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Najbardziej skutecznym sposobem wykrywania mastitis, umozliwiajgcym celowane leczenie jest
identyfikacja wywotujacego je patogenu. Bezposrednia metodg wykrywania drobnoustrojow
chorobotwadrczych sg posiewy bakteryjne. Kolonie bakteryjne, ktére wyrosty na pozywce identyfikuje sie
dodatkowo testami biochemicznymi [1]. Jako test konfirmacyjny od kilku lat stosuje sie tez technike MALDI-
TOF MS (Desorpcja/lonizacja laserem wspomagana matrycg z pomiarem czasu przelotu jondw wraz ze
spektrometrig mas). MALDI-TOF MS umozliwia identyfikacje patogendw na podstawie unikatowego profilu
badanych biatek. Metoda ta jednak wymaga drogiej aparatury, a jej czutos$é¢ jest zbyt niska aby z
powodzeniem zastosowac jg do identyfikacji drobnoustrojéw bez wczesniejszej hodowli [1, 2]. Do niedawna
hodowla bakteryjna byta tzw. ,,ztotym standardem” diagnostyki zakazen w przebiegu zapalenia wymienia
[3]. Metoda ta ma kilka zalet, m.in.: jest tania, nie wymaga dodatkowego sprzetu (poza koniecznym do
ogdlnej hodowli bakteryjnej) oraz umozliwia ocene lekoopornosci. Niestety hodowla bakteryjna posiada tez
wiele minuséw. Jednym z nich jest czas potrzebny do uzyskania wyniku, najczesciej jest to 24-48 h, w
niektdrych przypadkach nawet kilka dni [4]. Czasami wystepuje catkowity brak wzrostu bakterii, np. w
wyniku inhibitoréow lub pozostatosci antybiotykéw po terapii [3]. Dodatkowo nie w kazdym przypadku
identyfikacja jest mozliwa ze wzgledu na rdznice fenotypowe miedzy szczepami, przez co wynik jest
niepetny [5]. Identyfikacja patogendw wywotujgcych mastitis metodami genotypowania rozwija sie
najbardziej dynamicznie i staje sie obecnie standardem w diagnostyce. Dzieki wykorzystaniu sekwencji
genetycznej drobnoustrojow z ogdlnie dostepnych baz danych mozna zaadaptowac techniki amplifikacji
(powielania) wybranych fragmentow DNA (reakcja PCR) badanych patogendw w celu ich bezposredniej
identyfikacji z materiatu klinicznego (w przypadku mastitis — mleka) [5]. W klasycznej reakcji PCR
wykorzystuje sie dwa krdtkie fragmenty DNA (oligonukleotydy) tzw. startery, taczace sie specyficznie z
szukang sekwencjg DNA. Jesli sekwencja DNA, do ktérej zaprojektowano startery, znajduje sie w
mieszaninie reakcyjnej ulega ona wielokrotnemu powieleniu (w postepie logarytmicznym).
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Po zakonczeniu reakcji jej wynik mozna uwidocznié dzieki rozdziatowi fragmentéw DNA na specjalnych
zelach w obecnosci pradu elektrycznego. Im krotszy fragment DNA tym szybciej przemieszcza sie w zelu,
co mozna zaobserwowaé w postaci charakterystycznych prazkéw, a dzieki uzyciu markera wielkosci
(mieszaniny fragmentéw DNA o znanej dtugosci) mozliwa jest ocena diugosci fragmentu co pozwala
stwierdzi¢ czy jest to szukany przez nas fragment [6, 7, 8]. Reakcja taricuchowa polimerazy (PCR) dzieki
swojej uniwersalnosci jest obecnie wykorzystywana w kazdej dziedzinie biologii molekularnej, m.in.:
diagnostyce medycznej patogendw, klonowaniu i sekwencjonowaniu gendéw, badaniu ekspresji gendéw,
analizie mutacji itd. [8].

Reakcja PCR ma wiele zalet: jest szybka — moze by¢ wykonana w czasie okoto 2 h; nie wymaga znajomosci
sekwencji amplifikowanego fragmentu, a jedynie sekwencji go okalajacych; startery reakcji nie muszg by¢
w 100% komplementarne do fragmentu DNA, z ktérym sie wigza, co umozliwia amplifikacje, np. réznych
szczepdw tego samego gatunku drobnoustroju, réznigcymi sie zmianami pojedynczych nukleotydow;
reakcja jest specyficzna oraz bardzo czuta w poréwnaniu do metod klasycznej diagnostyki [9].

Obecnie istnieje ponad dwadzieScia réznych odmian i wariantéw reakcji PCR. W diagnostyce wykorzystuje
sie najczesciej: nested PCR (tzw. zagniezdzony PCR), RT-PCR (PCR potaczony z odwrotng transkrypcjg),
umozliwiajgcy amplifikacje fragmentow RNA, dzieki przepisaniu ich na cDNA (komplementarny DNA), real-
time PCR (PCR z analizg produktu w czasie rzeczywistym), ktdry jest bardzo czuty i nie wymaga osobnej
analizy produktu po zakonczeniu reakcji [9, 10].

Real-time PCR zostat przedstawiony w literaturze po raz pierwszy w 1992 roku przez Higuchi i wsp.
Zmodyfikowali oni reakcje dodajac do niej bromek etydyny (barwnik przytgczajgcy sie do DNA — obecnie
wyparty przez inne, ze wzgledu na swoje mutagenne witasciwosci), dzieki czemu wraz ze wzrostem ilosci
produktu zwiekszata sie intensywnos¢é swiecenia barwnika, co mozna obserwowacé po kazdym cyklu reakcji
PCR [11]. W reakcji real-time PCR dzieki uzyciu réznych metod mozina oceni¢ stezenie produktu.
Podstawowe z nich to: metoda absolutna, wykorzystujgca krzywa rozcienczen standardu DNA o znanym
stezeniu oraz metoda relatywna, wykorzystujgca amplifikacje gendéw o statej ekspresji w komadrkach,
bedacych punktem odniesienia dla oceny stezenia gendw przez nas ocenianych. Pierwsza metoda jest
powszechna we wszystkich rodzajach badan, druga natomiast stuzy gtdwnie ocenie ekspresji gendéw, np. w
nowotworach. Na podstawie zastosowanych metod system moze wyznaczyé ilos¢ DNA, znajdujgcego sie na
poczatku reakcji [12, 13, 14]. Pod wzgledem odczynnikowym reakcje real-time mozna podzieli¢ na
niespecyficzne oraz specyficzne. Reakcje niespecyficzne to te, do ktérych wykorzystuje sie barwnik
SYBRGreen | (oraz jego liczne modyfikacje). Barwnik wigze sie z dwuniciowym DNA, wiec po kazdej rundzie
reakcji PCR, otrzymujac wiecej produktu, uzyskujemy tez zwiekszenie intensywnosci fluorescencji co
rejestruje aparat. Zaletami takiego rozwigzania sg niski koszt odczynnikdéw oraz uniwersalno$¢ — SYBRGreen
| moze zosta¢ wykorzystany do uwidocznienia jakiejkolwiek amplifikacji. System ten jednak nie jest
pozbawiony wad. Niespecyficznos¢ barwnika powoduje, ze fluorescencja bedzie wzrastata przy amplifikacji
produktu, niezaleznie od tego czy jest to pozadany produkt reakcji, czy produkt powstajgcy niespecyficznie.
Dodatkowo, zastosowanie fluorescencyjnego barwnika umozliwia sledzenie w jednej reakcji powstawanie
wytacznie jednego produktu.
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W reakcjach specyficznych natomiast wykorzystuje sie znakowane fluorescencyjnie sondy molekularne,
ktore podobnie jak startery reakcji PCR, wigzg sie specyficznie z komplementarnym dla nich fragmentem
DNA. Fragment ten znajduje sie w sekwencji amplifikowanego produktu reakcji PCR. Im wiecej produktu,
tym wiecej sond sie przytagczy i emisja fluorescencji jest wyzsza. Wadg takiej reakc;ji jest jej koszt, poniewaz
sonda musi by¢ zaprojektowana i zakupiona dla kazdej reakcji z osobna. Metoda ta jednak charakteryzuje
sie wieloma zaletami. Wysoka specyficzno$¢ umozliwia sondzie przytaczenie sie wytgcznie do pozgdanego
produktu, dlatego tez amplifikacja niewielkich ilosci niespecyficznych produktéw nie ma znaczenia. Drugg
wazng zaletg jest mozliwos¢ multipleksowania, czyli amplifikacji kilku roznych produktéw w jednej reakcji
PCR. Jest to mozliwie dzieki zastosowaniu znacznikdw fluorescencyjnych umozliwiajgcych emisje
fluorescencji o réinej dtugosci fali Swiatta, dzieki czemu aparat moze wychwyci¢ fluorescencje kilku
znacznikdw bez ich naktadania sie. Zastosowanie systemow multipleksowych znaczgco obniza koszty
reakcji PCR oraz czasochtonno$é przygotowania, a ponadto dzieki zastosowaniu wielu potencjalnych celéw
reakcji PCR umozliwia bardziej kompleksowgq diagnostyke laboratoryjng [12, 13, 14].
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