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W pracy opisano rozwdj nowych metod diagnostyki choréb zakaznych,
glownie opartych o technike mikromacierzy DNA, mikromacierzy biatek
i nanotechnologie.
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Poszukiwania nowych metod w diagnostyce choréb zakaznych kieruja si¢, zaréwno
w przesztodci, jak i obecnie, zwykle ku tym samym celom. Jest to przede wszystkim
zwigkszenie wiarygodnos$ci wyniku, poprzez podniesienie czutosci i swoistosci metody,
zmniejszenie czasu badania, zmniejszenie jego kosztéw i wreszcie wprowadzenie na
tyle prostych metod, aby badanie mogto by¢, np. przeprowadzone przez lekarza w jego
gabinecie. Zazwyczaj nie udaje si¢ osiagnaé wszystkich tych celéw w jednej metodzie,
dlatego w diagnostyce tej samej choroby stosowane sa zwykle rézne metody. W zalez-
no$ci od okresu choroby oraz rodzaju czynnika etiologicznego, mozemy szukaé za-
razkow w organizmie lub przeciwciat i innych biatek, bedacych odpowiedzia organizmu
na ich obecnos¢.

Stosujac tradycyjne metody diagnostyki mikrobiologicznej staramy si¢ wyizolowaé
zarazek i zidentyfikowaé go w oparciu o jego cechy fenotypowe, stosunkowo tatwo
wykrywalne za pomoca réznych testéw biochemicznych. Trwa to jednak stosunkowo
dtugo (2-3 dni), a ze wzgledu na czesta zmienno$¢ fenotypowa zarazkow i wykrywanie
nowych gatunkéw, zmusza do stopniowego zwigkszania liczby oznaczanych cech i roz-
budowywania systeméw diagnostycznych. Bardziej proste i szybsze sposoby identyfiko-
wania zarazkéw, to metoda aglutynacji lateksowej, immunofluorescencji bezposredniej
lub immunoenzymatyczna. Poza niewatpliwymi zaletami, metody te maja tez pewne
wady. Wéréd nich jest niska czutos$¢; w badanym materiale musi by¢ od 10 000 do
100 000 drobnoustrojéw w 1 ml (1). Dlatego tez, aby przyspieszy¢ uzyskiwanie wynikow
przy jednoczesnej wysokiej czutosci, opracowano metody identyfikacji zarazkow
w oparciu o budowe ich genomu. Poczatkowo byly to sondy genetyczne, potem réwniez
wprowadzono metody amplifikacji okreslonego fragmentu genomu za pomoca tancu-
chowej reakcji polimerazy, tancuchowej reakcji ligazy lub obu tych metod jednocze$nie
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(2, 3). Teraz do wykrycia zarazka wystarcza juz od 10 do 100 drobnoustrojéw w 1 ml.
Ponadto mozliwe stato sie wykrywanie zarazkéw, ktore nie daja si¢ hodowac in vitro
(np. Tropheryma whippelii, Bartonella henselae, Borrelia spp.). Metody te sa ciagle
udoskonalane i automatyzowane. Ich wada jest przede wszystkim to, ze musimy z géry
ustali¢ jaki zarazek jest przez nas w danym materiale poszukiwany, gdyz od tego zalezy
dobdér wiasciwych starterow. Wydaje si¢, ze juz w niedalekiej przysztosci bedziemy
mogli postugiwaé sie metodami, ktére nie beda obciazone wadami metod stosowanych
obecnie.

W roku 1966 wprowadzono do nauki nowy przyrzad, zwany mikromacierza lub
czujnikiem (chipem) DNA, wykorzystujacy znany fakt taczenia si¢ ze soba (hybrydyza-
¢ji) pojedynczych nici kwaséw nukleinowych, jezeli odpowiadaja sobie sekwencje zasad
w tych niciach. Mikromacierz sktada si¢ z ptytki o bokach dtugosci kilku centymetréw,
na ktérej umocowane sa, w $ci$le okreslonych miejscach (plamkach), zestawy jednoni-
ciowych czasteczek DNA (sond). Czasteczki DNA obecne w badanej przez nas probce
znakujemy, np. fluoroforami, i nanosimy na mikromacierz. Zachodza reakcje taczenia
si¢ komplementarnych nici, a wynik tych reakcji odczytywany jest w odpowiednim
detektorze fluorescencji i przeksztatcany komputerowo w barwny obraz. Pierwotnie
mikromacierze stuzyty do wykrywania obecnosci okre$lonych genéw w badanej probce
tkanki lub okre$lania ekspresji tych gendéw; w tym ostatnim przypadku macierz tworza
czasteczki mRNA bedace transkryptami tych genow (4, 5). Jezeli skonstruujemy
mikromacierz zawierajaca sondy DNA reagujace z odpowiednio dobranymi genami
zarazkow, wtedy wykrywajac obecno$¢ tych genéw w badanym materiale klinicznym,
wykrywamy obecno$¢ tych zarazkéw w organizmie w czasie mniejszym niz jedna
godzina. Jezeli mikromacierz bedzie zawierata takze sondy reagujace z genami warun-
kujacymi oporno$¢ na leki oraz genami kodujacymi czynniki wirulencji, ustalamy
jednoczes$nie wiasciwosci chorobotworcze tych zarazkéw (np. wytwarzanie okreslonych
toksyn) oraz ich wrazliwo$¢ na leki. Byloby to szczegdlnie pomocne, np. w monitoro-
waniu leczenia nosicieli HIV, u ktorego bardzo szybko dochodzi do mutacji skut-
kujacych oporno$cia na leki antyretrowirusowe (6, 7). Obecnie prowadzone sa inten-
sywne badania nad przystosowaniem techniki mikromacierzy do celow diagnostycznych
(8,9, 10, 11, 12).

Jest kilka typow mikromacierzy; gtéwnie uzywane sa cztery z nich - mikromacierze
0 wysokiej gestosci, mikromacierze nakrapiane, mikromacierze kuleczkowe i mikroma-
cierze elektroniczne (12). W mikromacierzy o wysokiej gestosci, stosowane sa sondy
w postaci oligomerow DNA o dtugosci 10-30 zasad. Tworza one na podtozu skupiska
o gestosci > 10°/cm’. Mikromacierze nakrapiane posiadaja na swojej powierzchni
plamki o $rednicy 50-200 um z naniesionymi oligomerami o dtugosci 20-100 zasad
(~10*/cm®). Mikromacierze kuleczkowe sktadaja sie z populacji mikroskopijnych kule-
czek z polimeru ($rednica ~ 1-5 um) zawierajacych rézne fluorofory. Kazdy typ
kuleczek posiada na swojej powierzchni odpowiedni fragment DNA. Odczyt odbywa
si¢ w cytometrze przeptywowym lub optycznie przez pomiar wzglednej fluorescencji
wykazywanej przez kazdy fluofor. W mikromacierzach elektronicznych sondy oligonuk-
leotydowe upakowane sa stosunkowo rzadko (<10°/cm’) na mikroelektrodach. Hybry-
dyzacja DNA z sonda wywoluje mierzalne zmiany woltametryczne. Mikroelektrody
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moga rowniez byé stosowane w celu elektrostatycznego zwiazania sondy i pOzniejszej
detekcji fluorescencyjnej ewentualnego potaczenia z docelowym DNA.

Dalszy rozwdj tej metody badawczej doprowadzit do powstania mikromacierzy
biatkowych. Mikromacierze te pozwalaja bardzo doktadnie okresli¢ typ, a takze ilo$¢
biatek w badanej prébce. W odréznieniu od mikromacierzy DNA, tutaj na ptytce
umieszcza sie czasteczki biatek, ktére najczesciej sa przeciwciatami dla wykrywanych
przez nas biatek. Po zwiazaniu si¢ tych biatek z przeciwciatami, nakraplamy na mikro-
macierz przeciwciata sprzegniete z fluoroforami, ktore wiaza si¢ z kolei z biatkami
zwiazanym uprzednio przez przeciwciata mikromacierzy. Jezeli mikromacierz bedzie
utworzona z antygenow, mozemy wykrywaé obecne przeciwciata. Podobnie jak w przy-
padku mikromacierzy DNA, wyniki odczytuje detektor fluorescencji komunikujac nam,
jakie biatka sa obecne w badanej surowicy (13). Dostepne sa juz mikromacierze
biatkowe pozwalajace na szybkie, jednoczesne wykrywanie przeciwciat przeciwko
réznym antygenom HIV-1 i HIV-2 oraz wiruséw zapalenia watroby. Prowadzone sa
rowniez prace nad skonstruowaniem mikromacierzy mieszanych - zawierajacych za-
réwno czujniki DNA jak i czujniki biatkowe.

Gtéwnymi zaletami stosowania mikromacierzy w diagnostyce zakazen jest miniatu-
ryzacja procesu analitycznego, jego przyspieszenie i synchronizacja. Miniaturyzacja
pozwala na minimalizowanie ilo$ci materiatu klinicznego koniecznego do badania, a
takze zmniejsza koszt odczynnikéw. Przyspieszenie procesu analitycznego umozliwia
uzyskanie wyniku w czasie mniejszym niz jedna godzina. Synchronizacja oznacza, iz
mamy wglad w bardzo wiele danych i proceséw, ktore miaty miejsce w organizmie
chorego w tym samym czasie, np. jakie drobnoustroje wywotaty zakazenie, jakimi
charakteryzuja si¢ cechami chorobotwdrczo$ci, na jakie leki wykazuja oporno$é, jakie
w organizmie chorego sa przeciwciala, jakie geny wykazuja ekspresje, itp.

Trwaja réwniez prace nad innym systemem wykrywania materiatu genetycznego
zarazkdw, opartym o rozwijajace si¢ od niedawna w szybkim tempie nanotechnologie
i przypominajacym nieco metode¢ aglutynacji lateksowej (14, 15). Sondy DNA nie sa
tu nanoszone na ptytki, lecz przytwierdzone do mikroskopijnych czasteczek ztota
o $rednicy 13 nanometréw. W tej postaci zawiesina taka ma barwe¢ czerwona. Jezeli
w badanym materiale znajduja si¢ czasteczki DNA zarazkéw, komplementarne do sond
osadzonych na ztocie, czasteczki ztota wiaza si¢ ze soba tworzac rodzaj sieci i barwa
zawiesiny zmienia si¢ na niebieska. Metoda jest bardzo czuta, poniewaz najmniejsza
zmiana zabarwienia zawiesiny moze by¢ odczytywana przez odpowiednio zaprogramo-
wany kolorymetr. Mozliwe jest rowniez wykorzystanie tej metody w potaczeniu z tech-
nika mikromacierzy.

Z Krzemiriski

ADVANCES IN MICROBIOLOGICAL DIAGNOSTICS OF INFECTIOUS DISEASES

SUMMARY

Development of new methods in microbiologicat diagnosis of infectious diseases is described.
Particularly methods which are based on'techniques DNA microarray, protein microarray and
nanotechnology.
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