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Celem pracy jest przedstawienie podstawowych zasad techniki fancuchowej
reakcji polimerazowej (PCR) oraz zastosowanie jej w klinicznej diagnostyce
mikrobiologicznej i w badaniach epidemiologicznych.

1. WSTEP

Rozwinieta w drugiej potowie lat osiemdziesigtych technika tancuchowej reakcji
polimerazowej (ang. Polymerase Chain Reaction, PCR) w ciggu kilku lat stata sie
jedng z podstawowych technik zaréwno badawczych, jak i diagnostycznych. Umoz-
liwia ona zwielokrotnienie (amplifikacje), w ciaggu Kilku godzin, okreslonego fragmen-
tu DNA w milionowych liczbach jego kopii (12, 16). Analiza zmian w sekwencji
nukleotyddéw, w wyizolowanej w ten sposob frakcji DNA, jest nieporownywalnie
fatwiejsza niz badanie calej czasteczki DNA.

Dotychczas stosowane metody wykrywania i identyfikacji drobnoustrojéw opie-
raja sie gtownie na cechach morfologicznych, serologicznych i biochemicznych. Jed-
nak, ze wzgledu na wystepowanie duzej zmiennosci fenotypowej drobnoustrojow,
klasyfikacja na podstawie ich cech fenotypowych, jest w wielu wypadkach niejedno-
znaczna. W ostatnich latach w diagnostyce mikrobiologicznej zaczyna sie coraz
czesciej wprowadzac techniki biologii molekularnej oparte na badaniu genomu
drobnoustrojéw. Jedng z najbardziej eksploatowanych metod w tych probach, opar-
tych na analizie materiatu genetycznego, jest whasnie technika PCR. Szczegdlne zna-
czenie ma zastosowanie PCR w Kklinicznej diagnostyce mikrobiologicznej, gdzie wy-
krywanie mikroorganizmu i jego namnazanie, wymagajg dtugiego okresu czasu, badz
specjalnych warunkéw hodowli. Technika PCR pozwala na specyficzne wykrycie
drobnoustrojow (niekoniecznie zywych) przy czutosci wykrywania dochodzacej nawet
do 1 komdrki w badanym materiale (10, 15). Ponadto mozliwe jest uzyskanie iden-
tyfikacji drobnoustroju na réznych poziomach specyficznosci (okreslenie gatunku,
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identycznosci szczepéw, powigzan filogenetycznych itp.). Dzieki tym zaletom PCR
znajduje coraz szersze zastosowanie w klinicznej diagnostyce mikrobiologicznej. Wy-
daje sie, ze juz w najblizszej przysztosci, metody diagnostyczne oparte na technice
PCR stang sie rutynowymi procedurami diagnostycznymi, wykorzystywanymi przez
laboratoria szpitalne.

2. OGOLNE INFORMACJE O REAKCIJI PCR
2.1. Zasady PCR

Technika tafncuchowej reakcji polimerazowej DNA (PCR) pozwala na selektywng
amplifikacje wybranych regionbw DNA w warunkach in vitro poprzez nasladowanie
zjawiska replikacji DNA zachodzgcego in vivo. Wymaga ona nastepujacych czyn-
nikéw reakcji: jednoniciowej matrycy DNA, primeréw (czyli starteréw - sekwencji
oligonukleotydéw komplementarnych do koncéw zdefiniowanej sekwencji matry-
cowego DNA), trojfosforandw deoksynukleozydéw (dNTP) i termostabilnego en-
zymu DNA polimerazy. W okre$lonych warunkach reakcji, syntetyzowana jest
nowa ni¢ DNA, komplementarna do matrycy. Jednoniciowg matryce DNA otrzy-
muje sie przez denaturacje termiczng (topnienie) dwuniciowego DNA. Reakcja
PCR wymaga zazwyczaj trzech etapow: (i) denaturacji dupleksu DNA w tempe-
raturze 92-96°C; (ii) dotgczenia primeréw do miejsca komplementarnego matrycy
w temperaturze 37-72°C (ang. annealing)-, (iii) wydtuzania primera od konica 3’-OH
przez sukcesywne dosyntetyzowanie dNTP w temperaturze 72°C; proces ten kata-
lizowany jest przez polimeraze DNA. Te trzy etapy reakcji, trwajace przez okre$lony
czas, nazywa sie cyklem reakcji. Powtorzenia takich cykli prowadzg w efekcie
do amplifikacji DNA (4, 11).

Jesli dwa primery - kazdy selektywnie wigzacy sie do jednej z komplementarnych
nici - sg wydtuzane w cyklu amplifikacji, to nowo syntetyzowana ni¢ DNA bedzie
zawiera¢ miejsce wigzania dla nastepnego primera. W ten sposob, kazda nowa nié
DNA staje sie matrycg w nastepnym cyklu amplifikacji, powiekszajgc liczbe matryc
po kazdym cyklu. Amplifikacja teoretycznie prowadzi do wzrostu ilosci odpowied-
nich fragmentow DNA w postepie wyktadniczym. Dtugos¢ powstajgcych w ten spo-
sob fragmentéw DNA zdeterminowana jest przez korice 5’ stosowanej pary prime-
row. Te, whasciwej dtugosci produkty reakcji, powstajg poczawszy od 3 cyklu.

2.2. Temperatura i czas termicznego cyklu w reakcji PCR

Denaturacje matrycowego DNA przeprowadza sie zwykle w temperaturze 95°C
przez 20-30 s. Czas denaturacji moze zaleze¢ nieznacznie od takich czynnikéw jak
rodzaj stosowanej probdwki i rodzaj termocyklera. W koncowych cyklach, nizsza
temperatura denaturacji moze byé korzystna ze wzgledu na dtuzsze zachowanie
aktywnosci przez polimeraze. Etap denaturacji nie powinien by¢ ostatnim, korcza-
cym proces amplifikacji PCR.

Najbardziej krytycznym czynnikiem dla optymalizacji specyficznosci reakcji PCR
jest wybdr odpowiedniej temperatury dotgczania primeréw. Wsrdd wielu czynnikdw,
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wplywajacych na dotgczanie primeréw, temperatura, czas oraz stezenie matrycy i sa-
mych primeréw sg najwazniejsze. Efektywne dotgczanie primerow w pierwszych cyk-
lach jest determinowane gtownie przez liczbe kopii matrycy oraz przez to czy jest
wystarczajgco duzo czasu na ,efektywne przeszukiwanie” genomu przez primer w ce-
lu znalezienia komplementarnej sekwencji. Jesli temperatura jest zbyt wysoka, niemo-
zliwe jest efektywne przytgczanie primerow do sekwencji komplementarnej matrycy
(brak produktu reakcji). Gdy temperatura jest za niska, primery moga hybrydyzowaé
do wielu miejsc na genomie, ktdre charakteryzujg sie tylko czesciowg komplementar-
nosdg (wiele nieswoistych produktdéw). Dla wigkszosci zastosowarn, temperatura dla
specyficznej hybrydyzacji primeréw musi by¢ dobierana empirycznie. Czas hybrydy-
zacji primerow wynosi na ogot 20-40 s. Wydtuzanie primeréw (etap elongacji) zwykle
przeprowadza sie w temperaturze 72°C przez 20 s - dla fragmentéw krotszych niz
500 par zasad i 40 s - dla fragmentéw o dtugosci do 1200 par zasad. W przypadku,
gdy spodziewane jest wystepowanie drugorzedowej struktury amplifikowanych pro-
duktow, wymagany jest dtuzszy czas elongacji (do 2 min).

W analitycznej metodzie PCR, liczba cykli nie powinna przekracza¢ 40. Wykaza-
no, ze produkt amplifikacji, zapoczatkowany przez mniej niz 10 wyjsciowych czas-
teczek DNA, w optymalnych warunkach reakcji, jest fatwo wykrywany przez bar-
wienie zelu agarozowego bromkiem etydyny juz po 40 cyklach PCR. Uwaza sie, ze
najbardziej wskazana liczba cykli wynosi od 25 do 35. Czesto, zwiekszajac liczbe cykli
obserwuje sie niechciana amplifikacje artefaktéw zamiast pozadanego produktu.

Zwykle, po ostatnim cyklu, przeprowadza sie¢ przez 5-15 min inkubacje w 72°C,
w celu dokoniczenia niekompletnych syntez i peinej hybrydyzacji jednoniciowych
komplementarnych produktow (5, 7).

2.3. Polimerazy DNA

Najczesciej stosowana polimerazg w reakcji PCR jest termostabilna polimeraza
Tag wyizolowana z termofilnej bakterii Thermus aquaticus. Wydajno$¢ syntezy Taq
polimerazy zalezy gtéwnie od: (a) temperatury; (b) efektywnego stezenia jonow
Mg2+; (c) struktury drugorzedowej matrycy; (d) stezenia dNTP.

Szybkos¢ syntezy zalezy gtdéwnie od temperatury reakcji, a takze od czasu poét-
trwania enzymu w danej temperaturze. llos¢ dodawanej do reakcji polimerazy jest
jednym z najwazniejszych czynnikéw do optymalizowania w zalezno$ci od rodzaju
eksperymentu. Dla wiekszosci zastosowan optymalna ilos¢ enzymu wynosi miedzy
0.5 i 2.5 jednostki w probce o objetosci 50 //1 na okoto 40 cykli. Zwiekszenie stezenia
enzymu prowadzi czesto do zmniejszenia specyficznosci. Stosowane w buforach ste-
zenie MgCI2 moze wahaé sie miedzy 0,5 do 5 mM. Jony Mg2+ wptywajg na aktyw-
no$¢ enzymu, a jego stezenie zalezy od ilosci ANTP, PP- i EDTA. Kazdy z tych
komponentow wigze sie stechiometrycznie z Mg2+.

2.4. Tréjfosforany deoksynukleozyddéw (dANTP) i primery
Najczesciej stezenie dNTP (dATP, dTTP, dCTP i dGTP) w mieszaninie reakcyj-

nej wynosi 250 /iM dla kazdego z deoksynukleozydoéw. Nieréwne ilosci czterech
dNTP redukujg wydajnos¢ amplifikacji.
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W wiekszosci przypadkow, takie czynniki jak: odpowiedni wybdr sekwencji oraz
kombinacje stosowanych primerdw odgrywajg zasadniczg role w osiagnieciu pozy-
tywnych rezultatéw amplifikacji. W zaleznosci od celu, uzyteczna dtugos$¢ primeréw
wynosi od 14 do 40 nt, a zawarto$¢ par G+ C w zakresie 40-75%. Wiekszo$¢
specyficznych reakcji PCR kontrolowana jest gtéwnie przez odpowiednie zaprojek-
towanie, wybor kombinacji i stezenia primerow.

2.5. Probka DNA do reakcji PCR

W probkach do amplifikacji, poza DNA moga znajdowac sie inne substancje
interferujgce z procesem PCR. Czasami czysto$¢ probki DNA limituje poprawnos¢
eksperymentu. W niektdrych przypadkach, nawet jednorazowe lub kilkukrotne za-
mrazanie moze wptywa¢ na reproduktywnos$¢. Dla prébek klinicznych, waznym jest
aby mie¢ Swiadomos$¢ obecnosci w prébkach potencjalnych inhibitoréw reakcji, ta-
kich jak: EDTA, heparyna, porfiryny i inne. Prébki genomowego DNA izolowane
z surowych ekstraktéw komoérkowych nigdy nie sg roztworami homogenicznymi.
Czasami pozyteczne jest rozcienczenie probki przed reakcjg PCR i zastosowanie
wiekszej objetosci mieszaniny reakcyjnej. Optymalne stezenie DNA w prébkach dla
analizy PCR zalezy od czystosci i celu eksperymentu.

2.6. Ogolne zasady przygotowywania reakcji PCR

Ogolne zasady przygotowania prébek do reakqi PCR sg nastepujace:

(1) zachowanie ostroznosci w stosunku do wszelkiego rodzaju zanieczyszczen;
(2) wydzielenie fizycznego rejonu w laboratorium tylko do do$wiadczeh PCR;
(3) uzywanie tylko osobistych zestawow odczynnikow i pipet;

(4) uzywanie rekawiczek do wszystkich operacji zwigzanych z reakcja;

(5) uzywanie materiatow, butli i probéwek jednorazowego uzytku;

(6) uzywanie oddzielnych zestaw6w pipet do odczynnikdw i probek DNA.

3. ODMIANY TECHNIKI PCR NAJCZESCIEJ STOSOWANE
W DIAGNOSTYCE MIKROBIOLOGICZNEJ

Metodami analizy DNA opartymi na technice PCR mozna rozpoznawac szereg
drobnoustrojéw powodujacych choroby zakazne. Szczeg6lny postep zanotowano
w diagnostyce patogendw wolno rosngcych lub trudnych do hodowli in vitro
(8, 13, 20). Diagnostyka tradycyjna zostaje uzupetniana lub zastepowana am-
plifikacjg charakterystycznego dla danego drobnoustroju fragmentu DNA. Nalezy
jednak pamieta¢ o tym, ze wynik otrzymany w reakcji PCR nie ma znaczenia
roznicujacego, podobnie jak dla metod genetycznych stosowanych w medycynie.
Oznacza to, ze uzyskany wynik pozytywny, przy zachowaniu wszelkich $rodkow
ostroznosci zwigzanych z technikg PCR, nie $wiadczy o chorobie pacjenta, tak
jak wynik ujemny o tym, ze jest zdrowy. Warto$¢ réznicujacg ma kliniczny obraz
przebiegu choroby, na co sktadajg sie wywiady, badanie przedmiotowe i wyniki
badan specjalistycznych, co jest podstawa rozpoznania lekarskiego (21). Do naj-
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czesciej stosowanych obecnie odmian techniki PCR w diagnostyce mikrobiologicznej
nalezy zaliczyc:
(1) PCR z zastosowaniem specyficznych primeréw dla badanego drobnoustroju,
(2) PCR z zastosowaniem arbitralnych primerow (AP-PCR),
(3) przypadkowe amplifikowanie polimorficznego DNA (RAPD)
(4) ,fingerprinting” zamplifikowanego DNA (DAF) (9).

3.1. PCR z zastosowaniem specyficznych primeréw dla danego drobnoustroju

PCR pozwala na wykrycie i powielenie specyficznych, znanych sekwencji DNA
drobnoustroju, przy uzyciu odpowiednich oligonukleotydéw (primery). W tym przy-
padku regionem docelowym (ang. target) wykorzystywanym do amplifikacji jest
fragment genomu, np.: gen, element insercyjny, kryptyczny plazmid wystepujgcy
tylko w danym gatunku, badz szczepie. Dtugo$¢ oraz sekwencja primeréw kom-
plementarnych do wybranego regionu DNA, jest jednym z czynnikéw determinuja-
cych swoistos$¢ (specyficznosc) reakcji PCR. Dlatego tez, primery stosowane w specy-
ficznej reakcji charakteryzujg sie zwykle stosunkowo diugg sekwencjg. Czas
przylegania startera do matrycowego DNA jest krétki (od kilku sekund do okoto
1 min), a temperatura wysoka (55°C-68°C). Przy wykrywaniu drobnoustroju w ma-
teriale Kklinicznym stosuje sie 35-40, a z hodowli - 25 cykli amplifikacji. Profil
temperaturowy reakcji wptywa na stopien swoistosci reakcji.

3.2. PCR z zastosowaniem starteréw o dowolnej sekwencji (ang.: arbitrary primers)

Swoista amplifikacja wymaga znajomosci sekwencji nukleotydowej DNA regionu
docelowego i zastosowania swoistych primeréw o petnej komplementarnosci do matrycy.

Stopnie pokrewienstwa pomiedzy organizmami mogga by¢ okreslane poprzez réz-
nice w dtugosci lub sekwencji nukleotydowej swoistych regionéw DNA. Badania te
mozna prowadzi¢ bez znajomosci sekwencji nukleotydowej badanej matrycy przy
uzyciu dowolnych tzw. arbitralnych primeréw, gdzie powielanym targetem sg regiony
DNA, czesto polimorficzne. Metody umozliwiajagce tego typu badania to gtdwnie:
(a) technika MAAP - ang.: Multiple Arbitrary Amplikon Profiling (1), (b) RAPD
- ang.: Random Amplified Polymorphic DNA (przypadkowe amplifikowanie polimor-
ficznego DNA), (c) AP-PCR - ang.: Arbitrary Primed PCR (18), (d) DAF - ang.
DNA Amplification Fingerprinting - (2). Regionem docelowym w metodzie MAAP s3
regiony wielokrotnie powtorzone na genomie {multiple) badz amplikony (amplicons).
Uzyskany tu wzor amplifikacji zalezny jest od rodzaju uzytych primerow.

W technice RAPD stosuje sie krotkie primery (okoto 10 nukleotyddw) (19).
Wynikiem amplifikacji RAPD jest kilka produktéw uwidocznionych na zelu aga-
rozowym lub poliakrylamidowym barwionym bromkiem etydyny i oglagdanym
w Swietle UV.

W AP-PCR uzywane sg primery o diugosci 20-30 nukleotydéw (18). Zwykle
dotgczanie primeréw do matrycy dla tej techniki nastepuje w niskiej temperaturze
(z reguty ponizej 45°C) przez ditugi czas (np. 5 min) przez 40 cykli. Wykrywanie
produktow AP-PCR wykonuje sie najczesciej przez wcielanie a 32P-ATP w ciaggu
ostatnich 10 cykli amplifikacji i pdzniejszej autoradiografii.
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W technice DAF stosuje sie najkrotsze primery o dtugosci zwykle 5-8 nukleoty-
déw 7-8 (2). DAF daje obraz w postaci duzej ilosci fragmentéw DNA o roznej
wielkosci, uwidocznionych na zelu poliakrylamidowym. Fragmenty uzyskane w wy-
niku ,,PCR-fingerprinting" zalezne sa od dtugosci primerdw i zastosowanej tempera-
tury dotgczania ich do matrycy.

Technika RAPD z zastosowaniem 10 nukleotydowych primerow daje 3-10 razy
mniej produktow PCR, niz technika DAF z uzyciem primerow o takiej samej dtugo-
sci (3). W technice RAPD i DAF przyleganie starteréw odbywa sie na ogét w tem-
peraturze 30-35°C.

Zastosowanie techniki ,,DNA fingerprinting” moze pozwoli¢ na klasyfikowanie
genoméw pochodzacych ze szczepéw badanego gatunku bakterii, na réznych po-
ziomach polimorfizmu DNA, zaleznie od wyboru primeréw. Primery o dowolngj
sekwencji majg zastosowanie w okreslaniu genetycznych powigzan pomiedzy orga-
nizmami w procesie ich rozwoju rodowego, w badaniach filogenetycznych i takso-
nomicznych (3).

3.3. Wykrywanie produktow amplifikacji

Sposéb wykrywania produktéw reakcji PCR zalezy od rodzaju reakcji i cech jej
przeprowadzania (14, 15).

Najczesciej wykrywanie produktow reakcji PCR dokonuje sie przez elektrofore-
tyczny rozdziat w zelu agarozowym lub poliakrylamidowym oraz pézniejsze bar-
wienie bromkiem etydyny (ogladanie w Swietle UV) badZ srebrem. Rozdzielone w wy-
niku elektroforezy produkty PCR mozna réwniez przenies¢ na filtry (np. nitrocelulo-
ze) i hybrydyzowaé ze specyficzng sondg molekularng. Stosowana sonda genetyczna
moze by¢ znakowana radioaktywnie lub nieradioaktywnie np. digoksygening-11-
-dUTP. Wykrywanie sondy (np. digoksygeniny) moze polega¢ na zasadzie reakcji
immunologicznej z uzyciem koniugatu przeciwciato antyDig/alkaliczna fosfataza oraz
reakcji barwnej przeprowadzanej przez enzym. Na podobnej zasadzie oparty jest
system, w ktorym DNA znakowane jest biotyng. W praktyce jako sonde molekularng
stosuje sie najczesciej dwuniciowe DNA (dsDNA) znakowane digoksygening-11-
-dUTP. Sonda ta hybrydyzuje z obiema niémi (sensowng i antysensowng) produktow
reakcji amplifikacji. W wyniku stosowania wyzej opisanego sposobu wykrywany jest
produkt amplifikacji w ilosci 0.1-1 pg (17). Wiekszg czuto$¢ uzyskuje sie stosujac
detekcje digoksygeniny metodg chemiluminescencyjng (6).

W przypadku stosowania do reakcji PCR biotynylowanych primeréw, produkty
reakcji amplifikacji wykrywa sie kolorymetrycznie. Takie produkty reakcji PCR
posiadajg biotynylowane primery. Wykrywanie polega na denaturowaniu produktow
amplifikacji i hybrydyzowaniu z RNA. Powstate hybrydy RNA/DNA wytapywane
sg przez streptawidyne. Nastepnie przeciwciata zwigzane z enzymem wigzg sie
do hybryd, a wytworzony sygnat mierzony jest kolorymetrycznie. Ten sposéb wy-
krywania produktow amplifikacji jest 100-krotnie czulszy niz metoda barwienia
zeli bromkiem etydyny.

W drugiej czesci pracy zostang przedstawione przyktady zastosowania techniki PCR
do identyfikacji drobnoustrojow (bakterii, wiruséw, grzybow, pasozytdw) oraz w bada-
niach epidemiologicznych.
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PCR - A NEW ERA IN CLINICAL MICROBIOLOGICAL DIAGNOSIS
AND EPIDEMIOLOGICAL STUDIES? (PART I)

SUMMARY

The study discusses basic concepts of the polymerase chain reaction (PCR) and its use in
microbiological clinical diagnosis and in epidemiological studies.
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