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Applications of PCR in microbiology
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Polymerase chain reaction, PCR, it is a powerful
tool for molecular typing used in microbiology. PCR
targeting the gene encoding 16S ribosomal RNA
has been used for the last 20 years for studying
prokaryotes. Broad-range PCR was first used as
a taxonomic tool, then in clinical microbiology
and has allowed to identify the etiological
agents for several infectious diseases. This review
is synthesis of data concerning the applications,
assets, and drawbacks of broad-range PCR in dlinical
microbiology.
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Technika taricuchowej reakcji polimera-
zy (polymerase chain reaction — PCR)
i jej przydatnos¢ w diagnostyce bakterio-
logicznej maja tyle samo zwolennikdéw, co
przeciwnikéw. Ta molekularna metoda ba-
dawcza, umozliwiajaca wykrycie konser-
watywnego genu prokariontéw 16S RNA,
stala si¢ niezwykle przydatna w szybkiej
identyfikacji drobnoustrojéw. W niniej-
szym artykule przyblizymy istote PCR
w ujeciu jej wykorzystania w badaniach

mikrobiologicznych.
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Lancuchowa reakcja polimerazy polega
na amplifikowaniu materialu genetyczne-
go i wykrywaniu czynnikéw chorobotwor-
czych na poziomie molekularnym. Ta me-
toda badawcza i diagnostyczna, stworzona
przez Kary’ego Mullisa, polega na powie-
laniu in vitro poszukiwanego fragmentu
kwasu nukleinowego z uzyciem specjal-
nych starteréw (primeréw) oraz enzyméw.
Startery przylaczaja si¢ do odpowiadaja-
cych im pod wzgledem sekwencji jedno-
niciowych odcinkéw DNA i ograniczaja
fragment, do ktérego termostabilna po-
limeraza DNA dobudowuje ni¢ komple-
mentarng do wyj$ciowej matrycy. Zasto-
sowanie tej metody bylo przelomowe ze
wzgledu na powielenie i identyfikacje nie-
wielkiej ilo$ci matrycy, ktéra moze pocho-
dzic¢ ze sladowych ilo$ci krwi, cebulki wlo-
sa czy piér. Metoda PCR jest specyficzna,
czula, stosunkowo szybka i umozliwia od-
réznienie laboratoryjnych szczepéw bak-
terii od terenowych (1).

Ryc. 1. Schemat PCR
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Kluczowa role w PCR odgrywaja enzy-
my syntetyzujace DNA, czyli termostabil-
ne polimerazy aktywne w wysokich tem-
peraturach, co zwieksza specyficznosé¢
i wydajnos¢ reakcji. Najczesciej stoso-
wang polimerazg jest termostabilna po-
limeraza Taq wyizolowana z pochodzg-
cej z goracych zrédet bakterii Thermus
aquaticus. Na rynku dostepne sa liczne
polimerazy otrzymywane miedzy inny-
mi z: Thermus thermophilus, Pyrococcus
Sfuriosus, Bacillus stearothermophilus
i Thermococcus litoralis (2)

Reakcja PCR obejmuje ok. 30 cykli, a na
kazdy z nich sklada sie: denaturacja po-
dwojnych nici DNA, przylaczanie starte-
réw (annealing) i wydluzanie nici (elon-
gacja). Denaturacja zachodzi w tempe-
raturze 92—-96°C. Na tym etapie badania
wysoka temperatura powoduje zerwanie
wigzan wodorowych i rozdzielenie heli-
sy DNA na pojedyncze nici. Przytacza-
nie starter6w w zalezno$ci od ich tempe-
ratury topnienia zachodzi w temperaturze
37-72°C, a proces elongacji w temp. 72°C
od korica 3’ startera, tak jak przy replika-
cji DNA in vivo (ryc. 1; 2, 3, 4).

W fazie wstepnej amplifikacji powie-
lanie produktu jest powolne. W fazie lo-
garytmicznej, gdy warunki sg idealne, do-
chodzi do podwojenia liczby kopii DNA
w czasie kazdego cyklu reakcji. Nastepnie
niedobdr polimerazy, starteréw oraz na-
gromadzone produkty powoduja zmniej-
szenie efektywnos$ci amplifikacji i reakcja
wchodzi w faze przejsciowy, a nastepnie
osigga faze plateau, w ktorej obserwuje sie
dalsze spowolnienie jej tempa, az do cal-
kowitego zahamowania powielania DNA.
Powtarzajace si¢ cykle reakcji prowadza
do wyktadniczego wzrostu ilosci produk-
tu PCR (2, 3, 4).

Istotne dla przebiegu reakcji PCR sa
odpowiednie stezenia matrycy, polime-
razy, starteréw, trifosforanéw deoksy-
rybonukleotydéw (dNTP: dATP, dTTP,
dCTP, dGTP), MgCl, i buforu dla polime-
razy. Bufor reakcyjny o pH 8,3-8,8 ma za-
pewnia¢ optymalne $rodowisko dla poli-
merazy i zawiera: Tris-HCI, MgCl , oraz
KCI. Konieczne jest poznanie sekwencji
matrycy, aby zaprojektowac odpowiednie
startery do reakcji PCR (2, 3, 4).

Za wyniki falszywie ujemne PCR odpo-
wiedzialne mogg by¢ inhibitory (np. SDS,
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EDTA, DMSO, heparyna), a takze niedo-
stateczna ilo$¢ polimerazy, nieodpowied-
nie startery badz rozkltad dANTP-6w. Wy-
nik zle zoptymalizowanego PCR moze
by¢ obarczony duzym btedem, ktéry wy-
nika z powielenia nieswoistego fragmentu
DNA o wielko$ci identycznej lub zblizo-
nej do produktu specyficznego. Im wiek-
szy odcinek DNA powielamy, tym trud-
niej uzyska¢ prawidlowy amplikon. Ponad-
to nalezy zachowac szczegdlna ostroznosc¢
przy wykonywaniu mieszaniny reakcyj-
nej w zwigzku z tym, ze zanieczyszczenia
moga skutkowad uzyskiwaniem wynikéw
fatszywie pozytywnych (5).

Klasyczny PCR znalazl zastosowa-
nie w szybkiej, bezposredniej identyfi-
kacji patogenéw, gdy ich hodowla in vi-
tro jest trudna lub dlugotrwata. Technika
ta umozliwia wykrycie obecnosci w orga-
nizmie bakteryjnego DNA i wykorzystu-
je sie ja do identyfikacji gatunku drobno-
ustrojéw (6).

Analiza uzyskanych amplikonéw moze
by¢ przeprowadzona dzigki rozdziato-
wi elektroforetycznemu w zelu agarozo-
wym lub poliakrylamidowym, wybarwie-
niu np. bromkiem etydyny i wizualizacji
promieniami UV.

Jest wiele odmian metody PCR i wiele
jej zastosowan. Jej modyfikacje to m.in.:
RT-PCR (reverse transcriptase-PCR), Ne-
sted PCR (PCR ,gniazdowy”), LCR (liga-
se chain reaction), ASA PCR (allele-spe-
cific amplification PCR), PCR-RLFP (re-
striction fragment length polymorphism
PCR), Multipleks PCR, qPCR (quantitati-
ve PCR), inaczej real-time PCR (3).

W RT-PCR matryce stanowi mRNA.
Synteza DNA na matrycy mRNA odby-
wa sie przy uzyciu odwrotnej transkryp-
tazy (RT) pozyskiwanej z wirusa AMV
lub MMLV. Uzyskany w pierwszym eta-
pie cDNA (complementary DNA) jest
amplifikowany za pomoca klasycznej re-
akcji PCR (3, 5).

Real-time PCR, czyli reakcja PCR
z analizg przyrostu ilosci produktu w cza-
sie rzeczywistym, to technika jako$ciowo-
-ilosciowa o duzej specyficznos$ci i wyso-
kiej czulosci, ktéra jest wynikiem amplifi-
kacji krétkich produktéw. Real-time PCR
nazywany tez qPCR (quantitative PCR —
ilo$ciowy PCR), dzigki wiekszemu zauto-
matyzowaniu i zwykle krétkiemu czasowi
trwania jest metoda powtarzalng, a jego
optymalizacja jest mniej czasochlonna.
Ponadto real-time PCR jest mniej pra-
cochlonny, bardziej czuly i wiarygodny,
a ryzyko kontaminacji prébek jest zmi-
nimalizowane w poréwnaniu z klasycz-
nym PCR (7).

Detekcja w czasie rzeczywistym po-
lega na pomiarze poziomu fluorescencji
emitowanej przez barwniki interkalujace
do DNA lub sondy molekularne — analiza
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Ryc. 2. Krzywa amplifikacji gPCR

i wizualizacja produktéw prowadzona jest
w trakcie trwania reakgcji, a nie po jej za-
koriczeniu (ryc. 2). W poczatkowych cy-
klach obserwujemy niski poziom fluore-
scencji — tlo (background), a potem wzrost
stezenia amplikonéw powoduje wzrost
poziomu fluorescencji, az do osiagnie-
cia warto$ci progowej (Ft, fluorescencje
treshold). Od cyklu progowego (Ct, cyc-
le treshold) rozpoczyna sie faza logaryt-
miczna amplifikacji. Im wiecej kopii po-
wielanej sekwencji znajduje sie w prébce,
tym mniej cykli potrzeba, by fluorescen-
cja osiagnela Ft (3, 7).

Metody wykrywania produktéw w re-
al-time PCR dzieli sie na swoiste (zalezne
od sekwencji matrycy) i nieswoiste (nieza-
lezne od sekwencji matrycy). W obu gru-
pach uzywa sie barwnikéw fluorescencyj-
nych, przy czym s one zwigzane ze starte-
rami i/lub sondami lub tez wystepuja jako
wolne w mieszaninie reakcyjnej.

Przy wykorzystaniu swoistych metod
detekcji wymagane jest posiadanie spe-
cjalnych starteréw lub sond DNA, np. Ta-
gMan MGB. Niezbedna jest specjalistycz-
na wiedza, aby je zaprojektowac (3, 7).

Do nieswoistych metod wykrywania
i ilo§ciowego oznaczania produktéw qPCR
naleza techniki, ktére wykorzystuja barw-
niki mniej toksyczne, ale bardziej specy-
ficzne i czule niz bromek etydyny. Sa to
m.in. SYBR Green I i YO-PRO 1, ktoére
przylaczaja si¢ do dsDNA (3, 7).

Najczesciej stosowany SYBR Green I to
asymetryczny zwiazek cyjaninowy, kté-
ry ma mozliwo$¢ niespecyficznego wia-
zania sie¢ do malej bruzdy helisy DNA.
Niezwiazany barwnik nie wykazuje flu-
orescencji, a wraz ze wzrostem stezenia
produktéw PCR wzrasta proporcjonalnie
liczba czasteczek fluorochromu zwigza-
nego z dsDNA i rejestrowany jest wzrost
poziomu fluorescencji. Technika z wy-
korzystaniem SYBR Green I jest najbar-
dziej ekonomiczna, prosta i uniwersalna

— umozliwia zastosowanie dowolnej pary
starteréw i matryc. Jednoczesnie jest wy-
starczajgco czula, aby wykry¢ pojedyn-
cza kopie DNA w mieszaninie reakcyjnej.
Wadg barwnika SYBR Green I (podob-
nie jak bromku etydyny) jest interkala-
cja kazdej dwuniciowej czasteczki DNA,
w tym dimeréw starteréw i niespecyficz-
nych produktéw reakcji. W zwigzku z tym
istnieje niebezpieczenstwo uzyskania fat-
szywie pozytywnych lub zawyzonych wy-
nikéw. Temperatura topnienia (Tm) spe-
cyficznego dla danej reakcji produktu jest
zwykle wyzsza niz Tm dimeréw starteréw.
W celu potwierdzenia swoistos$ci uzyska-
nego amplikonu analizuje sie krzywe top-
nienia (ryc. 3).

Material genetyczny bakterii wykryty
za pomoca reakcji PCR lub hybrydyzacji
DNA mozna podda¢ sekwencjonowaniu.
Obecnie jest to metoda molekularna naj-
czesdciej stosowana do identyfikacji bak-
terii, ktéra umozliwia wykrywanie zmian
pojedynczych nukleotydéw w materiale
genetycznym. Ustalenie rodzaju i kolej-
noséci nukleotydéw zawartych w kwasach
nukleinowych drobnoustrojéw umozliwi-
to stworzenie banku genéw oraz klonowa-
nie fragmentéw ich DNA (3,7).

Niestety najnowsze metody molekular-
ne wymagaja duzych nakladéw finanso-
wych, czasu i odpowiednio przeszkolone-
go personelu. Jednakze dzieki nim nauka
ciagle sie rozwija, a diagnostyka bakterio-
logiczna jest na coraz wyzszym poziomie.

Bakteryjny rybosom - czym jest 16S?

Rybosom jest kompleksem utworzonym
z bialek i RNA, w obrebie ktérego za-
chodzi synteza biatek z aminokwaséw na
matrycy mRNA (translacja), przy udzia-
le tRNA. Rybosomy bakteryjne utwo-
rzone sg z duzej podjednostki 50S i ma-
tej podjednostki 30S. Mala podjednost-
ke z kolei tworza rybosomalne 16S RNA
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Ryc. 3. Krzywa topnienia produktéw qPCR

i 20 bialek. Umozliwia ona ,czytanie”
mRNA. W sktad duzej podjednostki wcho-
dzg 23S rybosomalne RNA, 5S rybosomal-
ne RNA i 30 bialek.

Rybosomalne 16S RNA jest czescia
matej podjednostki 30S rybosomu or-
ganizmdéw prokariotycznych, kodowa-
ng przez konserwatywny gen 16S rRNA
okreslany takze mianem 16S RNA, lub rrs
(8). Gen ten wystepuje u wszystkich ga-
tunkéw bakterii w réznej liczbie kopii (9).
Jest utworzony z 1500 nukleotydéw i za-
wiera 9 hiperzmiennych regionéw. Teo-
retycznie detekcja wspomnianego genu
za pomoca technik molekularnych po-
zwala na identyfikacje wszystkich gatun-
kéw bakterii. Co wiecej, analiza sekwen-
¢ji nukleotydowych genu 16S RNA umoz-
liwia: okreslenie zmian, jakie zachodza na
przetomie lat w genomie bakterii, analize
ewolucji drobnoustrojéw oraz aktualizo-
wanie ich taksonomii (10).

Wydaje sie wiec, ze gen 16S RNA jest
dobrym markerem molekularnym dla ba-
dan bakteriologicznych. Techniki PCR
oparte na wykrywaniu jego sekwencji
w analizowanym materiale maja jednak
pewne takie same, niezaleznie od labora-
torium, ograniczenia. Po pierwsze, koszt
badan molekularnych, pomimo tego, ze
z roku na rok spada, w poréwnaniu z tra-
dycyjnymi technikami mikrobiologicz-
nymi jest wciaz wysoki. Inna przyczyna
ograniczajaca stosowanie tych badan to
konieczno$¢ posiadania specjalistycznej
aparatury do przeprowadzenia amplifika-
¢ji, ktéra w przypadku prowadzenia badan
nad filogenezg bakterii i ich ewolucja po-
winna zosta¢ wzbogacona o sekwenatory
DNA oraz odpowiednie programy kom-
puterowe do obrébki sekwencji nukleoty-
dowych gendw.

Czynnikiem ograniczajacym czulos¢
PCR moze by¢ mala objetos¢ badanej prob-
ki, ktéra z reguly wynosi zaledwie kilka mi-
krolitréw (z reguly jest to objetos¢ 1-5 pl).

Powoduje to, ze ilo$¢ kopii bakteryjnego
DNA w takiej objeto$ci jest mala, i cho-
ciaz czuloéé PCR jest wysoka (teoretycznie
technika ta pozwala wykry¢ juz 1 do 5 kopii
badanego genu w prébce), moze by¢ przy-
czyna wynikéw falszywie ujemnych (9).
Inny problem stanowi uzyskiwanie wy-
nikéw falszywie pozytywnych badania. Sy-
tuacja taka moze by¢ konsekwencja zanie-
czyszczenia badanej probki. Aby ograni-
czy¢ niebezpieczenistwo uzyskania tego
typu rezultatéw, konieczne jest wykorzy-
stywanie do reakcji tannicuchowej polime-
raz odpowiednio czystych odczynnikéw,
tzw. DNA free, a takze sprzetu (pipet, kon-
céwek do pipet) przeznaczonych tylko do
PCR. Aby mie¢ pewnos¢, ze podczas PCR
nie doszlo do zanieczyszczenia prébki, re-
akcja ta powinna by¢ zawsze prowadzo-
na z zastosowaniem kontroli pozytywnej
i negatywnej. Kontrole pozytywna stanowi
wzorcowe DNA badanego drobnoustroju,
z kolei kontrole negatywna material po-
zbawiony DNA bakterii (np. czysta woda).
Uzyskanie dodatniego wyniku reakcji dla
kontroli pozytywnej oraz ujemnego dla
kontroli negatywnej jest gwarantem, ze
reakcja zostala przeprowadzona wlasci-
wie, a uzyskane wyniki sa wiarygodne (6).

Kiedy badanie PCR wykrywajace
gen 16S RNA ma wartosé diagnostyczng
w bakteriologii?

Podstawe diagnostyki mikrobiologicznej
stanowi w dalszym ciagu rutynowe bada-
nie bakteriologiczne obejmujace hodowle
drobnoustrojéw na odpowiednich podto-
zach, ich charakterystyke fenotypowa (bar-
wienie, ocena morfologii, zdolno$¢ wzro-
stu na odpowiednich podtozach, wlasci-
wosci biochemiczne). Niemniej jednak
w wielu przypadkach czulo$¢ tych metod
jest z réznych powoddéw zbyt niska i nie
pozwala na pelng identyfikacje wyizolo-
wanych drobnoustrojéw.

W takiej sytuacji alternatywe stanowi
badanie molekularne polegajace na am-
plifikacji i sekwencjonowanie genu 16S
rRNA drobnoustrojéw oraz poréwnanie
jego sekwencji z sekwencjami mikroor-
ganizméw dostepnymi w banku genéw.
Dzieki tak przeprowadzonej analizie moz-
liwa staje sie identyfikacja rodzaju i gatun-
ku bakterii (11). Tego typu badania cechu-
je wyzsza czulo$¢ w poréwnaniu ze stan-
dardowym badaniem bakteriologicznym,
ktéra w duzej mierze uzalezniona jest od
dlugosci analizowanego genu. Im dluzszy
jest fragment badanego genu, tym z re-
guly czulo$¢ metod molekularnych jest
nizsza. Jest wiele prac potwierdzajacych
czulo$¢ PCR dla genu 16S RNA w identy-
fikacji rodzaju i gatunku bakterii. W jed-
nej z nich sposréd 136 szczep6w tleno-
wych bakterii Gram-dodatnich, ktérych
nie udalo sie zidentyfikowa¢ tradycyjny-
mi metodami bakteriologicznymi, tech-
nika PCR przynalezno$¢ do rodzaju okre-
$lono dla 52,2% z nich. Wedlug Bossharda
i wsp. (12) 16S PCR pozwala na identyfi-
kacje gatunkowa 65,4% badanych szcze-
p6w bakteryjnych oraz na identyfikacje
rodzajowa 97% drobnoustrojéw. Warto-
$ci te niewatpliwie robig wrazenie, nie-
mniej jednak pamieta¢ nalezy, ze réznice
i zmienno$¢ sekwencji omawianego genu
moga ograniczac identyfikacje niektérych
gatunkow, jak jest w przypadku gronkow-
cow (Streptococcus mitisi, Streptococcus
pneumoniae), niektérych enterobakterii
(Escherichia coli i Shigella spp.), czy Ba-
cillus spp. (Bacillus cereusi, B. anthracis)
(10, 13). W tych przypadkach do identyfi-
kacji drobnoustrojéw wskazane jest wyko-
rzystanie innych genéw anizeli 16S RNA,
jak np. rpoB, recA, tuf, gyrA, gyrB (geny te
posiadaja zmienne sekwencje nukleotydo-
we, otoczone jednak przez sekwencje kon-
serwatywne, przez co nadaja si¢ réwniez
jako markery diagnostyczne (6).

Bywa takze, ze niektdre gatunki bakte-
rii posiadaja kilka kopii genu 16S rRNA,
wykazujacych pewne zréznicowanie se-
kwencji (9). Sekwencja omawianego genu
moze takze by¢ rézna na poziomie szczepu
i podgatunku bakterii, przy czym zmien-
no$¢ ta jest na ogdt nieznaczna i wynosi
okoto 0,5%, co raczej nie powinno wply-
wa¢ na wyniki amplifikacji i analizy filo-
genetycznej (14).

Obok zastosowania w rutynowej dia-
gnostyce bakteriologicznej, gen 16S rRNA
wykorzystywany moze by¢ do wykrywania
nowych gatunkéw bakterii. W tym celu
prowadzona jest charakterystyka fenoty-
powa i genotypowa potencjalnych kan-
dydatéw do nowego gatunku (14). Stac-
kebrandt (15) ustalil, ze do opisu nowego
gatunku bakterii konieczne jest przedsta-
wienie petnej sekwencji genu kodujacego
16S rRNA. Niestety do chwili obecnej nie
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okreslono, jakiego rzedu réznice w sekwen-
¢ji 16S rRNA musza pojawic sie u rozpatry-
wanych jako nowy gatunek drobnoustro-
jow, by uznac je za takowy. Wydaje sie, ze
poziom homologii sekwencji nukleotydo-
wych 16S ponizej 97% pozwala rozwazac
dane bakterie jako nowy gatunek (10, 14).

Wykorzystanie 16S RNA do identyfi-
kacji bakterii pozwolilo wykaza¢ nowe ich
gatunki i szczepy. Potwierdzeniem tego
wniosku moga by¢ badania przeprowa-
dzone przez Drancourta i wsp. (16). Ba-
dacze ci przeprowadzili analize moleku-
larna 1404 izolatéw bakterii, w przypad-
ku ktérych tradycyjne metody badania
bakteriologicznego nie pozwolily na ich
identyfikacje. Bazujac na homologii se-
kwencji genu 16S, wykazano, ze przy po-
dobienistwie wyzszym niz 99% do sekwen-
cji wzorcowej dostepnej w bazie danych,
dany izolat nalezy uzna¢ za szczep opisa-
nego juz gatunku drobnoustrojéw. Podo-
bienstwo rzedu 97-99% umozliwito przy-
pisanie danego izolatu do rodzaju bakterii,
natomiast przy homologii nizszej anizeli
97% mozna byto méwi¢ o pojawieniu sie
nowych gatunkéw drobnoustrojéw. Bada-
nia wspomnianych autoréw pozwolity wy-
kaza¢ 11 nowych gatunkéw drobnoustro-
jow, ale co bardziej istotne potwierdzily,
ze 16S PCR doskonale nadaje sie do ana-
lizy r6znorodnoséci mikroorganizméw. Te
i inne badania zdaja si¢ potwierdzac wy-
zej przedstawione stwierdzenie, ze przy
homologii genu 16S badanego izolatu
bakterii z wzorcem, wynoszacej co naj-
mniej 97%, badany izolat mozna zakwa-
lifikowa¢ do okreslonego rodzaju, nato-
miast, gdy wynosi ona 99% — do okreslo-
nego gatunku bakterii (9). W tym miejscu
nalezy jednak zwréci¢ uwage, ze stopien
podobienstwa ustalany procentowo réz-
ni sie w zalezno$ci od analizowanego od-
cinka genu (dtugos$ci badanego fragmen-
tu genu), a takze od stosowanego progra-
mu komputerowego do obrébki i analizy
sekwencji (14).

16S PCR a konwencjonalne badanie
bakteriologiczne

Badania molekularne nie moga i nie po-
winny w petni zastapi¢ rutynowych badan
bakteriologicznych (chociazby z uwagi na
fakt, ze przy ich pomocy nie mozna okre-
§li¢ antybiotykowrazliwosci wyizolowanych
szczepow drobnoustrojéw, co jest niezwy-
kle przydatne w praktyce klinicznej). Po-
winny natomiast stanowi¢ ich uzupetnie-
nie. Przewaga PCR nad rutynowym bada-
niem bakteriologicznym jest m.in. to, ze
technika ta razem z sekwencjonowaniem
uzyskanych w PCR amplikonéw pozwala
na wykrycie zakazen i identyfikacje bak-
terii, ktérych hodowla jest trudna i dtu-
gotrwala, jak np. Mycobacterium spp.,
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Coxiella burnetii, Bartonella spp., Ehrlichia
spp., Anaplasma spp., Francisella tularen-
sis, Mycoplasma spp.), badz niemozliwa do
przeprowadzenia np. z powodu wcze$niej
przebytej antybiotykoterapii.

W praktyce klinicznej z badan mole-
kularnych stosunkowo czesto korzysta sie
w celu szybkiej identyfikacji drobnoustro-
jow trudnych w hodowli, a bedacych przy-
czyna ciezkich, zagrazajacych zyciu zaka-
zen (niejednokrotnie szpitalnych) doty-
czacych uktadu sercowo-naczyniowego,
nerwowego czy kostnego (6).

Podsumowanie

16S PCR wydaje si¢ cennym narzedziem
w diagnostyce bakteriologicznej. Pomi-
mo tego, ze metoda ta wykorzystywana
jest w diagnostyce juz od dluzszego cza-
su, nie mozna powiedzie¢, iz ulegta ona
dezaktualizacji. Wystarczy, ze poréwna-
my jej czulo$¢ z wykorzystywana w ostat-
nim czasie i zyskujaca na popularnosci
metoda spektrometrii mas, pozwalajaca
na jeszcze szybsza niz w przypadku PCR
identyfikacje izolatéw drobnoustrojéw wy-
hodowanych w laboratoriach mikrobiolo-
gicznych (17). Chociaz pierwsza z wymie-
nionych uznawana jest za czula i stosun-
kowo tania (jezeli chodzi o koszt badania),
to wyniki Bizzini i wsp. (18) wskazuja, ze
mniej niz potowe szczepédw bakteryjnych
zidentyfikowanych na podstawie 16S RNA
udaje si¢ zidentyfikowac przy uzyciu spek-
trometrii mas. Technika ta ponadto zawo-
dzi w rozpoznawaniu takich bakterii, jak:
gronkowce, pneumokoki, bakterie grupy
HACEK czy Shigella spp. (2).

Z obserwacji tych wynika, ze nawet je-
§li 16S PCR ma pewne ograniczenia, to
i tak stanowi niezwykle czuly technike,
ktéra doskonale nadaje sie do diagnosty-
ki zakazen bakteryjnych zaréwno u ludzi,
jak i zwierzat.

PiSmiennictwo

—

. Cyniak-Magierska A., Brzezianska E., Lewiriski A.: Lan-
cuchowa reakcja polimerazy — rodzaje, metodyka i za-
stosowanie. Endokrynol. Pol. 2000, 51, 159-167.

. Chabros L., Przybylski M., Dziecigtkowski T., Luczak M.:

Modyfikacja i optymalizacja metod PCR do wykrywania

regionu MIE ludzkiego herpeswirusa typu 5. Med. Dosw.

Mikrobiol. 2008, 60, 79-86.

Adaszek L., Zietek J., Dziegiel J., Winiarczyk S.: Wirusolo-

gia — przewodnik do ¢wiczen. Wyd. UP w Lublinie, 2013.

. Cyniak-Magierska A., Brzezianska E., Lewinski A.:

Laricuchowa reakcja polimerazy — rodzaje, metodyka

i zastosowanie. Endokrynol. Pol. 2000, 51, 159-167.

Mullis K.B.: The unusual origin of the polymerase chain

reaction. Sci. Am. 1990, 262, 56—61.

. Renvoisé A., Brossier F., Sougakoff W., Jarlier V., Aubry
A.: Broad-range PCR: past, present, or future of bacte-
riology? Med. Mal. Infect. 2013, 43, 322-330.

. Studziniska A., Tyburski J., Daca P, Tretyn A.: PCR w cza-

sie rzeczywistym. Istota metody i strategie monitorowa-

nia przebiegu reakcji, Biotechnologia 2008, 1, 71-85.

Clarridge I11 ].E.: Impact of 16S rRNA gene sequence ana-

lysis for identification of bacteria on clinical microbiolo-

gy and infectious diseases. Clin. Microbiol. Rev. 2004, 17,

840-862.

S}

I

'S

o

o

~

i

Prace pogladowe

o

. Petti C.A.: Detection and identification of microorganisms
by gene amplification and sequencing. Clin. Infect. Dis.
2007, 44, 1108-1114.

10. Janda J.M., Abbott S.L.: 16S rRNA gene sequencing
for bacterial identificationin the diagnostic laboratory:
pluses, perils, and pitfalls. /. Clin. Microbiol. 2007, 45,
2761-2764.

. Petti C.A., Polage C.R., Schreckenberger P.: The role of

16S rRNA gene sequencing in identification of microor-

ganisms misidentified by conventional methods. J. Clin.

Microbiol. 2005, 46, 6123-6125.

Bosshard P.P, Abels S., Zbinden R., Bottger E.C., Al-

twegg M.: Ribosomal DNA sequencing for identifica-

tion of aerobic gram-positive rods in the clinical labora-

tory (an 18-month evaluation). /. Clin. Microbiol. 2003,

41, 4134-4140.

13. Mignard S., Flandrois J.P.: 16S rRNA sequencing in ro-

utine bacterial identification: a 30-month experiment.
J. Microbiol. Methods 2006, 67, 574—581.

14. Gevers D., Cohan F.M., Lawrence J.G., Spratt B.G., Co-
enye T., Feil E.J.: Reevaluating prokaryotic species. Nat.
Rev. Microbiol. 2005, 3, 733-739.

. Stackebrandt E., Frederiksen W., Garrity G.M., Grimont
P.A.D., Kampfer P,, Maiden M.C.J.: Report of the ad hoc
committee for the re-evaluation of the species defini-
tion in bacteriology. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 2002, 52,
1043-1047.

16. Drancourt M., Berger P, Raoult D.: Systematic 16S rRNA

gene sequencing of atypical clinical isolates identified
27 new bacterial species associated with humans. /. Clin.
Microbiol. 2004, 42, 2197-2202.

17. Seng P,, Drancourt M., Gouriet F,, La S.B., Fournier PE.,

Rolain J.M.: Ongoing revolution in bacteriology: routine

identification of bacteria by matrix-assisted laser desorp-

tion ionization time-of-flight mass spectrometry. Clin. In-

fect. Dis. 2009, 49, 543-551.

Bizzini A, Jaton K., Romo D,, Bille J., Prod’hom G., Greub

G.: Matrix-assisted laser desorption ionization-time of

flight mass spectrometry as an alternative to 165 rRNA

gene sequencing for identification of difficult-to-identi-

fy bacterial strains. J. Clin. Microbiol. 2011, 49, 693—696.

1

jan

1

»

1

o

1

i

Dr hab., prof. UP tukasz Adaszek, Klinika Choréb Za-
kaznych, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej w Lublinie,
ul. Gteboka 30, 20-612 Lublin, e-mail: ukaszeko@wp.pl



