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1 IDENTYFIKACJA DROBNOUSTROJU TECHNIKA PCR
1.1. Bakterie

Do identyfikacji drobnoustrojow, szczegélnie w materiale klinicznym, stosuje sie
primery specyficzne gatunkowo. Regionem docelowym w reakcji PCR jest fragment
DNA swoisty dla danego gatunku badz kilku gatunkéw spokrewnionych o podobnym
znaczeniu klinicznym. Przyktadem praktycznego zastosowania specyficznych primeréw,
jest np. wykrywanie wewnatrzkomorkowych pasozytow Chlamydia trachomatis, gdzie
docelowym amplifikowanym regionem jest fragment plazmidu kryptycznego, obecnego
we wszystkich szczepach gatunku (63). Do wykrywania Helicobacter pylori, uwazanego
zajeden z czynnikéw etiologicznych choroby wrzodowej i niezytow zotgdka, stosuje sie
np. amplifikacje fragmentu genu ureA kodujacego ureaze, specyficzng tylko dla tego
gatunku (20). Element insercyjny IS 6110, wystepujacy w kilku gatunkach pratkow, jest
regionem docelowym stosowanym do wykrywania Mycobacterium tuberculosis complex
technikg PCR (28). Dla Listeria monocytogenes, fragment genu kodujacy enzym
listeriolizyne O, jest stosowany dla identyfikacji tej bakterii (88).

W praktyce, w mikrobiologii Kklinicznej, wazna jest nie tylko informacja z jakim
patogenem mamy do czynienia, ale takze informacja o opornosci danej bakterii na
antybiotyki. Przyktadem jednoczesnego wykrywania okreslonej bakterii i badania jej
opornosci na grupe antybiotykow moze by¢ zastosowanie ztozonego PCR (ang.
Multiplex PCR) opracowanego dla metycylinoopomych szczepdéw Staphylococcus aureus
(MRSA). Zastosowanie techniki PCR pozwala tu na stwierdzenie: (i) obecnosci S. aureus
w badanym materiale (stosowanym regionem docelowym w reakcji PCR jest gen
nuc specyficzny tylko dla tego gatunku; kodujacy specyficzng nukleaze) oraz (ii)
opornosci badanego szczepu S. aureus na antybiotyki /Maktamowe (regionem docelo-
wym jest gen mecA kodujacy biatko PBP2’) (4, 5). Istota reakcji MPCR w zasadzie nie
rozni sie od klasycznego PCR, aczkolwiek MPCR jest reakcjg wyzszego rzedu. Wczesniej
opisane zasady reakcji PCR (czes¢ | tej pracy) dotyczg réwniez MPCR, aczkolwiek
muszg by¢ przestrzegane bardziej rygorystycznie.
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Ciekawym przykladem zastosowania techniki PCR w diagnostyce mikrobiolo-
gicznej jest wykrywanie czynnika etiologicznego choroby z Lyme jakim jest Borrelia
burgdorferi (33, 64, 82, 83, 93). Wykrywa sie te bakterie zarébwno z prédbek pobranych
od pacjentow jak i przeprowadza sie badania obecnosci jej w kleszczach, ktdre sg
naturalnym wektorem (przenosicielem) B. burgdorferi.

Diagnostyka kily jest takze bardzo utatwiona przez zastosowanie techniki PCR,
poniewaz Treponema pallidum nie daje sie hodowac¢ in vitro na sztucznych pozywkach
(73). Stosuje sie tu primery, ktdére specyficznie amplifikujg wysoce konserwatywny
region kodujacy specyficzny btonowy antygen o wielkosci 47 kDa.

Stosujac technike PCR mozemy takze rézréznia¢ toksykogenne szczepy Clost-
ridium difficile od szczepow nietoksykogennych (58).

Tabela |. PCR w diagnostyce infekcji bakteryjnych.
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Sledzac dane literaturowe, wydaje sie, ze nie ma juz chyba zadnej bakterii, dla
ktorej nie podjeto préby zastosowania techniki PCR do specyficznego wykrywania.
Lista przyktadowych bakterii, dla ktorych istniejg dobrze opracowane systemy iden-
tyfikacji technikg PCR, jest przedstawiona w tabeli I.

1.2. Wirusy

Lista wiruséw, ktére moga by¢ wykrywane technikag PCR jest przedstawiona
w tabeli II.

Tabela 11 PCR w diagnostyce infekcji wirusowych.

Identyfikacja infekcji wirusem HBV polega na wykrywaniu specyficznych an-
tygenéw wirusowych (np. HBsAg), a takze przeciwciat anty-HBV (np. anty-
-HBclgM). Najczesciej stosuje sie tu test ELISA. Jednakze, w niektérych przypad-
kach metody te mogg by¢ zawodne. | tak np. HBsSAg nie moze by¢ wykryty
z powodu niskiego stezenia wirusa w surowicy (47, 48, 49, 99). Metoda PCR z uzy-
ciem specyficznych dla HBV primerow pozwala na selektywng amplifikacje gendw
wirusowych przy czutosci co najmniej 10-krotnie wiekszej niz test ELISA. Wykrywa-
nie innych wiruséw hepatitis takich jak HCV i HDV jest rowniez mozliwe przez
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zastosowanie specyficznych primeréw w reakcji PCR (24, 25, 61). Oznaczenie HCV-
-RNA jest podstawowg metodg potwierdzajgcg zakazenie wirusem C oraz klasyfika-
cji chorych do leczenia interferonem, a takze w kontroli efektow leczenia (48).

Ponad 20 typéw ludzkich wiruséw papilloma (HPV) powoduje liczne schorzenia
wigczajac w to nowotwory. Selektywne primery pozwalajg na amplifikacje i analize
réznicujaca prawie wszystkich szczepéw HPV (22, 34, 66, 98).

Jedng z chorob wirusowych u ludzi przenoszonych wertykalnie sg zakazenia
wirusem cytomegalii (CMV). Stosujac primery amplifikujgce zmienny region materia-
fu genetycznego tego wirusa w kombinacji z analizg RFLP amplifikowanego regionu
mozliwe jest zidentyfikowanie CMV i jednocze$nie zrdznicowanie miedzy poszczegol-
nymi szczepami (23, 30, 35, 106, 121).

Jednym z klasycznych juz zastosowarnn PCR, jako wysoce czulego narzedzia
diagnostycznego czynnikéw zakaznych, jest zdolno$¢ do wykrywania sekwencji
wirusa HIV w bardzo wczesnych okresach zakazenia, o wiele wczesniej niz jest
to mozliwe przy zastosowaniu rutynowych metod serologicznych, co ma szczegdlne
znaczenie u dzieci urodzonych z matek zakazonych HIV (95). llosciowy PCR
pozwala zarowno na okreslenie aktywnosci replikacji wirusa, jak i typu materiatu
genetycznego wirusa HIY (85).

1.3. Grzyby

Lista przyktadowych grzybdéw, dla ktérych istniejg dobrze opracowane systemy
identyfikacji technikg PCR, jest przedstawiona w tabeli I1l. Najlepiej poznane sg
swoiste testy PCR dla gatunkow rodzaju Candida, Pneumocystis carinii i gatunkow
rodzaju Aspergillus.

Tabela Il1l. PCR w diagnostyce grzybic.

1.4. Pasozyty

Metody oparte o technike PCR umozliwiajagce wykrywanie i identyfikacje réz-
nych pierwotniakOw pasozytniczych sg przedstawione w tabeli IV. Metody te polega-
ja na amplifikacji sekwencji nukleotydowych specyficznych dla tych organizmow
i mogg by¢ zastosowane do badania zaréwno prdébek klinicznych pochodzacych od
cztowieka (np. krwi) jak i przenosicieli pasozytdw, takich jak np. komary, muchy.
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Tabela V. PCR w diagnostyce zakazen pasozytniczych.

Taka analiza przynosi duze korzysci, pozwalajagc na identyfikacje zakazonych osob
szybkimi i wysoce czutymi testami, a takze kontrole obszaréw geograficznych, w ktérych
bytuja owady - nosiciele pasozytow (np. Plasmodium falciparum).

2. PCR W BADANIACH
TAKSONOMICZNYCH | EPIDEMIOLOGICZNYCH

2.1. Epidemiologia zakazen bakteryjnych

W mikrobiologii klinicznej, oprdcz identyfikacji drobnoustroju, duze znaczenie
ma okre$lanie identycznosci szczepow wazne szczegOlnie dla badan epidemiologicz-
nych, podczas ktérych dazy sie do ustalenia zrodta zakazenia, drég przenoszenia oraz
okresla sie identycznos$¢ szczepow. Czynnik etiologiczny jest identyfikowany w ogol-
nym badaniu bakteriologicznym. Do okreslania identycznosci szczepOw stosuje sie
typowanie fagowe, bakteriocynowe, serologiczne, antybiogram. W obrazie epidemii
bardzo istotne jest ustalenie rezerwuaru zarazka, zrédet zakazenia i drég rozprze-
strzeniania si¢, co pozwala na identyfikacje szczepow epidemicznych i endemicznych.
Opracowaniu epidemii stuzg metody typowania, uwzgledniajace specyfike szczepow
i niekiedy opracowane tylko dla zdefiniowanego szczepu (np.: dla S. aureus MRSA
(109)). Metody epidemiologicznego typowania drobnoustrojow wykorzystywane sg do
okreslenia pokrewienistwa, na réznych ptaszczyznach - w czasie i przestrzeni, miedzy
izolatami w obrebie jednego gatunku. Celem metod typowania, w rzeczywistosci,
jest ustalenie przynaleznosci badanych szczepéw do jednego klonu, czyli okreslanie
ich identycznosci. Zgodnie z ,,Matym stownikiem termindw stosowanych w gene-
tyce molekularnej” Z. Porwit-Bobr (89), klon, to pewna liczba pojedynczych ko-
morek, czasteczek lub fragmentéw np. DNA, pochodzacych z jednej. W badaniach
epidemiologicznych definicje te nalezy rozumie¢ w ten sposéb, ze klony to kultury
bakteryjne, niezaleznie wyizolowane z roznych zrédet, w r6znych miejscach i w réznym
czasie (109). Ich znaczne podobienstwo pod wzgledem cech feno- i genotypowych
sugeruje ich wspolne pochodzenie. W schemacie postepowania epidemiologicznego
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nalezy uwzglednia¢ tylko te cechy, ktérych ekspresja jest jednoznaczna i czytelna,
a takze takie, ktore nie wystepujg u zbyt duzej liczby szczepow jednego gatunku.
Techniki stosowane do oznaczenia powinny by¢ powtarzalne, tzn. dawac¢ ten sam
wynik przy wykonaniu kolejnych powtérzen oznaczeA. Nie mozna jednak zapominac
przy tym o mozliwosci wptywu Srodowiska (proceséw toczgcych sie w organizmie
gospodarza-chorego, nosiciela lub $rodowiska zewnetrznego) na ekspresje badanych
cech. Przy okres$laniu epidemicznosci szczepu (klonu) istotne jest, by dla drobnoustrojow
izolowanych z zakazen udokumentowac ich chorobotwdérczosé.

Pierwsze schematy typowania np. szczepéw S. aureus (109), opieraty sie na oznacze-
niach cech morfologicznych i biochemicznych, np. wytwarzaniu barwnika, aktywnosci
lipolitycznej wobec wybranych substratow, typu wzrostu na podtozu z fioletem krysta-
licznym, opornosci na wybrane zwigzki organiczne itp. (109). Oznaczanie wzoréw
fagowych dla S. aureus, sktadajgce sie z 23 fagéw pogrupowanych w trzy grupy
podstawowe i grupe fagow dodatkowych stato sie podstawowym zestawem do typowa-
nia, jednak ze wzgledéw technicznych ograniczonym do stosowania w o$rodkach
referencyjnych. Kolejng, tradycyjng metoda typowania jest badanie wzoréw opornosci na
antybiotyki, czesto uzupetniane innymi eksperymentami. Rozwdj technik elektroforetycz-
nych i ich zastosowanie do typowania pozwolit na doskonalenie metod typowania
epidemiologicznego. Wykorzystuje sie wyniki rozdziatlu elektroforetycznego bialek
komérkowych, serotypowanie przy zastosowaniu techniki immunoblotingu.

Wymienione powyzej metody odnoszg sie do okreslania cech fenotypowych bada-
nych szczepéw. Z powodu natury cech fenotypowych, wyniki tych metod nie zawsze
pozwalajg na wiarygodng identyfikacje szczepu epidemicznego.

Rozwoj genetyki umozliwit stworzenie metod analizy epidemiologicznej, opartej
na badaniach DNA poréwnywanych szczep6w (genotypowanie). Niewatpliwg zaletg
tych technik jest tatwos¢ ich zastosowania, bowiem nie potrzeba przygotowywac np.
specjalnych surowic, analizowany materiat DNA jest trwaty oraz mozna zastosowac
uniwersalng technike w laboratoriach dla bardzo wielu drobnoustrojow.

Pierwsze techniki genotypowania opieraty sie¢ na analizie plazmidowego DNA,
polegajacej na porownywaniu wzordw plazmidowych, tj. podobienstwa miedzy izolatami
na podstawie wystepowania w ich komorkach plazmidéw o okreslonej wielkosci,
analizowanych elektroforetycznie. Ograniczenia tej techniki wynikaty z mozliwosci utraty
przez szczep plazmidowego DNA, nabycia takiego samego plazmidu przez inny szczep,
mozliwosci detekcji plazmidu o takiej samej bgdz podobnej wielkosci w innych szczepach
itp. Niektore z niedogodnosci typowania plazmidowego zostaty rozwigzane poprzez
wprowadzenie analizy restrykcyjnej wyizolowanych plazmidéw (RFLP).

Kolejnym krokiem w kierunku doskonalenia metod genotypowania byto analizo-
wanie chromosomalnego DNA po trawieniu enzymami restrykcyjnymi i po rozdzie-
leniu fragmentéw metodg elektroforezy pulsowej. Analiza wzorow restrykcyjnych
uzyskiwanych w elektroforezie pulsowej, uznawana jest za jeden z najlepszych sys-
teméw typowania epidemiologicznego chorobotworczych drobnoustrojéw. W wyniku
tej procedury uzyskuje sie czytelne, powtarzalne i tatwe do poréwnania wzory. Dla
uproszczenia obrazu wykorzystuje sie sondy molekularne do identyfikacji fragmen-
tdw zawierajagcych okreslone geny. Przyktadem moze by¢ metoda rybotypowania,
polegajaca na analogicznych zasadach, w ktdrej sonda genetyczna identyfikuje frag-
menty restrykcyjne, zawierajgce geny kodujace rRNA.



Nr 3 PCR w diagnostyce 233

Obserwowany w ostatnich latach rozwoj techniki PCR dat impuls do konstruo-
wania nowych systeméw genotypowania bakterii.

2.2. Przyktady zastosowan techniki PCR w epidemiologii

Szerokie stosowanie techniki PCR w mikrobiologii, pozwalajace zidentyfikowaé
drobnoustroj do gatunku, a nastepnie rdznicowac szczepy w jego obrebie (przed-
stawione w poprzednich rozdziatach), znalazto zastosowanie réwniez w epidemiologii
zakazen. Najdogodniejszag odmiang metody PCR w tego typu badaniach jest metoda
ang.: DNA fingerprinting” (DAF) (110). Technikg tg mozna zidentyfikowac szczep
odpowiedzialny za dane zakazenie, okresli¢ jego zrodto i drogi szerzenia (36, 110).
Przyktadowo zastosowano metode ,,PCR fingerprinting” z dowolnymi primerami dla
identyfikacji 49 szczepow A. baumannii izolowanych od 13 pacjentéw z jednego od-
dziatu intensywnej opieki medycznej Charite Hospital w Berlinie (36). Czterdziesci
pie¢ szczepébw wyhodowanych od 12 pacjentow reprezentowato ten sam wzér praz-
koéw powstatych w reakcji PCR, co wskazuje na epidemiologiczne powigzanie tych
szczepOw. Cztery szczepy reprezentowaly inny wzor, co oznacza, ze sg to inne szczepy
A. baumannii. Sposrdd wyizolowanych szczepdw tego gatunku, przyczyng zakazenia
szpitalnego byt szczep charakteryzujacy sie znaczng liczbg izolatéw ijednym, wspél-
nym wzorem ,,PCR fingerprinting" (36). Inni autorzy Marcos i wsp. (65) réznicowali
izolaty A. baumannii z zastosowaniem techniki AP-PCR. Kolejnym przyktadem moze
by¢ identyfikacja szczepow Clostridium difficile, odpowiedzialnych za zakazenie szpi-
talne. Wykorzystano tutaj amplifikacje regionu polimorficznego miedzy genami ko-
dujgcymi 16S i 23S rRNA (PCR rybotypowanie) (16). Zmodyfikowane warunki
reakcji amplifikacji (obnizona temperatura dotaczania primeréw) pozwolity na uzycie
tego uktadu jako typowej reakcji ,,PCR fingerprinting"". Znamiennym przyktadem
tego typu badan bylo wykazanie technikg RAPD fingerprinting, ze szczepy Helico-
bacter pylori (powodujgce zakazenia zotgdka) wykazujg duzg réznorodnos$é genoty-
powg w izolatach pozyskanych nawet od jednego pacjenta (110, 111).

Technika PCR staje sie potencjalnym narzedziem w badaniu wigkszosci klinicznie
waznych mikroorganizméw. Rozw6j metod (odmian) tej techniki pozwala na wy-
krywanie i typowanie drobnoustrojow (110).

2.3. taczne uzycie techniki PCR i RFLP w diagnostyce mikrobiologicznej i epidemiologu

Uzyskane produkty amplifikacji PCR mozna podda¢ trawieniu enzymami re-
strykcyjnymi. W metodach diagnostycznych opartych na technice PCR produkt am-
plifikacji mozna podda¢ analizie restrykcyjnej. W wyniku restrykcyjnego ciecia pro-
duktéw PCR otrzymuje sie specyficzny polimorfizm dblugosci fragmentow
restrykcyjnych dla badanego DNA (ang.: Restriction Fragment Length Polymorphism,
RFLP). Koncowym efektem ciecia produktéw PCR jest roznicowanie poszczegol-
nych szczepdw, zaleznie od wybranego uktadu.

Wiekszos¢ sekwencji genomu bakterii, stosowanych jako regiony docelowe tar-
gety w reakcji PCR, jest znana. Uzyskany w ten sposob swoisty produkt PCR moze
by¢ analizowany restrykcyjnie przez ciecie restryktazami. Wynikiem tego jest otrzy-
manie odcinkbw DNA o zdefiniowanej dlugosci. Analiza polimorfizmu dtugosci
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fragmentéw restrykcyjnych (RFLP) produktow amplifikacji daje wiekszg swoisto$¢
niz sam produkt PCR. Potgczenie obu technik (PCR i RFLP) ma zastosowanie m.in.
do réznicowania blisko spokrewnionych organizméw badz szczepow. Wybdr enzymu
restrykcyjnego jest podyktowany przez charakter samego produktu.

W przypadku, gdy sekwencja nukleotydowa produktu PCR nie jest znana, to
czestotliwos¢ cie¢ dla danego DNA jest trudna do przewidzenia. Statystycznie,
w przypadku DNA z zawartoscig par GC okoto 50%, 4-nukleotydowa sekwencja
rozpoznania powinna wystepowac co 256 par zasad, 6-nukleotydowa co 4 tys. par
zasad, a 8-nukleotydowa sekwencja co 65 tys. par zasad. Produkty PCR zwykle maja
dtugo$¢ do okoto 2 tys. par zasad, stad tez wybdr restryktaz z 4-nukleotydowsg
sekwencjg rozpoznania jest najbardziej uzasadniony. Jednak o ostatecznej, diagno-
stycznej przydatnosci danego enzymu decydujg wyniki eksperymentow.

Przedstawione w tej pracy odmiany reakcji PCR, o réznych nazwach podawa-
nych w piSmiennictwie, spowodowaty ogromny nietad w nazewnictwie. Bardzo czesto
rézni autorzy odmiennie nazywajg tag samg odmiane techniki PCR badz wprowadzaja
dla niej kilka nazw (13, 116). Stad nalezy zwraca¢ uwage na cel zastosowania reakcji
PCR (tzn. co chcemy osiggnac), a nie na nazewnictwo, ktdre niestety do tej pory nie
zostato uporzadkowane.

3. ROZWOJ METOD OPARTYCH NA TECHNICE PCR
W SRODOWISKU GDANSKIM

Od trzech lat w Katedrze Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej projektujemy
i kontrolujemy testy diagnostyczne oparte na technice PCR dla celéw medycznych,
weterynaryjnych i rolniczych. Wspdtpracujemy w réznym zakresie z lokalnymi pla-

Tabela V. Testy diagnostyczne oparte na technice PCR opracowane w Katedrze Mikrobiologii
Politechniki Gdanskiej.
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cowkami medycznymi miedzy innymi z Pracownig Bakteriologiczng PSK1 w Gdan-
sku, Katedrg i Zaktadem Mikrobiologii Lekarskiej AMG, Instytutem Medycyny
Morskiej i Tropikalnej w Gdyni, Klinikg Choréb Zakaznych w Gdansku oraz szpi-
talem rejonowym w Wejherowie. Testy diagnostyczne przedstawione w tabeli V,
opracowane i bedace w trakcie przygotowywania przez Katedre Mikrobiologii PG,
sq do dyspozycji dla kazdej placowki pragnacej wdrozy¢ technike PCR do badan
diagnostycznych.

J. Kur, A. Samet, J. Juszczyk, A. Gladysz

PCR - A NEW ERA IN CLINICAL MICROBIOLOGICAL DIAGNOSIS
AND EPIDEMIOLOGICAL STUDIES? (PART II)

SUMMARY

Examples of PCR application in identification of microorganisms and in epidemiological studies
are described.
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