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warantannowa bakteria Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (Cms), wywolujaca

bakterioz¢ pierscieniowa ziemniaka, przysparza wielu trudnosci diagnostycznych. Ze
wzglgdu na wysoka czutos¢ i specyficznosé jednymi z metod zalecanych do identyfikacji
sprawcy choroby sa metody molekularme. Enzymy stosowane w tych metodach moga by¢
hamowane przez niektére substancje (inhibitory), co wiazZe si¢ z ryzykiem otrzymania falszy-
wych wynikéw. Przyczyng ww. problemow sa przede wszystkim zwiazki obecne w tkankach
roslinnych i srodowisku naturalnym, z ktérego pozyskiwane sa proby do badan. Substancije
takic jak polisacharydy, polifenole, egzonukleazy i inhibitory proteaz, jak réwniez inne
wplywajace negatywnic na czulos¢ metod molekularnych, powinny zostaé¢ usunigte na etapie
ckstrakcji kwasow nukleinowych z badanych prob.

Problemy z otrzymaniem czystego materialu genetycznego moga pojawiaé si¢ rowniez na
poziomie samych komorek bakteryjnych. Bakterie Cms, klasyfikowane jako gram dodatnie,
majq grubg sciang komorkowa, ktéra moze utrudniaé izolacje DNA/RNA. Szczegdlne trudno-
Sci moga powodowa¢ takze komponenty §luzow bakteryjnych znajdujace si¢ na powierzchni
badanych komorek. Z uwagi na duze zréznicowanic pod wzgledem wytwarzania otoczki eg-
zopolisacharydowej przez bakterie Cms problematyczna okazuje si¢ identyfikacja szczepow,
ktore wytwarzaja duze ilosci sluzow. Dlatego bardzo waznym etapem w diagnostyce moleku-
larnej bakterii Cms jest etap izolacji kwaséw nukleinowych z komérek bakteryjnych warun-
kujacy eliminacj¢ inhibitoréw, a przez to poprawnos¢ tych metod.

Celem pracy byta ocena efektywnosci izolacji DNA i okreslenie wplywu obecnosci §luzu
bakteryjnego na czutosc¢ testu PCR. Zastosowano udoskonalona metodg ekstrakcji DNA, kt6-
rej skuteczno$¢ sprawdzano, izolujac materiat genetyczny ze szczepow Cms o réznym stopniu
mukoidalnosci.

Pierwszym etapem badan bylo namnozenie zréznicowanych mukoidalnie szczepow Cms
na podlozach mikrobiologicznych. Po uzyskaniu kolonii dla kazdego ze szczepoéw sporzadzo-
no zawiesiny o koncentracji 10° do 10° jtk/ml (jednostka tworzaca kolonie w 1 ml). Tak przy-
gotowane zawiesiny poddano izolacji DNA, stosujac opracowana metodg ekstrakcji. Aby
uzyska¢ jak najwigksze zroznicowanie, przy identyfikacji molekularnej badanych szczepow
Cms stosowano wrazliwy na dzialanie inhibitorow obecnych w $rodowisku klasyczny test
PCR z enzymem polimeraza Taq DNA. Skuteczno$¢ metody oceniano na podstawie rozdziatu
elektroforetycznego DNA uzyskanego w tescie PCR.
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