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Uzywane do tej pory metody klasyfikacji i ro6znico-
wania mikroorganizmow, zwlaszcza tych, ktore sa od-
powiedzialne za wystapienie schorzen epidemiologicz-
nych, nie zawsze pozwalaja na postawienie szybkiej i
jednoznacznej diagnozy jak réwniez czesto nie pozwa-
laja na wiasciwe okreslenie zrodta i/lub drogi szerze-
nia si¢ infekcji. Szczegolne znaczenie posiada odréz-
nienie izolowanych z przypadkéw chorobowych szcze-
péw E. coli od wystgpujacych powszechnie szczepow
niechorobotworczych, bedacych sktadnikiem normal-
nej flory jelitowej, jak rowniez od tych, ktore bedac
potencjalnie patogenne, nie biora bezposredniego
udzialu w badanym schorzeniu epidemiologicznym.
Stosowane metody fenotypowe, np. typowanie sero-
logiczne, pozwalaja na oznaczenie obecnosci pewnych
grup serologicznych E. coli, uwazanych za patogenne
lub potencjalnie chorobotwéreze. Klasycznym przy-
ktadem moze by¢ tu izolacja szczepdéw grupy O157 z
przypadkéw krwawej biegunki u ludzi lub serotypow
0O138:K81, 0139:K82 1 O141:K85 w przebiegu cho-
roby obrzekowej swin (25, 33, 45). Wykazanie szcze-
pow tych charakterystycznych serotypoéw wskazuje z
duzym prawdopodobienstwem na ich udziat w etiolo-
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gii ww. schorzen. Metoda typizacji serologicznej, sto-
sunkowo szybka i fatwa do wykonanla posiada jed-

nak szereg istotnych ograniczen, zwigzanych np. z
dostepnoscig do swoistych przeciwcial. Czesto row-
niez izolowanych z przypadkéw chorobowych szcze-
poéw E. coli nie udaje si¢ zaliczyé do zadnej ze zna-
nych grup serologicznych, gdyz nie reagujg one z uzy-
wanymi surowicami diagnostycznymi lub wykazuja
efekt autoaglutynaciji.

Trudnosci z uzyciem niektérych testow fenotypo-
wych do identyfikacji szczepdéw E. coli oraz rozwdj
szeroko rozumianej biologit molekulamej, a zwlasz-
cza technik opartych na analizie kwasu DNA, wpty-
waja na coraz szersze wprowadzanie do praktyki mi-
krobiologicznej nowoczesnych metod genotypowych,
pozwalajacych na doktadniejszg charakterystyke ba-
danych szczepdéw bakteryjnych jak tez na okreslenie
ich stopnia pokrewienstwa klonalnego. W pracy tej
przedstawiono 1 krotko scharakteryzowano obecnie
najczesciej uzywane do tego celu techniki.

Analiza profilu plazmidowego

Jest to historycznie pierwsza z metod genotypowych,
uzytych w badaniach mikrobiologicznych i epidemio-
logicznych patogennych szczepdw E. coli. Opisana w
latach 70-tych przez Meyersa 1 wsp. (37) technika ta
doczekata si¢ szeregu modyfikacji (1, 15, 17, 23, 26,



28, 47, 65, 66). Oryginalna metoda Meyersa 1 wsp.
(37) pozwalala na izolacjg catego bakteryjnego kwasu
nukleinowego, z ktorego nastepnie oddzielano plazmi-
dowy DNA wirowaniem w gradiencie chlorku cezu —
bromku etydyny (CsCI-EtBr). Byta to trudna i czaso-
chtonna technika, ograniczajaca liczbg badanych izo-
latow bakteryjnych. Obecnie, dla rutynowej analizy
profilu plazmidowego, wigkszos¢ laboratoriow uzy-
wa prostych metod, pozwalajacych na uzyskanie wy-
starczajacej do badan ilo$ci DNA, pochodzacej z 1 ml
bulionowej hodowli bakteryjnej (metody mini-prep)
(1, 49). Sa one szybkie, powtarzalne i umozliwiaja
rownoczesng analize wielu izolowanych szczepow
E. coli. Metody te oparte sa zwykle na lizie alkalicz-
nej komérek bakteryjnych, opisanej po raz pierwszy
przez Birnboim i Doly (5). Izolowany materiat gene-
tyczny zawiera przede wszystkim plazmidowy DNA,
znajdujacy sie w formie zamknigtych i skrgconych
czastek CCC (Covalently Closed Circular), a wigc ta-
kich, jakie sq obecne w testowanych komérkach bak-
teryjnych in vivo (3, 13, 14). W procesie ekstrakeji
materiatu genetycznego, chromosomalny DNA ulega
natomiast liniowej fragmentacji i przez to staje si¢
mozliwy do separacji od badanych czastek plazmido-
wych. Podobne zalozenia teoretyczne izolacji plazmi-
dowego DNA znajduja si¢ u podstaw innej, czgsto sto-
sowanej metody wg Kado i Liu (32). Wyosobnione w
obu metodach plazmidy poddawane sa nastgpnie se-
paracji w procesie elektroforezy agarozowe] celem
oznaczenia ich liczby i masy molekularnej (15, 20,
44, 60).

Analiza profilu plazmidowego, niewatpliwie naj-
prostsza z metod genotypowej typizacji szczepow E.
coli, posiada jednak szereg ograniczen. Nie znajduje
m.in. zastosowania do oznaczania szczepow nie po-
siadajacych plazmidow (ktére np. utracity je w trakcie
izolacji lub pasazowania) lub tych, u ktorych stwier-
dza sie tylko jeden lub dwa plazmidy (36). Nie mozna
rowniez roznicowac szczepow posiadajacych plazmi-
dowy DNA o tej samej masie molekularnej, ktory jed-
nak nie jest czgsto identyczny pod wzglgdem sekwen-
¢ji nukleotydowej (60). Niektore plazmidy, zwlaszcza
kodujace opornos¢ na antybiotyki (plazmidy R) cechuja
sie tez zdolnoscia szybkiej utraty lub nabywania no-
wych fragmentéw DNA (transpozonow), przez co ich
zachowanie si¢ w trakcie elektroforezy moze by¢ bar-
dzo zmienne (18).

Celem blizszego roznicowania plazmidow izolowa-
nych z réznych szczepdw E. coli, poddaje sig je tra-
wieniu przy uzyciu enzymow restrykeyjnych (endo-
nukleaz). Enzymy te sg zdolne do cigcia czastek DNA
(zaréwno plazmidowego jak i chromosomalnego) w
specyficznych dla nich miejscach tancucha, okreslo-
nych zwykle przez 4 do 6 nukleotydow (8). Diugos¢
rozpoznawanej przez endonukleaze sekwencji DNA
ma zasadniczy wplyw na otrzymana liczbe liniowych
fragmentéw kwasu nukleinowego, a tym samym licz-
be prazkéw widocznych w zelu agarozowym. Jako

generalng zasadg przyjmuje sig, iZ enzym rozpoznaja-
cy 4-zasadowa sekwencje (np. Bsp1431 dzialajacy na
GATC) przecina DNA czgsciej niz enzym majacy zdol-
nosé rozpoznawania sekwencji 6-zasadowej (np. Notl
dziatajacy na GGCCGC); w tym pierwszym przypad-
ku liczba otrzymanych w wyniku trawienia fragmen-
tow DNA bedzie wieksza niz w drugim (8).

Enzymy restrykcyjne, rozpoznajace swoiste sekwen-
cje nukleotydowe w czastkach CCC plazmidowego
DNA, przecinaja obie komplementarne nici kwasu
nukleinowego, powodujac powstanie szeregu linio-
wych fragmentow, ktorych liczba zalezy od ilosci, spe-
cyficznych dla danej endonukleazy, sekwencji danego
materialu genetycznego (41). Na przyktfad, plazmido-
wy kwas nukleinowy posiadajacy dwa swoiste dla en-
zymu EcoRI miejsca restrykcyjne, zostanie przecigty
na dwa liniowe fragmenty, ktorych wielkos¢ zalezec
bedzie od potozenia tych sekwencji na trawionym
DNA. Jesli miejsca te sa blisko siebie wtedy jeden z
uzyskanych fragmentéw bedzie relatywnie maly a dru-
gi duzy. W praktyce, sekwencji restrykcyjnych dla
okreélonego enzymu moze by¢ na jednym plazmidzie
wiele, a powstajacy w wyniku reakcji profil czgsto nie-
wyrazny, tzn. posiadajacy zbyt wiele prazkow. Aby
temu zapobiec, do trawienia plazmidowego DNA
E. coli stosuje sig tzw. rzadko tnace enzymy, tzn. ta-
kie, ktére rozpoznaja stosunkowo rzadko wystepuja-
ce sekwencje nukleotydowe, np. Notl, Xbal (8, 20, 40,
50, 60).

Analiza restrykcyjna chromosomainego DNA

W metodzie tej do trawienia enzymatycznego uzy-
wa sie izolowanego chromosomalnego DNA, ktory jest
nastepnie cigty przy uzyciu wybranych endonukleaz
(18, 36). Wynikiem reakcji enzymatycznej jest powsta-
nie duzej liczby (czesto ponad 100) liniowych frag-
mentow DNA o wielkosci od 0,5 do 50 tysigcy par
zasad (bp). Fragmenty te sa z kolei rozdzielane przy
statym napieciu pradu w zelu agarozowym, barwione
bromkiem etydyny i fotografowane w swietle UV.
Roézne szezepy gatunku E. coli posiadaja rozne profile
restrykeyjne, bedace wynikiem ilosci i rozmieszcze-
nia w chromosomie specyficznych dla endonukleaz
sekwencji nukleotydowych. Podstawowym ogranicze-
niem tej metody sa trudnosci w ocenie uzyskanego
obrazu elektroforetycznego, bgdace wynikiem ogrom-
nej liczby widocznych prazkow jak tez mozliwose
obecno$ci w obrazie linii, pochodzacych z trawienia
towarzyszacego DNA plazmidowego. Metoda ta, rzad-
ko stosowana do analizy epidemiologicznej E. coli,
znalazla nieco szersze zastosowanie w ocenie Szcze-
pow Campylobacter, Clostridium, Candida (12,
21, 29).

Jak wspomniano, obraz elektroforetyczny, uzyska-
ny przy trawieniu chromosomalnego DNA, jest zwy-
kle bardzo ztozony oraz trudny do analizy 1 oceny.
Znacznym ulatwieniem jest wprowadzenie do tej tech-
niki réznych sond DNA, bedacymi specyficznymi se-
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kwencjami nukleotydowymi, znakowanymi radioizo-
topem lub digoksygening (36, 58, 59). W metodzie,
okreslonej nazwa analizy polimorfizmu dtugosci frag-
mentow restrykcyjnych (Restriction Fragment Length
Polymorphism, RFLP), DNA trawiony jest okreslong
endonukleaza, a nastgpnie powstate fragmenty linio-
we kwasu nukleinowego przenoszone sa na membra-
ny nitrocelulozowe lub nylonowe i poddawane hybry-
dyzacji z sonda molekularng. Test ten okreslany jest
rowniez terminem Southern blot, od nazwiska autora,
ktéry pierwszy opisal wym. technike (52). Uzywajac
znakowanych sond DNA mozna tatwo oznaczy¢ w
chromosomie bakteryjnym liczbe i potozenie fragmen-
tow restrykcyjnych, zawierajacych homologiczne se-
kwencje nukleotydowe do sekwencji zastosowane;j
sondy.

Jednym z pierwszych czynnikéw patogennosci
szczepow E. coli, oznaczonych testem Southern blot,
byto typowanie obecnosci genow kodujacych wytwa-
rzanie enterotoksyn — LT (cieplochwiejnej) i ST (cie-
plostalej), a nastgpnie na tej podstawie — klonalne rdz-
nicowanie badanych izolatéw (38). Poczatkowo, do
testow RFLP uzywano sond molekularnych, bedacych
dos¢ duzymi fragmentami genowymi. Obecnie stosu-
je si¢ przewaznie krotkie sekwencje nukleotydowe, sta-
nowiace zwykle syntetyczne oligonukleotydy wytwa-
rzane np. metoda PCR (36). Podstawowym warunkiem
jaki musi by¢ spetniony, aby sonda DNA wykazywata
skuteczne dzialanie, jest jej unikalna sekwencja nu-
kleotydowa, kodujaca konserwatywny fragment kwa-
su nukleinowego badanych szczepow E. coli. Takq se-
kwencje zawiera np. operon odpowiedzialny za synte-
ze rybosomalnego RNA (rRNA). Szczepy E. coli po-
siadajg zwykle kilka (od 5 do 7) rybosomalnych ope-
ronow, a uzyskany w procesiec hybrydyzacji obraz,
zwanym rybotypem (ribotyping), sktada si¢ z 10-15
prazkdw, pozwalajacych na stosunkowo tatwa analize
1 interpretacj¢ (36, 54). Szczepy E. coli, nalezace do
tych samych klonéw, a izolowane z roznych zrédet,
daja ten sam ribotyping przez co identyfikacja ich po-
krewienstwa nie sprawia trudnosci.

Elektroforeza pulsacyjna (Pulsed Field Gel Electro-
phoresis, PFGE) zostala wprowadzona celem separa-
¢ji duzych fragmentéw chromosomalnego DNA, po-
wstatych w wyniku cigcia przez endonukleazy, kto-
rych nie mozna bylo rozdzieli¢ tradycyjng elektrofo-
rezq agarozowa. PFGE pozwala na analize czastek
DNA o masie powyzej 40-50 kb az do fragmentow o
wielkosci nawet powyzej 10 000 kb (10 mb) (2, 22,
24, 35, 55, 64). W technice tej wykorzystano dwa zja-
wiska: 1) zmiany konfiguracji przestrzennej czastek
DNA pod wptywem przylozonego napigcia pradu oraz
2) mozhwosmaL powrotu do pierwotnego ulozenia po
usunig¢ciu tego napigcia (9, 11). W przeciwienstwie do
klasycznej elektroforezy, w ktorej przeptyw pradu na-
stepuje w jednym kierunku, w PFGE wystepuje ciagla
zmiana przylozenia elektrody dodatniej. Pod wptywem
takich warunkdéw, czastki DNA zmieniaja swoja kon-

figuracje przestrzenng i kierunek przemieszczania sig¢
w zelu agarozowym. Wprowadzenie impulsow elek-
trycznych o zmiennej dtugosci wplvwa bezposrednio
na reorientacje fragmentow DNA o roznej wielkosei,
tzn. dtuzsze pulsy przyspieszajq przemieszczanie sig
wigkszych czastek, krotsze natomiast — mniejszych
fragmentow pocigtego przez endonukleaze chromoso-
malnego kwasu nukleinowego (35). Programujac od-
powiednio kierunek i czas przeptywu pradu (pulsu),
PFGE pozwala na separacje¢ fragmentdw restrykeyj-
nych o réznej masie molekularnej (22). Uzywane obec-
nie odmiany PFGE, oparte na powyzszym zatozeniu
teoretycznym, roznig si¢ przede wszystkim sposobem
przyiozenla 1 zrmany pulsujacego pola elektrycznego.
Najczesciej stosuje si¢ metode odwroconego pola elek-
trycznego (Field Inversion Gel Electrophoresis, FIGE)
(9) lub szesciokatnego jednorodnego pola elektrycz-
nego (Contour Clamped Homogenous Electic Field,
CHEF) (11). FIGE, wykorzystuje klasyczna komor¢
elektroforetyczng, w ktorej okresowo zmieniane jest
przytozenie elektrody dodatniej o 180°. Dobierajac
odpowiednio czgstotliwos$¢ zmiany pola elektryczne-
go oraz czas przeptywu pradu (pulsu) uzyskuje si¢
rozng ruchliwos¢ fragmentow DNA zalezng od ich
wielkosci. W przypadku aparatu CHEF, geocentrycz-
na konfiguracja elektrod determinuje kat reorientacji
przeplywu DNA na 120°, ktory ma istotny wpltyw na
rozdziat 1 ruchliwos$¢ czastek w zelu agarozowym.
Przytozone na koncach kazdej z elektrod odpowied-
nio dobrane napigcie pozwala na uzyskanie jednorod-
nego pola elektrycznego niezbednego do liniowego
rozdzialu duzych fragmentéw chromosomalnego DNA
(22, 35).

Pierwszym etapem analizy szczepow E. coli przy
uzyciu techniki PFGE jest izolacja catego chromoso-
malnego kwasu nukleinowego. Poniewaz tak duza
czastka DNA jest niezwykle wrazliwa na mechanicz-
ne uszkodzenie (np. w trakcie pipetowania), izolacj¢ i
trawienie materiatu genetycznego wykonuje si¢ w
bloczkach agarozowych, zawierajacych zawiesing bak-
teryna badanego szczepu. Agaroza ta, stanowiac ma-
teriat ostonowy, utrzymuje chromosomalny DNA w
nieuszkodzonym stanie, pozwalajac jednoczesnie na
swobodne przemieszczanie si¢ czynnikow uzywanych
do lizy $cian, bton komoérkowych i biatek cytoplazma-
tycznych komorek bakteryjnych (proteinaza K, lizo-
zym) (28, 35, 36). Uzyskany DNA jest nastgpnie cigty
in situ na linilowe fragmenty przy pomocy rzadko tng-
cych enzymoéw restrykcyjnych. Wykorzystuje sig¢ tu
informacje¢, ze wigkszo$¢ bakterii gramujemnych, w
tym E. coli, posiada chromosomalny DNA z przewaga,
guaniny (G) i cytozyny (C) w stosunku do adeniny (A)
1 tyminy (T) (6). Dobierajac endonukleazy, rozpozna-
jace sekwencje bogate w nukleotydy A 1 T lub tez ta-
kie, ktore sa wzglednie dlugie (np. 6-8 nukleotydo-
we), uzyskuje si¢ stosunkowo niewielka liczbe frag-
mentow restrykcyjnych (zwykle < 20), ktore mozna
nastepnie analizowa¢ metoda PFGE. W przypadku
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molekularnych badan epidemiologicznych szczepow
E. coli uzywane sg zwykle enzymy restrykcyjne Notl
i Xbal (56). Ten pierwszy rozpoznaje sekwencje
GC | GGCCGC, a efektem jego dziatania jest powsta-
nie 12-15 fragmentéw o masie 10-1000 kb podczas
gdy Xbal przecina DNA w sekwencji T | CTAGA, pro-
wadzac do generacji ok. 20 prazkéw o masie 10-500
kb. Poréwnujac profile DNA uzyskane przy badaniu
réznych szczepdw E. coli, poddanych dziataniu tego
samego enzymu restrykcyjnego, mozna okresli¢ ich po-
krewiefistwo genotypowe. Interpretacja uzyskanych
wynikow jest niezwykle istotnym elementem testu
PFGE. Analizujac obrazy elektroforetyczne testowa-
nych szczepow E. coli, mozna stwierdzi¢ nastgpujace
zaleznosci (56):

a) badane izolaty sa identyczne gdy liczba prazkow
jest taka sama, a analogiczne prazki posiadajg ta sama
mase¢ molekulama;

b) badane izolaty wykazuja $ciste pokrewienstwo
gdy obraz elektroforetyczny rozni si¢ w przypadku 2-
-3 uzyskanych fragmentow restrykcyjnych DNA. Moze
to by¢ wynikiem np. mutacji punktowej chromosomu,
ktora prowadzi do powstania dodatkowego miejsca
restrykcyjnego. W miejsce jednego liniowego fragmen-
tu DNA powstaja wtedy dwa, ktorych taczna masa
molekularna stanowi rownowarto$¢ masy czastki pier-
wotnej. Taki obraz PFGE obserwuje si¢ niekiedy w
przypadku badania tych samych szczepow, z ktdrych
jeden byt szereg razy pasazowany in vitro;

¢) badane izolaty wykazuja prawdopodobne pokre-
wienstwo gdy uzyskany profil elektroforetyczny rozni
sie 4-6 prazkami, ktorych obecnos¢ jest efektem mu-
tacji punktowej i/lub wprowadzenia (lub delecji) frag-
mentu DNA;

d) badane 1zolaty nie Wykazujqpokrew1enstwa mo-
lekularnego gdy roznice w ilosci 1 jakosci uzyskanych
fragmentow restrykcyjnych prowadza do powstania 7
lub wiecej roznych prazkow elektroforetycznych.

Analiza otrzymanego w tescie PEGE obrazu elek-
troforetycznego, uwzgledniajaca powyzsze kryteria,
jest stosunkowo trudna i czgsto subiektywna. Celem
standaryzacji wynikow wprowadzono ostatnio szereg
programéw komputerowych, pozwalajacych na do-
ktadna analize liczby i masy molekularnej uzyskanych
fragmentow DNA. Z ich wykorzystaniem mozliwe jest
szybkie i obiektywne okreslenie pokrewienstwa geno-
typowego testowanych izolatow bakteryjnych. Stopien
tego pokrewienstwa, oznaczany najczgsciej w procen-
tach, jest nastepnie kalkulowany automatycznie 1 sta-
nowi podstawe do kreslenia dendrogramoéw (56).

Test polimerazowej reakcji taicuchowej
(Polymerase Chain Reaction, PCR)

Opracowany zostal w latach 80-tych przez Mullisa
i Faloona (39), a zastosowany po raz pierwszy w prak-
tyce przez Saiki i wsp. (48). Polega on na syntezie in
vitro wybranej sekwencji nukleotydowej DNA. Jest to
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niezwykle czuta, szybka i swoista molekularna meto-
da aplikacyjna, ktora znajduje szerokie zastosowanie
zaréwno w badaniach diagnostycznych, jak tez w okre-
$laniu stopnia pokrewienstwa (identycznosci) szcze-
poéw (klonow) bakteryjnych, w tym E. coli. Zasada te-
stu zostata szczegdtowo oplsana w licznych publika-
cjach przegladowych, w tym réwniez w jezyku pol-
skim (4, 19, 30, 31, 43, 51). W obecnym opracowaniu
zostanie wiec tylko przedstawione zastosowanie testu
PCR w badaniach zwiazanych z epidemiologig mole-
kularna.

W latach 90-tych wprowadzono odmiang tego te-
stu, zwang RAPD PCR (Random Amplified Polymor-
phic DNA), okre$lang takze terminem AP PCR (Arbi-
trary Primer) (62, 63). Oparta jest ona, analogicznie
jak klasyczny test PCR, na polimerazowej amplifika-
cji fragmentéw DNA in vitro. W metodzie RAPD PCR
uzywa sie zwykle starteréw dfugosci okoto 8-12 nu-
kleotyddw, o dowolnej sekwencji, ktora jest komple-
mentarna do losowo utozonych odcinkéw chromoso-
malnego DNA. Pozwala to w konsekwencji na ampli-
fikaCjQ fragmentow kwasu nukleinowego o réznej dtu-
gosci (7). W wyniku przeprowadzonych 30-40 cykli
PCR, powstajqprodukty, ktore sa nastc—;pme rozktada-
ne w procesie elektroforezy agarozowej i uwidacznia-
ne przez barwienie bromkiem etydyny. Uklad powsta-
tych prazkéw jest charakterystyczny dla poszczegdl-
nych szczepdéw (klonow) bakteryjnych i nie zalezy od
wybranej sekwencji nukleotydowej starterow. Jest to
metoda stosunkowo prosta, szybka i powtarzalna, a
jej dodatkowa zaleta jest minimalna ilos¢ materiatu
wyjsciowego (szczep bakteryjny lub jego DNA) nie-
zbedna do wykonania reakcji. W przypadku patogen-
nych szczepdw E. coli stosowane w metodzie RAPD
PCR startery maja zwykle nastgpujace sekwencje: CCG-
CAGCCAA; GTGGATGCGA; GCGGAAATAG, a
uzyskana z ich udziatem liczba amplifikowanych frag-
mentow zawiera si¢ w granicach 12-15, przez co jest
tatwa do analizy wizualnej bez specjalnego i drogiego
oprogramowania komputerowego (10, 42, 61). Meto-
da RAPD PCR jest tez bardziej czuta niz inne techni-
ki analizy chromosomalnego DNA (np. RFLP) i wy-
daje sie mie¢ duzg przysztos¢ w epidemiologii mole-
kularnej.

Odmiang testu PCR, wprowadzana obecnie do ba-
dan pokrewienstwa genotypowego szczepow L. coli,
jest ERIC PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus) (27, 57). W metodzie tej uzywa si¢ pary
starterow o dos¢ dhugich sekwencjach nukleotydo-
wych, komplementarnych do okreslonego fragmentu
genomu bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, nazwa-
nych ERICIR (ATGTAAGCTCCTGGGGATTCA)
oraz ERIC2 (AAGTAAGTGACTGGGGGTGAGCG)
(57). Sekwencje te sa wysoce konserwatywne ale ich
rozmieszczenie w chromosomalnym DNA r6zni sig
w zalezno$ci od gatunku, a nawet szczepu (klonu) £.
coli (16, 34). Uzywajac testu ERIC-PCR mozliwe jest
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wigc uzyskanie charakterystycznego obrazu fingerprin-
ting, ktory jest uzywany do tatwego réznicowania po-
szczegolnych szezepdw. Jest to wige bardzo zblizona
w swoim zatozeniu metoda do opisanego wyzej testu
RAPD PCR, roznigca si¢ tylko specyficznym okresle-
niem sekwencji starteréw reakcji PCR. Wykazano, iz
uzyskane przy uzyciu opisanych starterow ERICIR 1
ERIC2 profile elektroforetyczne cechuja si¢ statoscig
u tych samych szczepow (klondw) E. coli, badanych
w roznym okresie czasu (34, 46). ERIC PCR jest wige
niezwykle atrakcyjna metoda, ktéra powinna wkrotce
znalez¢ szersze zastosowanie do molekularnej anali-
zy r6znych patogennych szczepow bakteryjnych, w tym
E. coli.

Intensywny rozwoj badan obejmujacych biologie
molekularng pozwala obecnie na wprowadzenie wie-
lu metod genotypowych do identyfikacji réznicowa-
nia patogennych szczepow E. coli. Szereg uzywanych
technik, opartych na analizie plazmidowego i/lub chro-
mosomalnego DNA, daje szerokie mozliwosci szyb-
kiej 1 doktadnej oceny cech chorobotwdrczoscei 1zolo-
wanych bakterii jak rowniez pozwala na analiz¢ stop-
nia ich pokrewienstwa, zrodta zakazenia oraz drog
szerzenia si¢ infekcji. Taka doktadna charakterystyka
szczepow E. coli wymaga zwykle zastosowania row-
nocze$nie wigcej niz jednej z przedstawionych metod
typizacji genotypowej, ktorych dopiero taczne wyniki
pozwalajg na Sciste okreslenie klonalnego charakteru
badanych szczepow bakteryjnych. W oznaczaniu tych
zaleznosci istotng rolg odgrywa sposob interpretacji
uzyskanych rezultatéw. Niezwykle pomocne sg w tym
wzgledzie coraz nowsze i dajace wigksze mozliwosci
programy komputerowe, pozwalajace na automatyza-
cj¢ 1 obiektywna oceng wynikéw oraz ich aplikacje do
celow rozwijajacej sie epidemiologii molekularne;.
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