyczna mo¿e byæ
badana za pomoc¹ ró¿nych technik biologii molekular-
nej. Tworzone s¹ nowe, coraz bardziej dok³adne meto-
dy analizy materia³u genetycznego, ale równocze�nie
d¹¿y siê do uproszczenia istniej¹cych ju¿ metod diag-
nostycznych przy jednoczesnym zwiêkszaniu ich
czu³o�ci, wiarygodno�ci, powtarzalno�ci i mocy dys-
kryminacyjnej. Poni¿ej przedstawiono krótkie opisy
molekularnych metod ró¿nicowania mikroorganizmów,
zarówno ju¿ uznanych i szeroko stosowanych w bada-
niach epidemiologicznych, jak i stosunkowo nowych,
z du¿ymi perspektywami stosowania w przysz³o�ci.

2.1. Analiza restrykcyjna chromosomalnego DNA
po³¹czona z elektroforez¹ pulsow¹ (REA-PFGE)

Po�ród wszystkich metod typowania mikroorganiz-
mów na szczególn¹ uwagê zas³uguj¹ metody genotypo-
we oparte na analizie ca³ego materia³u genetycznego
zawartego w komórce. W chwili obecnej za �z³oty stan-
dard� metod typowania drobnoustrojów uwa¿a siê tech-



369DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA W ZAKA¯ENIACH SZPITALNYCH

nikê REA-PFGE (Restriction Enzyme Analysis � Pul-
sed Field Gel Electrophoresis). Liczba i wielko�æ frag-
mentów DNA uzyskanych w wyniku ciêcia enzymem
restrykcyjnym zale¿y od d³ugo�ci sekwencji rozpozna-
nia dla zastosowanego enzymu oraz charakteru trawio-
nego DNA (% sk³adu par zasad GC). St¹d, najczê�ciej
do trawienia u¿ywa siê endonukleaz rzadko tn¹cych.
Otrzymuje siê fragmenty DNA o wielko�ci od ok. 0,5 kpz
do 1000 kpz, które nastêpnie rozdziela siê elektrofore-
tycznie w zmiennym (pulsacyjnym) polu elektrycz-
nym. Rozdzia³ polega na wymuszonej w zale¿no�ci od
wielko�ci zmianie kierunku wêdrówki cz¹steczek DNA
pod wp³ywem zmieniaj¹cego siê pola elektrycznego.
Dziêki trawieniu ca³ego genomowego DNA, uzyskuje
siê wzory, bêd¹ce odzwierciedleniem strukturalnej or-
ganizacji chromosomu bakteryjnego. Potencja³ ró¿nicu-
j¹cy metody jest niezwykle wysoki [88,89]. Zalet¹ tej
metody jest tak¿e to, ¿e wszystkie szczepy namna¿ane
in vitro mog¹ byæ t¹ metod¹ typowane. Natomiast wad¹
jest czêste zachodzenie i pokrywanie siê fragmentów
DNA o zbli¿onej wielko�ci, co tworzy trudny do zinter-
pretowania obraz elektroforetyczny. Wzory REA mog¹
byæ równie¿ zaburzone fragmentami plazmidowego
DNA, izoluj¹cego siê ³¹cznie z chromosomem.

PFGE znalaz³o zastosowanie do ró¿nicowania miê-
dzy innymi szczepów (izolatów) E. coli [3], vanko-
mycynoopornych enterokoków [6], S. aureus [80, 83],
P. aeruginosa [32], Mycobacterium avium [4] i szcze-
pów kompleksu Acinetobacter calcoaceticus � A. bau-
mannii [61].

Powszechne u¿ycie techniki REA-PFGE ograni-
czaj¹ jednak wysokie koszty wykonania (droga apara-
tura i odczynniki) i d³ugi czas analizy (2�3 dni).

2.2. Analiza profili plazmidowych

Analiza profili plazmidowych (PPA � Plasmid Pro-
file Analysis) jest metod¹ genotypowania polegaj¹c¹ na
izolacji DNA plazmidowego z komórek bakteryjnych
i jego rozdziale elektroforetycznym w ¿elu agarozowym
[81]. W zale¿no�ci od wielko�ci i ilo�ci plazmidów
w komórce bakteryjnej otrzymuje siê charakterystycz-
ne wzory plazmidowe. Trawienie DNA plazmidowego
przy u¿yciu komercyjnie dostêpnych restryktaz po-
zwala na dalsze ró¿nicowanie szczepów na podstawie
uzyskanej ró¿norodno�ci plazmidowych wzorów re-
strykcyjnych (REAP � Restriction Enzyme Analysis
of Plazmid DNA). Wad¹ opisywanej metody genoty-
powania jest jej ma³a uniwersalno�æ. Szczepy bakte-
ryjne, które nie posiadaj¹ plazmidów nie podlegaj¹
ró¿nicowaniu. Ograniczeniem zastosowania analizy
profili plazmidowych w dochodzeniach epidemiolo-
gicznych jest dodatkowo zachodz¹cy w �rodowisku
szpitalnym szybki transfer informacji genetycznej na
drodze koniugacji. Powoduje on zasadnicze zmiany

w otrzymanym obrazie profili plazmidowych, co mo¿e
prowadziæ do postawienia b³êdnej diagnozy.

Metoda ta znalaz³a zastosowanie w badaniu rozprze-
strzeniania siê lekooporno�ci w�ród szczepów ró¿nych
bakterii oraz w epidemiologii zaka¿eñ szpitalnych [87].

2.3. Hybrydyzacja DNA-DNA

Podstawow¹ metod¹ okre�lania przynale¿no�ci ba-
danego drobnoustroju do genotypu, opart¹ na ilo�cio-
wych podobieñstwach w chromosomalnym DNA, jest
technika hybrydyzacji DNA-DNA. Gdy zdenaturowa-
ne DNA pochodz¹ce z dwóch organizmów podda siê
wspólnej inkubacji w odpowiednich warunkach obser-
wuje siê tworzenie dupleksu hybrydowego. Dla ta-
kiego dupleksu mo¿liwe jest okre�lenie podobieñstwa
sekwencji nukleotydowej na podstawie jego stopnia
reasocjacji lub stabilno�ci termicznej. Hybrydyzacja
DNA-DNA jest standardem rekomendowanym dla
badañ filogenetycznych. Jako genotyp w badaniach
hybrydyzacyjnych definiuje siê grupê szczepów bak-
teryjnych, dla których poziom reasocjacji dupleksu
DNA-DNA wynosi przynajmniej 70% lub ró¿nica sta-
bilno�ci termicznej jest mniejsza ni¿ 5°C.

Technika hybrydyzacji DNA-DNA jest metod¹
bardzo czu³¹ i dlatego mo¿e byæ stosowana w bada-
niach dotycz¹cych ró¿nicowania szczepów bakteryj-
nych na poziomie genomo-gatunku [68]. Wykorzystuje
siê j¹ g³ównie w badaniach naukowych i nie znalaz³a
jak dot¹d powszechnego zastosowania w rutynowych
badaniach laboratoriów diagnostycznych.

2.4. Metody oparte o amplifikacjê DNA
technik¹ PCR

Od ponad 10 lat w rutynowej diagnostyce chorób
infekcyjnych oraz w badaniach epidemiologicznych
wzrasta zastosowanie testów opartych na amplifikacji
kwasów nukleinowych technik¹ PCR. W naukach me-
dycznych stosowane s¹ dwie podstawowe strategie
wykrywania polimorfizmu pomiêdzy badanymi drob-
noustrojami wykorzystuj¹ce technikê PCR: (1) analiza
zmienno�ci genowej oraz (2) analiza zmienno�ci ge-
nomowej. Czu³o�æ, specyficzno�æ i ³atwo�æ wykona-
nia sprawiaj¹, i¿ ró¿ne warianty techniki PCR powoli
staj¹ siê standardowym narzêdziem laboratoriów diag-
nostyki medycznej.

2.4.1. Amplifikacja znanych regionów genomu
po³¹czona z analiz¹ restrykcyjn¹ (PCR-RFLP)

Istot¹ metody jest amplifikacja regionu DNA, o zna-
nej i specyficznej dla danego gatunku sekwencji
nukleotydowej (PCR) lub równoczesnej amplifikacji
dwóch lub wiêkszej liczby ró¿nych fragmentów DNA
w jednej mieszaninie reakcyjnej (multiplex-PCR). Jako
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cel molekularny amplifikacji wybiera siê najczê�ciej
geny specyficzne dla danego gatunku drobnoustroju.
Nastêpnie produkty reakcji PCR poddaje siê trawie-
niu enzymami restrykcyjnymi, dobranymi w oparciu
o znajomo�æ sekwencji powielonego DNA. Dziêki
temu wykrywa siê charakterystyczny dla badane-
go drobnoustroju polimorfizm d³ugo�ci fragmentów
restrykcyjnych (RFLP � Restriction Fragment Length
Polimorphism) wykrywany metod¹ elektroforezy ¿e-
lowej. W przypadku, gdy sekwencja nukleotydowa
produktu PCR nie jest znana, czêstotliwo�æ ciêcia
enzymatycznego dla danego DNA jest trudna do prze-
widzenia. Statystycznie, w przypadku DNA z zawar-
to�ci¹ par GC oko³o 50%, 4-nukleotydowa sekwencja
rozpoznania powinna wystêpowaæ, co 256 pz, 6-nu-
kleotydowa co 4 kpz, a sekwencja 8-nukleotydowa
co 65 kpz. Produkty PCR zwykle maj¹ wielko�æ do
oko³o 2 kpz, st¹d wybór restryktaz z 4-nukleotydow¹
sekwencj¹ rozpoznania jest najbardziej uzasadniony.
O diagnostycznej przydatno�ci danego enzymu restryk-
cyjnego decyduj¹ ostatecznie wyniki otrzymane na pod-
stawie przeprowadzonych eksperymentów.

Technik¹ PCR-RFLP mo¿na ró¿nicowaæ drobno-
ustroje na poziomie gatunków lub podgatunków, 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 u¿ytecz-
na równie¿ do ró¿nicowania pomiêdzy szczepami jed-
nego gatunku w badaniach epidemiologicznych.

Najbardziej u¿yteczn¹ odmian¹ techniki PCR-RFLP
jest rybotypowanie, czyli analiza genów koduj¹cych
rybosomalne RNA, zlokalizowanych w operonach rrn,
obecnych we wszystkich organizmach bakteryjnych.
Sekwencja nukleotydowa tych genów charakteryzuje
siê wysokim stopniem zakonserwowania ewolucyjne-
go. Geny koduj¹ce poszczególne rodzaje rRNA roz-
dzielone s¹ regionami polimorficznymi, które charak-
teryzuj¹ siê wysokim zró¿nicowaniem pod wzglêdem
sekwencji i wielko�ci. Te cechy genów rDNA czyni¹
z nich znakomity zegar molekularny do studiów nad
pokrewieñstwem filogenetycznym nawet odleg³ych od
siebie organizmów.

W badaniach diagnostycznych stosuje siê kilka me-
tod rybotypowania wykorzystuj¹cych ró¿ne regiony
operonu rrn jako cele molekularne w reakcji PCR:
(1) amplifikacjê polimorficznego regionu pomiêdzy
genami koduj¹cymi 16S i 23S rRNA, (2) amplifikacjê
zmiennego regionu wewn¹trz genu koduj¹cego 16S
rRNA, (3) amplifikacjê regionu zawieraj¹cego geny
koduj¹ce 16S i 23S rRNA oraz fragmentu polimorficz-
nego pomiêdzy nimi, (4) amplifikacjê regionu koduj¹-
cego tRNA, (5) analizê sekwencyjn¹ genu koduj¹cego
16S rRNA. Amplifikacja technik¹ PCR ³¹czona jest bar-
dzo czêsto z analiz¹ restrykcyjn¹ (ARDRA � Ampli-

fied Ribosomal DNA Restriction Analysis), co dodat-
kowo zwiêksza mo¿liwo�ci ró¿nicuj¹ce metody. Iden-
tyfikacja drobnoustrojów dziêki zastosowaniu ARDRA
staje siê relatywnie prosta i nie wymaga kosztownej
aparatury. Rybotypowanie zosta³o wykorzystywane
m.in. do ró¿nicowania szczepów (izolatów) 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
zaka¿eñ szpitalnych mo¿na wykorzystaæ równie¿ od-
mianê metody PCR-RFLP opart¹ o amplifikacjê frag-
mentu genu recA i ciêciu produktów reakcji enzymami
restrykcyjnymi (recA-PCR/RFLP). Sekwencja nukleo-
tydowa genu recA poznana jest u szerokiej gamy drobno-
ustrojów. Metoda ta znalaz³a zastosowanie do identyfi-
kacji genotypów bakterii z rodzaju Acinetobacter [50,
52, 57]. Metoda recA-PCR/RFLP ze wzglêdu na szyb-
ko�æ, ³atwo�æ wykonania i szerokie spektrum ró¿nico-
wania genotypów Acinetobacter spp. okazuje siê byæ
najlepszym spo�ród obecnie znanych diagnostycznych
testów identyfikacyjnych opisanych dla tego rodzaju.

2.4.2. Wykorzystanie sekwencji repetytywnych
w genotypowaniu bakterii

Ró¿nice w wielko�ci oraz liczbie kopii repetytyw-
nych fragmentów DNA s¹ podstaw¹ ró¿nicowania
metod¹ Rep-PCR. Regiony takie najwcze�niej zosta³y
odkryte i opisane u Enterobacteriacae. Przyk³ady sta-
nowi¹ 38-nukleotydowe sekwencje REP (ang. Repeti-
tive Extragenic Palindromic Elements) u E. coli lub
126-nukleotydowe sekwencje ERIC (Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus), charakterystyczne
dla genomów bakterii Gram-ujemnych [30, 38, 86].
Amplifikacja ze starterami (jednego, pary lub kilku
par) komplementarnymi do powtarzaj¹cych siê ele-
mentów DNA, pozwala na otrzymanie du¿ej ilo�ci
produktów o zró¿nicowanych d³ugo�ciach. Rep-PCR
ze starterami opartymi na sekwencjach REP i ERIC
z powodzeniem zosta³o wykorzystane do ró¿nicowania
szczepów 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 dziêki sekwencjonowaniu ge-
nomów dokona³ siê znacz¹cy postêp w typowaniu
drobnoustrojów z wykorzystaniem sekwencji VNTR
(Variable Number Tandem Repeat) [92]. S¹ to krótkie
sekwencje nukleotydowe, powtarzaj¹ce siê wiele razy,
a ich liczba w danym regionie VNTR jest indywidualn¹
cech¹ mikroorganizmu. Przy pomocy techniki PCR
poddaje siê amplifikacji te regiony DNA (z u¿yciem



371DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA W ZAKA¯ENIACH SZPITALNYCH

odpowiednio dobranych starterów � flankuj¹cych se-
kwencjê VNTR), otrzymuj¹c dla badanych izolatów
charakterystyczne profile elektroforetyczne produk-
tów PCR [35]. Na tej podstawie opracowano nowe
metody ró¿nicowania drobnoustrojów, 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 siê te¿, ¿e liczba powtórzeñ
w pewnych sekwencjach VNTR ma wp³yw na pato-
genno�æ bakterii, która wzrastaæ mo¿e z ilo�ci¹ powta-
rzaj¹cych siê podjednostek [24, 67]. Istotny jest rów-
nie¿ fakt wysokiej konserwatywno�ci regionów VNTR.
Sekwencje te wykazuj¹ podatno�æ na zmiany mutacyj-
ne. Delecje i duplikacje powtarzaj¹cych siê podjednos-
tek oraz mutacje punktowe spowodowa³y obserwowa-
n¹ obecnie ró¿norodno�æ sekwencji VNTR [85].

W odpowiedzi na panuj¹c¹ epidemiê wielolekoopor-
nej gru�licy na �wiecie i zwi¹zan¹ z ni¹ liczbê zgonów
(ok. 2 mln ludzi rocznie, dane WHO) widoczny jest
znacz¹cy postêp w opracowaniu nowych metod geno-
typowania M. tuberculosis complex, u¿ytecznych w ba-
daniach epidemiologicznych gru�licy prowadzonych na
skalê �wiatow¹. Do najwiêkszych osi¹gniêæ zaliczyæ
nale¿y metody oparte o analizê sekwencji powtarzaj¹-
cych siê typu DR (Direct Repeats). Sekwencje powta-
rzaj¹ce siê typu DR wystêpuj¹ce na przemian z sekwen-
cjami zmiennymi o sta³ej d³ugo�ci 25 nukleotydów po
raz pierwszy opisano w pracy G r o e n e n a  i wsp.
[31]. W oparciu o nie, K a m e r b e e k  i wsp. [41]
opracowali metodê genotypowania M. tuberculosis
complex o nazwie �spoligotyping�, wzoruj¹c siê na
technice Reverse Line Blot (RLB) Hybridisation [43].
Metoda �spoligotyping� charakteryzuje siê wysok¹
prostot¹ wykonania i wysok¹ powtarzalno�ci¹, co ma
zasadnicze znaczenie w zbiorczej analizie wyników
genotypowania M. tuberculosis complex w referencyj-
nych o�rodkach w kraju i na �wiecie [54]. W metodzie
tej wykorzystuje siê dwie sekwencje starterowe Dra
i Drb specyficzne do sekwencji powtarzaj¹cej siê,
z których jedna znakowana jest biotyn¹. Po reakcji
PCR mo¿liwe jest wykrywanie rejonów zmiennych
z u¿yciem metody hybrydyzacji w po³¹czeniu z detek-
cj¹ metod¹ chemiluminescencji, tzw. sekwencji zmien-
nych wystêpuj¹cych pomiêdzy powtarzaj¹c¹ siê se-
kwencj¹ typu DR.

2.4.3. PCR fingerprinting

Istnieje wiele ró¿norodnych metod okre�lanych
wspóln¹ nazw¹ PCR fingerprinting, ale zasadniczo
wszystkie posiadaj¹ jeden cel � powielenie polimorficz-
nych regionów DNA w reakcji PCR z zastosowaniem
starterów o zwykle dowolnej sekwencji lub starterów
racjonalnie zaprojektowanych. Startery w sposób spe-

cyficzny hybrydyzuj¹ w komplementarnych regionach
DNA matrycowego. Je�li przy³¹czenie pary starterów
nast¹pi w odpowiedniej orientacji i odpowiedniej
odleg³o�ci nastêpuje amplifikacja produktu charakte-
rystycznego dla badanego gatunku lub szczepu.

Techniki PCR fingerprinting charakteryzuje du¿a
ró¿norodno�æ rozwi¹zañ technicznych. W typowaniu
du¿ej liczby drobnoustrojów zastosowanie znalaz³y 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 ró¿ni¹ siê
od siebie tylko d³ugo�ci¹ stosowanych starterów, która
dla RAPD wynosi 9�10 nt, dla AP-PCR 18�32 nt,
a dla DAF 5�15 nt. Krótkie startery o dowolnie dobra-
nej sekwencji przy³¹czaj¹ siê w sposób ma³o specy-
ficzny w ró¿nych miejscach chromosomalnego DNA.
Najbardziej efektywnie zwi¹zane z matryc¹ pary star-
terów konkuruj¹ ze sob¹ w procesie amplifikacji, dziê-
ki czemu otrzymuje siê tzw. odcisk palca (fingerprint),
z³o¿ony z ró¿nej ilo�ci i wielko�ci produktów PCR
(od kilku do ponad 100, w zakresie od ok. 100 do
2000 pz). Elektroforetyczny rozdzia³ produktów w ¿elu
poliakrylamidowym pozwala na uwidocznienie ró¿nic
pomiêdzy badanymi szczepami drobnoustrojów w po-
staci ró¿nic w profilach elektroforetycznych.

Spo�ród wszystkich wspomnianych technik okre�-
lanych wspóln¹ nazw¹ PCR fingerprinting najchêtniej
i najczê�ciej stosowan¹ w diagnostyce jest RAPD.
Dziêki szybko�ci i prostocie wykonania, du¿ej czu³o�ci
i mocy dyskryminacyjnej RAPD znalaz³a zastosowa-
nie w monitoringu epidemii i infekcji wywo³ywanych
przez endemiczne szczepy drobnoustrojów chorobo-
twórczych. Niestety okazuje siê, i¿ metoda ta jest bar-
dzo podatna na subtelne zmiany takich czynników jak:
stê¿enie starterów, stê¿enie i jako�æ matrycowego
DNA, warunki elektroforezy oraz rodzaj u¿ywanej po-
limerazy termostabilnej. Skutkiem tego zjawiska jest
ma³a powtarzalno�æ przeprowadzanych eksperymen-
tów, w szczególno�ci w skali miêdzylaboratoryjnej.

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

2.4.4. Sekwencjonowanie genów

Okre�lenie sekwencji nukleotydowej genów wielo-
krotnie powtórzonych w genomie bakteryjnym dla
ró¿nych szczepów jest niezawodn¹ i ³atw¹ w interpre-
tacji metod¹, ale wymaga odpowiedniego warsztatu
laboratoryjnego. Znaczenie analizy sekwencyjnej jako
metody typowania szybko wzrasta ze wzglêdu na szybki
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rozwój metod sekwencjonowania. Przypuszcza siê, i¿
w przysz³o�ci sekwencjonowanie genów stanie siê tech-
nik¹ stosowan¹ rutynowo w laboratoriach diagnostycz-
nych zajmuj¹cych siê badaniami epidemiologicznymi.

Jedna z najnowszych metod sekwencyjnych � MLST
(Multi Locus Sequence Typing), polega na sekwen-
cjonowaniu fragmentów najczê�ciej siedmiu genów
niezbêdnych do utrzymania metabolizmu komórkowe-
go (housekeeping genes) [62]. Du¿¹ zalet¹ tej metody
jest mo¿liwo�æ stworzenia bazy danych sekwencyj-
nych, która pozwoli laboratoriom na ca³ym �wiecie
weryfikowaæ otrzymane wyniki.

Metodê MLST zastosowano miêdzy innymi do ró¿-
nicowania szczepów i badania zale¿no�ci klonalnych
N. meningitidis [62] Campylobacter sp. [66] i S. pneu-
moniae [21]. Sekwencjonowanie genów znalaz³o rów-
nie¿ zastosowanie w typowaniu Staphylococcus aureus.
Dziêki MLST rozró¿nia siê szczepy MRSA i MSSA
[20], a sekwencjonowanie 3�-koñcowego regionu genu
coa, koduj¹cego koagulazê, wykorzystuje siê w bada-
niach nad ustalaniem dróg rozprzestrzeniania szczepów
metycylinoopornych w �rodowisku szpitalnym [42].

2.5. Techniki oparte o ligacjê
adaptorów oligonukleotydowych

Metody oparte na analizie ca³ego materia³u ge-
netycznego poprzez amplifikacjê fragmentów restryk-
cyjnych z do³¹czonymi do nich adaptorami oligo-
nukleotydowymi znajduj¹ coraz szersze zastosowanie
w badaniach epidemiologicznych. Do amplifikacji
u¿ywa siê starterów specyficznych do sekwencji adap-
tora (linkera). W ten sposób wszystkie fragmenty
DNA, które s¹ zwi¹zane z oligonukleotydowymi lin-
kerami mog¹ byæ potencjalnie amplifikowane.

Do metod wykorzystuj¹cych adaptory w reakcji
PCR nale¿¹: 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). Ka¿da z tych metod oparta
jest na selektywnej amplifikacji ograniczonej repre-
zentacji genomu bakteryjnego.

2.5.1.AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism)

AFLP jest technik¹ analizy ca³ego genomowego
DNA opart¹ na selektywnej amplifikacji PCR odpo-
wiednio przygotowanych fragmentów otrzymanych na
drodze enzymatycznego trawienia DNA genomowego.
Strategia metody z³o¿ona jest z czterech podstawowych
etapów: (1) trawienia ca³kowitego DNA komórkowe-
go z zastosowaniem dwóch racjonalnie dobranych en-
zymów restrykcyjnych, (2) reakcji ligacji otrzymanych

fragmentów z odpowiednio zaprojektowanymi adapto-
rami, (3) selektywnej amplifikacji produktów ligacji
z zastosowaniem dwóch starterów homologicznych do
sekwencji adaptor-miejsce restrykcyjne, (4) elektrofo-
rezy produktów amplifikacji i autoradiografii otrzyma-
nych rozdzia³ów elektroforetycznych. Startery u¿yte do
amplifikacji zawieraj¹ sekwencjê DNA homologiczn¹
do adaptora i zawieraj¹ od jednej do dwóch selektyw-
nych zasad na koñcu 3�. Te selektywne nukleotydy po-
zwalaj¹ na wybiórcz¹ amplifikacjê tylko pewnej puli
fragmentów restrykcyjnych genomowego DNA. AFLP
okazuje siê byæ znakomitym narzêdziem ró¿nicowania
mikroorganizmów, charakteryzuj¹cym siê wysok¹ po-
wtarzalno�ci¹ du¿¹ si³¹ dyskryminacji badanych mikro-
organizmów. Dziêki swojej uniwersalno�ci, powtarzal-
no�ci i stosunkowo prostemu wykonaniu metoda AFLP
znalaz³a du¿e zastosowanie w genotypowaniu blisko
spokrewnionych szczepów bakteryjnych [16, 29, 40,
49]. Modyfikacje AFLP zmierzaj¹ w kierunku uprosz-
czenia procedury badawczej � SE-AFLP (Single Enzy-
me AFLP) [95], zwiêkszenia mocy dyskryminacyjnej
metody � TE-AFLP (Three Enzyme AFLP) [93] oraz
u³atwienia sposobu wizualizacji otrzymywanych wy-
ników � FB-AFLP (Fluorescence-Based AFLP) [49].

2.5.2. IRS-PCR (Infrequent Restriction Site PCR)

Metoda IRS-PCR wykorzystuje do analizy ca³e ge-
nomowe DNA, powsta³e w wyniku trawienia enzyma-
mi restrykcyjnymi: rzadko tn¹cym � pozostawiaj¹cym
5� wisz¹ce koñce i czêsto tn¹cym, pozostawiaj¹cym 3�
wisz¹ce koñce (w metodzie AFLP obie restryktazy
daj¹ 5� wisz¹ce koñce). Stosuje siê adaptory oligonu-
kleotydowe, które s¹ ligowane do lepkich koñców
fragmentów restrykcyjnych. Ka¿dy z nich sk³ada siê
z oligonukleotydu pomocniczego i ligowanego. W tech-
nice IRS-PCR amplifikacja fragmentów restrykcyjnych
uzale¿niona jest od obecno�ci miejsca wi¹zania dla
starterów. Dodatkowo redukcja liczby amplifikowanych
fragmentów jest osi¹gniêta przez dodanie jednego se-
lektywnego nukleotydu do startera. Technika znalaz³a
zastosowanie m.in. w ró¿nicowaniu klinicznych izola-
tów A. baumannii i S. marcescens [100], L. pneumo-
phila [77], L. monocytogenes [23]. IRS-PCR jest po-
wtarzalna i porównywalna z PFGE, ale jednocze�nie
szybsza i ³atwiejsza w wykonaniu [77]. Potencja³ ró¿-
nicuj¹cy tej metody w niektórych przypadkach mo¿e
byæ wy¿szy ni¿ osi¹gany metod¹ RAPD [23].

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

ADSRRS jest metod¹ genotypowania opart¹ na am-
plifikacji wybranych fragmentów DNA otaczaj¹cych
miejsca restrykcyjne dla enzymów restrykcyjnych rzad-
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ko tn¹cych i zjawisku supresji reakcji PCR [15, 64].
W wyniku supresji PCR powstaje znacznie zreduko-
wana liczba produktów amplifikacji. Jest to mo¿liwe
dziêki racjonalnie zaprojektowanej sekwencji u¿ytych
starterów oraz odpowiednio przygotowanej do reakcji
PCR matrycy. Ca³kowite DNA genomowe poddaje siê
trawieniu dwoma enzymami restrykcyjnymi pozosta-
wiaj¹cymi lepkie koñce. Dla jednego z nich sekwencja
rozpoznania wystêpuje setki razy w badanym genomie
(restryktaza czêsto tn¹ca), a dla drugiego kilkadziesi¹t
razy rzadziej (restryktaza rzadko tn¹ca). W wyniku tra-
wienia enzymatycznego otrzymuje siê mieszaninê pro-
duktów, w której najwiêkszy jest udzia³ produktów za-
koñczonych z obu stron lepkimi koñcami powsta³ymi
na skutek trawienia genomu enzymem czêsto tn¹cym.
Drug¹, co do liczebno�ci grupê produktów stanowi¹
fragmenty genomowego DNA zakoñczone dwoma ró¿-
nymi, lepkimi koñcami, z których jeden powsta³ w wy-
niku trawienia enzymem czêsto tn¹cym, a drugi rzadko
tn¹cym. Trzeci¹, najmniej liczn¹ grupê, stanowi¹ pro-
dukty trawienia enzymatycznego powsta³e w wyniku
ciêcia genomu enzymem rzadko tn¹cym. Nastêpnie
otrzymane produkty trawienia enzymatycznego podda-
je siê reakcji ligacji z odpowiednio zaprojektowanymi
adaptorami oligonukleotydowymi. Stosuje siê dwa
rodzaje adaptorów o ró¿nej d³ugo�ci (adaptor �krótki�
i adaptor �d³ugi�), a ka¿dy z nich jest zbudowany
z dwóch oligonukleotydów: pomocniczego i ligowa-
nego. W wyniku reakcji ligacji otrzymuje siê trzy typy
fragmentów DNA, z przy³¹czonymi na 5� koñcu:
(1) dwoma adaptorami �krótkimi� (przy miejscach ciê-
cia enzymu rzadko tn¹cego), (2) dwoma adaptorami
�d³ugimi� (przy miejscach ciêcia enzymu czêsto tn¹-
cego), (3) dwoma ró¿nymi adaptorami. Produkty
reakcji ligacji poddaje siê nastêpnie amplifikacji PCR
z zastosowaniem odpowiednio zaprojektowanych star-
terów. Pierwszym etapem reakcji PCR jest wype³nia-
nie 3� koñców produktów reakcji ligacji przez termo-
stabiln¹ polimerazê DNA. Po etapie wype³niania
przeprowadza siê kilkana�cie cykli reakcji PCR. Pro-
dukty reakcji ligacji zawieraj¹ce sekwencjê adaptora
�d³ugiego� na jednym koñcu i sekwencjê komplemen-
tarn¹ na drugim nie ulegaj¹ amplifikacji ze wzglêdu
na preferowan¹ wewn¹trz cz¹steczkow¹ hybrydyzacjê
fragmentów homologicznych. Tworzy siê tzw. �struk-
tura rakiety tenisowej�. W ten sposób ograniczony
zostaje proces zewn¹trz cz¹steczkowej hybrydyzacji
ze starterem. Amplifikacji ulegaj¹ natomiast cz¹steczki
DNA zakoñczone dwoma ró¿nymi adaptorami oraz
dwoma identycznymi, krótkimi adaptorami. W pierw-
szym przypadku hybrydyzacja wewn¹trz cz¹steczkowa
odcinków DNA nie nastêpuje ze wzglêdu na brak
mo¿liwo�ci tworzenia �struktury rakiety tenisowej�.
W drugim przypadku powstaje �struktura rakiety teni-
sowej�, która jest jednak¿e niestabilna w temperaturze

reakcji i zachodzi prawid³owy proces amplifikacji.
W wyniku opisanych procesów, amplifikacji ulega
tylko niewielka czê�æ populacji produktów znajduj¹-
cych siê w mieszaninie reakcyjnej. Otrzymane produk-
ty poddaje siê rozdzia³owi elekroforetycznemu w ¿elu
poliakrylamidowym. Dziêki niewielkiej liczbie genero-
wanych produktów ³atwa staje siê interpretacja otrzy-
manego elektroforogramu. Metoda ADSRRS posiada
kilka zalet, do których zaliczyæ nale¿y: (1) nie wymaga
znajomo�ci analizowanej sekwencji, (2) uzyskane wy-
niki mog¹ byæ ³atwo przeanalizowane na ¿elu polia-
kryloamidowym po wybarwieniu bromkiem etydyny,
(3) raz ustalony adaptor i enzym mo¿e byæ stosowany
do analizy DNA gatunków spokrewnionych ze sob¹,
(4) produkt PCR mo¿e byæ bezpo�rednio izolowany
z ¿elu poliakryloamidowego i sekwencjonowany. Opie-
raj¹c siê na dotychczasowych badaniach mo¿na uznaæ,
¿e metoda ta ³¹czy w sobie si³ê dyskryminacyjn¹ me-
tod PFGE oraz AFLP, jednak¿e jest mniej kosztowna
i ³atwiejsza technicznie. Metoda ta zosta³a z powo-
dzeniem zastosowana do badañ epidemiologicznych
zaka¿eñ szpitalnych A. baumanni, E. faecium [51] oraz
S. marcescens [53].

2.6. Metody oparte na w³a�ciwo�ciach topnienia DNA

2.6.1.Elektroforeza w gradiencie denaturuj¹cym
(DGGE � Denaturing Gradient Gel Electrophoresis;
TGGE � Temperature Gradient Gel Electrophoresis)

Powielone technik¹ PCR fragmenty DNA nanosi
siê na ¿el poliakryloamidowy, w którym uformowany
jest rosn¹cy gradient czynnika denaturuj¹cego (mocz-
nik, formamid) lub temperatury [69]. Jednoniciowe
cz¹steczki DNA charakteryzuj¹ siê zredukowan¹
ruchliwo�ci¹ elektroforetyczn¹ (retardacja) po osi¹g-
niêciu swojego punktu denaturacji. Pozwala to na roz-
dzia³ fragmentów DNA, które w formie dwuniciowej
maj¹ jednakow¹ ruchliwo�æ, ale ró¿ni¹ siê w w³a�ci-
wo�ciach topnienia. Metoda ta pozwala na ró¿nicowa-
nie nawet takich fragmentów DNA, których ró¿nica
dotyczy pojedynczych zasad analizowanej sekwencji
(np. wykrywanie obecno�ci mutacji punktowych).

2.6.2. Technika SSCP (Single Strand Conformation
Polymorphism)

Produkty PCR s¹ poddawane denaturacji i szybko
ch³odzone (powstaj¹ jednoniciowe cz¹steczki DNA-
ssDNA)), a nastêpnie poddawane elektroforezie na
niedenaturuj¹cym ¿elu poliakryloamidowym. Cz¹stecz-
ki ssDNA o takiej samej d³ugo�ci mog¹ tworzyæ ró¿ne
struktury II rzêdowe, wynikaj¹ce z ró¿nic w sekwencji
nukleotydowej, co objawia siê ró¿n¹ szybko�ci¹ ich
migracji elektroforetycznej. Ograniczeniem tej metody
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jest rozmiar analizowanego produktu do 400 pz. SSCP
mo¿e mieæ zastosowanie do analizy mutacji oporno�-
ci na antybiotyki [11]. Metoda jest powtarzalna, ale
charakteryzuje siê ni¿szym potencja³em ró¿nicuj¹cym
ni¿ AFLP czy PFGE [36]. Charakteryzuje siê równie¿
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 wi¹¿¹cych starter w reakcji PCR
i na ró¿nicach w temperaturach topnienia DNA am-
plifikowanych fragmentów restrykcyjnych. Procedura
sk³ada siê z czterech etapów: (1) trawienia genomo-
wego DNA jednym enzymem restrykcyjnym daj¹cym
koñce wisz¹ce 5�, (2) ligacji adaptora, (3) wype³nienia
koñców 5� fragmentów nios¹cych potencjalne miejsca
wi¹zania startera oraz (4) reakcji PCR. Ograniczon¹
reprezentacjê genomu w postaci produktów PCR uzy-
skuje siê poprzez selektywn¹ amplifikacjê tylko tych
fragmentów DNA, które ulegaj¹ denaturacji przy za-
danej temperaturze etapu denaturacji reakcji PCR.
Liczba amplifikowanych fragmentów DNA w PCR
MP zale¿y od zastosowanej temperatury na etapie de-
naturacji. Otrzymane profile z zastosowaniem PCR
MP pozwalaj¹ na porównanie wewnêtrznego profilu
w reakcji PCR dla pojedynczego szczepu, b¹d� ró¿ni-
cowanie szczepów 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-
larn¹ technik¹ detekcji kwasów nukleinowych, w szcze-
gólno�ci w wykrywaniu mutacji, w genotypowaniu oraz
w analizie ilo�ciowej. Podczas reakcji Real-time PCR
ilo�æ amplifikowanego DNA monitorowana jest przez
u¿ycie ró¿nych technik fluorescencyjnych. Pozwala to
na wykrycie ju¿ na pocz¹tku reakcji PCR pojedyn-
czych cz¹steczek matrycy, co w innych technikach
PCR nie jest mo¿liwe. Wiele barwników fluorescen-
cyjnych (np. Sybr Green I) bardzo silnie wi¹¿e siê do
dwuniciowego DNA i kiedy wzrasta ilo�æ produktów
PCR nastêpuje jednocze�nie wzrost fluorescencji.
Sybr Green nie wi¹¿e siê do zdenaturowanej matrycy,
dopiero po przy³¹czeniu startera i utworzeniu struktury
dwuniciowej pojawia siê fluorescencja, a wzmacnianie
siê fluorescencji nastêpuje w miarê wyd³u¿ania pro-
duktu PCR. Aby unikn¹æ problemu kontaminacji wy-
znacza siê krzyw¹ topnienia dla matrycy oraz dla kon-
troli negatywnej (Tm zale¿y �ci�le od sk³adu zasad
oraz d³ugo�ci badanej cz¹steczki DNA, jest wiêc cha-
rakterystyczna dla wybranej matrycy). Mo¿na równie¿
zmierzyæ denaturacjê amplifikowanego DNA; gdy tem-

peratura stopniowo ro�nie dwuniciowe cz¹steczki to-
pi¹ siê, a barwnik Sybr Green I jest usuwany i sygna³
fluorescencji obni¿a siê [18]. Urz¹dzenia, jak Light
Cycler i Opticon, mog¹ funkcjonowaæ jako fluorymetr
umo¿liwiaj¹cy wyznaczenie profilu topnienia DNA.
Nie jest konieczna analiza produktów PCR na ¿elach
elektroforetycznych.

Gdy zale¿y nam na detekcji specyficznych sekwen-
cji amplifikowanego DNA do znakowania nale¿y u¿yæ
oligonukleotydów znakowanych fluorescencyjnie. Wy-
korzystuje siê wówczas zjawisko zwane FRET (Fluo-
rescence Resonance Energy Transfer) [84]. Zjawisko to
polega na przekazywaniu energii z jednej cz¹steczki
fluoroforu (donora) do drugiej (akceptora). Je¿eli do-
nor (reporter) i akceptor znajduj¹ siê w niewielkiej
odleg³o�ci, wówczas akceptor t³umi fluorescencjê
(quencher � wygaszacz). Fluorescencja pojawi siê
dopiero, gdy wygaszacz i reporter znajd¹ siê w pew-
nej odleg³o�ci. Istniej¹ te¿ cz¹steczki akceptorowe
(TAMRA, DABACYL), które dzia³aj¹ na odwrót.
Fluoryzuj¹ po pobraniu energii od s¹siaduj¹cego ak-
ceptora, a nie wykazuj¹ �wiecenia, je¿eli ich odleg³o�æ
od akceptora jest du¿a.

Real-time PCR jest metod¹ bardzo czu³¹, wymaga
niewielkich ilo�ci DNA do analizy. Poprzez w³a�-
ciwy wybór celu molekularnego amplifikacji mo¿na
zró¿nicowaæ odleg³e taksonomicznie jednostki, jak
równie¿ przeprowadziæ ró¿nicowanie na poziomie
szczepu [44, 47].

3. Wnioski koñcowe

Dziêki dynamicznemu rozwojowi technik biologii
molekularnej trwa ci¹g³y proces rozwoju i doskonale-
nia metod typowania molekularnego. Niestety, w�ród
opisanych w literaturze i stosowanych rutynowo me-
tod ró¿nicowania drobnoustrojów trudno jest znale�æ
metodê idealn¹. Mo¿na jedynie pokusiæ siê o ustalenie
cech, jakimi powinna siê ona charakteryzowaæ. S¹
to takie cechy jak: (1) du¿a moc dyskryminacyjna
(uniwersalno�æ, a zarazem specyficzno�æ metody),
(2) jednoznaczno�æ otrzymywanego wyniku, (3) pro-
stota wykonania (brak potrzeby stosowania wyrafino-
wanej aparatury), (4) szybko�æ analizy (relatywnie
krótki czas analizy), (5) odtwarzalno�æ wyników
w skali miêdzylaboratoryjnej. Porównanie najczê�ciej
stosowanych metod ró¿nicowania drobnoustrojów pod
wzglêdem kryteriów ich przydatno�ci do badañ epide-
miologicznych przedstawiono w Tabeli I.

W chwili obecnej za �z³oty standard� w�ród metod
typowania drobnoustrojów uwa¿a siê technikê PFGE
oraz metody oparte na hybrydyzacji DNA-DNA. Jed-
nak¿e ze wzglêdu na trudno�ci techniczne i kosztow-
no�æ przeprowadzanych eksperymentów poszukuje siê
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ci¹gle nowych rozwi¹zañ. Bardziej powszechne i do-
stêpne okazuj¹ siê byæ oparte na technice PCR metody
RAPD i AFLP. Charakteryzuj¹ siê one du¿¹ moc¹ dys-
kryminacyjn¹, jednak¿e, stosunkowo ma³a powtarzal-
no�æ w skali miêdzy-laboratoryjnej (RAPD) i czêsto
trudna analiza otrzymanych wyników (AFLP) sk³ania
do poszukiwania nowych rozwi¹zañ, pozbawionych
wspomnianych wad. Najczê�ciej modyfikacje zmierzaj¹
w kierunku udoskonalania sprawdzonych, wiarygod-
nych metod analizy lub stosowania tzw. technik ³¹czo-
nych, co ma s³u¿yæ zwiêkszeniu mocy ró¿nicowania,
a tym samym uniwersalno�ci stosowanej metody. Przy-
k³adem tego typu techniki jest ADSRRS. £¹czy on
w sobie si³ê dyskryminacyjn¹ metod PFGE oraz AFLP.
Wybiórcza amplifikacja, bêd¹ca wynikiem supresji PCR,
prowadzi do generacji niewielkiej liczby produktów, co
pozwala na ³atw¹ interpretacjê otrzymanych wyników.
Mo¿liwa dziêki zastosowaniu tej techniki komplekso-
wa, wiarygodna i jednoznaczna identyfikacja patogenu
na poziomie szczepu (izolatu) mo¿e znale�æ szerokie
zastosowanie w badaniach czynników etiologicznych
wywo³uj¹cych zaka¿enia szpitalne, a w szczególno�ci
w monitorowaniu infekcji endemicznych.
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