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Techniki molekularne odgrywajq coraz wiekszq role w diagnostyce
chorob zakaZnych. Pozwalajq one na szybkie wykrywanie i charakteryzo-
wanie roznych patogenow oraz umoZzliwiajq szerokie badania epidemio-
logiczne. Prowadzone sq one w oparciu o dwa zasadnicze typy metod -
techniki hybrydyzacyjne z wykorzystaniem swoistych sond molekularnych
oraz amplifikacie DNA w taricuchowej reakcji polimerazy PCR, po-
tqczonq 7 szczegotowymi analizami roznic polimorficznych.
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Metody biologii molekularnej bardzo szybko znalazty zastosowanie w szeroko rozu-
mianej diagnostyce medycznej. Ich stosowanie w testach analitycznych staje si¢ coraz
wigksze, niekiedy wrecz nieodzowne. Mozna przypuszczaé, iz w ciagu najblizszych lat
nastapi powszechne wprowadzenie metod molekularnych do standardowej, rutynowej
praktyki diagnostycznej. Ich wykorzystanie jest najszersze, oprécz genetyki i onkologii,
w rozpoznawaniu i réznicowaniu choréb zakaznych. Pozwalaja one na szybkie wykry-
wanie i charakteryzowanie patogendéw oraz umozliwiaja szerokie badania epidemiolo-
giczne. Nalezy podkredli¢, iz diagnostyka molekularna nie zastepuje klasycznych metod
bakteriologicznych, biochemicznych czy immunologicznych; ona je w istotny sposéb
uzupeinia i poszerza.

Oznaczenia molekularne prowadzone sa w oparciu o zasadnicze dwa typy me-
tod: techniki hybrydyzacyjne, taczace analize restrykcyjna z wykorzystaniem swoistych
sond molekularnych oraz amplifikacje DNA w tanicuchowej reakcji polimerazy (ang.
Polymerase Chain Reaction - PCR).
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ANALIZA KWASOW NUKLEINOWYCH PRZEZ HYBRYDYZACIJE

Hybrydyzacja kwaséw nukleinowych jest bardzo szerokim pojeciem, opisujacym
wszystkie zjawiska, kiedy to powstaja stabilne struktury dwuniciowe z czasteczek poje-
dynczych tancuchow polinukleotydowych o wzajemnie komplementarnych sekwen-
cjach. Hybrydyzacja moze zachodzi¢ pomiedzy dowolnymi dwoma jednoniciowymi
tancuchami kwaséw nukleinowych (DNA:DNA, DNA:RNA lub RNA:RNA), takze
w sytuacji, kiedy krotkie odcinki oligonukleotydowe asocjuja do diugich trancuchéw
rybo- lub deoksyrybonukleinowych. Dotyczy to réwniez kwasoéw nukleinowych pato-
gendéw infekcyjnych. Test hybrydyzacyjny pozwala nie tylko na detekcje czasteczek
o komplementarnych sekwencjach (sa, lub ich nie ma), ale takze moze by¢ wykorzy-
stywany jako pomiar ilosci patogennych tancuchéw DNA lub RNA, zawierajacych
odcinki o okreslonej sekwencji, w mieszaninie fragmentéw o innych sekwencjach (na
,tle" kwasow nukleinowych zainfekowanych komoérek). W tym celu nalezy dysponowaé
jednoniciowym fragmentem DNA, o doktadnie znanej kolejnosci nukleotydow. Powi-
nien on by¢ komplementarny do sekwencji wystepujacej w kwasie nukleinowym pato-
genu (DNA lub RNA), ktory chcemy wykry¢ lub oceni¢ ilosciowo. Taki wzorcowy
fragment DNA mozna otrzymana¢ na drodze okre$lonych zabiegéw molekularnych
(np. klonowanie), ale tez czesto bywa syntetyzowany chemicznie. Jezeli omawiany
fragment dodatkowo wyznakujemy, to bedzie on mdgt petnié rolg tzw. sondy moleku-
larnej. Znakowanie najczeéciej wykonuje sie poprzez wprowadzenie radioizotopu *’P
w miejsce nieradioaktywnych atoméw fosforu. Przy stosowaniu tego typu sond metoda
wykrywania sygnatéw po hybrydyzacji jest bezposrednia autoradiografia. Ostatnio coraz
powszechniejszej znakuje si¢ sondy technikami nieradioaktywnymi, polegajacymi na
dotaczaniu do nich biotyny, digoksygeniny lub fluorochroméw. Produkty hybrydyzacji
wykrywane sa wtedy w procesach dwustopniowych - w pierwszym etapie uzywa si¢
skierowanych przeciwko biotynie czy digoksygeninie przeciwciat, dodatkowo skoniugo-
wanych z enzymami takimi, jak peroksydaza chrzanowa lub alkaliczna fosfataza.
W drugim etapie enzymy te, w obecno$ci odpowiednich substratéw, powoduja reakcje
barwne lub wywotuja zjawisko chemiluminescencji.

Hybrydyzacji z sondami molekularnymi mozna poddawaé catkowity DNA lub RNA,
wyizolowany z badanego materiatu, unieruchamiany na nylonowych lub nitrocelulozo-
wych blonach w formie plam (ang. dot blotting). Detekcja sygnatu $wiadczy o rozpoz-
naniu przez sond¢ komplementarnej sekwencji nukleotydowej, dowodzac istnienia
w badanym materiale obcego gatunkowo, patogennego kwasu nukleinowego. W tym
typie hybrydyzacji mozliwa jest sytuacja odwrotna, kiedy to sonda jest unieruchomiona
na trwatym podtozu, a badany materiat dodawany jest w roztworze hybrydyzacyjnym.
Hybrydyzacja typu ,,dot blot" znajduje ograniczone zastosowanie, gdyz jej czutos¢ moze
by¢ niewystarczajaca.

Inna metode hybrydyzacji, pozwalajaca na bardziej precyzyjna identyfikacje ok-
re§lonego fragmentu DNA, opracowal w 1975 r. E. Southern. Laczyta ona trawienie
DNA przez wybrane nukleazy restrykcyjne (enzymy przecinajace DNA w obrgbie
$cile okreslonych kilkunukleotydowych sekwencji palindromowych), rozdziat elektro-
foretyczny otrzymanych fragmentéw w Zzelu agarozowym i przeniesienie ich - po
denaturacji - z zelu na blong nitrocelulozowa (ang. Southern blotting) z klasyczna
procedura hybrydyzacyjna. Proces elektroforezy zapewnial ,rozciagniecie” pod
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wzgledem dtugosci fragmentéw DNA wytworzonych dziataniem restryktaz, a tym sa-
mym w staty sposéb porzadkowat analizowany materiat. Nalezy podkresli¢, ze przy
zastosowaniu silnie wyznakowanych sond molekularnych, czuto$¢ omawianej techniki
jest bardzo wysoka (~ 0,1 pg DNA). Hybrydyzacja Southerna umozliwia ponadto
badanie polimorfizmu dtugosci fragmentow restrykcyjnych DNA - RFLP (ang. Restri-
ction Fragment Length Polymorphism). Polimorfizm ten moze mie¢ charakter naturalny,
ale jego przyczyna moga tez by¢ zmiany mutacyjne w DNA patogenu. W przypadku
badania RNA procedura oparta jest o podobna zasade (tzw. Northern blot).

Wymieniajac rézne techniki hybrydyzacji nie mozna pominaé¢ metody, ktéra w ostat-
nich latach zyskuje coraz wicksze uznanie. Chodzi tu o hybrydyzacje in situ. Opraco-
wane zostaly takie procedury utrwalania skrawkow tkankowych i rozmazéw cytolo-
gicznych, ze kwasy nukleinowe (gtéwnie DNA, w tym takze DNA patogendw), tkwiace
w strukturze komérkowej, sa zdolne do hybrydyzacji z sondami molekularnymi. Sondy
te moga by¢ wyznakowane izotopowo lub fluorochromami, a obrazy po hybrydyzacji
analizowane sa autoradiograficznie lub ogladane sa pod mikroskopem fluorescencyj-
nym. Stad tez w tym drugim przypadku nazwa metody - hybrydyzacja FISH (Fluores-
cence in Situ Hybrydization).

ANALIZY KWASOW NUKLEINOWYCH OPARTE O REAKCJE PCR

Reakcja tancuchowa polimerazy - PCR jest jedna z najbardziej efektownych i uzy-
tecznych metod biologii molekularnej opracowanych w ostatnich latach. W duzym
stopniu wyparta ona wczesniejsze techniki molekularne, z powodu swej czutosci, pro-
stoty, matej czasochtonno$ci i stosunkowo niskich kosztow. W 1993 roku K. Mullis
otrzymat za technike PCR nagrode Nobla. Reakcja tanncuchowa polimerazy jest w pe-
wnym sensie odzwierciedleniem in vifro procesu replikacji materiatu genetycznego
i umozliwia w trakcie kilkugodzinnego, pojedynczego procesu enzymatycznego namno-
zenie (amplifikacje) do 10°-10° razy wyjéciowej liczby kopii odpowiedniego fragmentu
DNA o dtugosci od kilkudziesigciu do kilkunastu tysiecy (!) par zasad. Koniecznym
warunkiem jest jedynie znajomos¢, przynajmniej cze$ciowa, sekwencji nukleotydéw obu
koncow powielanego odcinka DNA. Jest to niezbedne do zaprojektowania sekwencji
tzw. starterow (ang. primers). One to, poprzez hybrydyzacje do wlasciwych im komple-
mentarnych sekwencji zdenaturowanego (a wigc jednoniciowego), wyjsciowego DNA
poczatkuja proces syntezy jego SciSle zdefiniowanego odcinka. Synteze prowadza DNA
polimerazy zalezne od DNA, najczesciej pochodzace z termostabilnych bakterii (np.
DNA Taq polimeraza izolowana z bakterii Termus aquaticus), a wigc oporne na
wysokie temperatury panujace w mieszaninie reakcyjnej. Pojedyncza reakcja odbywa
si¢ w jednej probowce, w objetosci 20-100 ul. Generalnie reakcja PCR przebiega, przy
uzyciu termocyklera - bloku grzejnego, w ktérym elektronicznie zmieniane sa precy-
zyjnie i szybko temperatury, wlasciwe dla poszczegdlnych etapéw procesu PCR. Odby-
wa sie to w trzech, cyklicznie powtarzajacych si¢ etapach - denaturacji (temperatura
90-95°C), hybrydyzacji starteréw (40-65°C) i syntezy (temperatura ok. 72°C). Po 30
cyklach wyjsciowa ilo$§¢ namnazanego materiatu wzrasta milion razy. W praktyce ozna-
cza to uzyskanie 0,2 -2,0 ug okreslonego fragmentu DNA.

Ponadto - w odréznieniu od innych technik biologii molekularnej, np. analizy
restrykcyjnej i hybrydyzacji metoda Southerna - materiat wyjsciowy do analizy PCR
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moze zawiera¢ DNA nawet w znacznym stopniu zdegradowany. Pozwala to na podda-
wanie badaniom $ladowych ilodci krwi, komoérek hodowanych in vitro, Sliny, moczu,
préobek pobranych w trakcie biopsji cienkoigtowej czy skrawkdéw histopatologicznych
utrwalonych i zatopionych w parafinie.

Reakcje PCR stosuje si¢ takze do cDNA, uzyskanych przez przepisanie informacji
z RNA (np. materiatu z RNA wiruséw) na komplementarne tancuchy polideoksyry-
bonukleinowe na drodze reakcji katalizowanej przez odwrotna transkryptaze (RT).
W tym drugim przypadku méwimy o reakcji RT-PCR. Aktualnie wprowadzana jest
nowa technologia amplifikacji sterowanej transkrypcja TMA (ang. franscription-mediated
amplification), wykorzystujaca enzymy RT i T7 RNA polymeraze do generowania
amplikonéw RNA, identyfikowanych testem hybrydyzacyjnej protekcji w reakcji lumi-
nescencyjnej. Technika ta jest czulsza od RT-PCR o jeden rzad wielkosci.

Opracowano rozliczne modyfikacje podstawowej procedury PCR, jak np. ,,gniazdo-
wy - ang. nested - PCR"” (po pierwotnej reakcji nastgpuje kolejna, w ktérej stosuje sie
startery zlokalizowane blizej $srodka powielanego fragmentu DNA; uwiarygadnia to
swoisto$¢ namnazanego produktu), RAPD-PCR (ang. Rapid Amplification of Polymor-
phic DNA; technika powielania polimorficznych fragmentéw DNA z zastosowaniem
losowo wybranych starteréw; dostarcza to danych typu ,,odcisku palca" patogenu), czy
,multipleks PCR", gdzie reakcja prowadzona jest réwnoczesnie z kilkoma parami
starterow swoistych dla réznych gendw.

Produkty otrzymywane w reakcjach PCR/RT-PCR poddaje si¢ ocenie elektrofore-
tycznej w zelu agarozowym lub poliakrylamidowym. W termocyklerach najnowszej
generacji ilo$¢ amplifikowanego produktu, wyznakowanego fluorescencyjnie, jest mie-
rzona w czasie rzeczywistym przez specjalne systemy detekcyjne (tzw. real-time PCR).

Bezposrednie wyniki reakcji PCR i RT-PCR moga nieéé istotna informacje diagno-
styczna - np. wskazuja na obecnos$¢ obcych kwaséw nukleinowych - wiruséw, bakterii,
grzybéw i innych pasozytéw.

Reakcja PCR moze by¢ takze przydatna do wykazania w powstalym produkcie
subtelnych zmian, nie ujawniajacych si¢ w prostym tescie elektroforetycznym, np.:
réznic polimorficznych lub mutacyjnych w okreslonych genach badanych patogendw.
Sprzega si¢ wtedy proces amplifikacji z innymi technikami molekularnymi, jak analiza
restrykcyjna - PCR-RFLP czy hybrydyzacja - PCR-ASO (sonda swoista do okreslonej
sekwencji; ang. Allele Specific Oligonucleotide). Stosuje si¢ takze swoiste metody elek-
troforetyczne - analiza PCR-SSCP (badanie zmian konformacji jednoniciowego DNA;
ang. Single Stranded Conformational Polymorphism), czy analiza w zelach z gradientem
czynnika denaturujacego - DGGE (ang. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis).

Najbardziej wiarygodne wyniki przynosi sekwencjonowanie - najczesciej automaty-
czne ustalanie kolejnosci nukleotydéw w analizowanym fragmencie kwasu nukleinowe-
go. Zwykle stosowana jest technika Sangera, polegajaca na hamowaniu wydtuzania
nowych tancuchéw polideoksyrybonukleotydowych, syntetyzowanych na matrycy sek-
wencjonowanego DNA, przez dideoksyrybonukleotydy. Znaczacym przetomem byto
wprowadzenie w ostatnich latach tzw. cyklicznego sekwencjonowania DNA (ang. cycle
sequencing). Technika ta pozwala bezposrednio analizowa¢ produkt reakcji PCR.
W metodach sekwencjonowania koncowy proces rozdziatu elektroforetycznego i de-
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tekcja uzyskanego obrazu przeprowadzane sa automatycznie, a wyniki opracowywane
komputerowo.

Coraz cze$ciej opracowywane sa testy PCR/RT-PCR o charakterze ilo§ciowym.
Diagnostyczne znaczenie takich testow wynika z faktu, ze umozliwiaja one precyzyjne
ustalania, np. ilo$ci danego wirusa przypadajace na okreslona ilo§¢ badanego materiatu.

Wprowadzenie do medycyny nowoczesnych metod biologii molekularnej przyczynito
sic nie tylko do ogromnego postepu w diagnostyce i terapii rozlicznych choréb, ale
wniosto ze soba takze szereg zagrozen. Paradoksalnie, jednym z nich jest niewiarygodna
czuto$é stosowanych technik, jak np. reakcji PCR. Moze bowiem dochodzi¢ w trakcie
przeprowadzania proceséw amplifikacyjnych do licznych kontaminacji (,,zakazen"), tj.
dostania si¢ wczedniej namnozonego materiatu do préb, nie zawierajacych badanych
sekwencji. Ryzyko fatszywie dodatnich wynikéw zmusza do specjalnej organizacji pracy
w pracowniach PCR i do przestrzegania szczegdlnych zabezpieczen w trakcie wykony-
wania czynnos$ci doswiadczalnych.

INNE METODY AMPLIFIKACJT KWASOW NUKLEINOWYCH IN VITRO

Poza metoda PCR opracowane zostaty inne techniki zwielokrotniania ilo$ci
DNA/RNA oraz metody wzmocnienia sygnatu detekcji oznaczanego materiatu, ktore
powoli znajduja szersze zastosowanie w diagnostycznych oznaczeniach o charakterze
rutynowym. Do tych pierwszych naleza m. in.:

— reakcja tancuchowa ligazy - LCR (ang. Ligase Chain Reaction), oraz

— reakcja amplifikacji jednoniciowego RNA, okreslana jako NASBA (ang. Nucleic

Acid Sequence Based Amplification).

Amplifikacja sygnatu detekcji, zwigkszajaca czuto$¢ oznaczenia, to efekt wiazania
znakujacych sondy ligandéw (barwniki fluorescencyjne, digoksygenina czy biotyna) ze
swoistymi przeciwciatami skoniugowanymi z enzymem (np. fosfataza alkaliczna czy
peroksydaza), przy udziale ktérego, w obecnosci odpowiedniego substratu, zachodzi
reakcja kolorymetryczna lub chemiluminescencyjna.

Do ztozonych metod wzmocnienia sygnatu zaliczy¢ mozna:

— cykliczna reakcje sondy molekularnej CPR (ang. Cycle Probe Reaction), oraz

— metode¢ bDNA (ang. branched DNA), gdzie stosuje si¢ sondy molekularne wiazace

hybrydyzowane DNA z rozgatezionym, wyznakowanym DNA, pozwalajacym na
detekcje minimalnych ilosci oznaczanego materiatu (komercyjne zestawy ozna-
czania DNA-HBYV).

PRZYKEADY ZASTOSOWAN DIAGNOSTYKI MOLEKULARNEJ W CHOROBACH
INFEKCYINYCH

Dopiero opracowanie metody PCR oraz szeregu technik sekwencjonowania DNA
pozwolito na takie poznanie genomow mikroorganizmow, ze analizy molekularne
w diagnostyce chordb infekcyjnych i inwazyjnych staty si¢ badaniami z wyboru. Zna-
lazty one szczegdlnie szerokie zastosowanie w szybkim wykrywaniu patogenow,
szczegdblnie takich, ktdrych hodowla in vitro (w celu pdzniejszej identyfikacji i réznico-
waniu) jest trudna lub diugotrwata. I tak klasycznym przyktadem zastosowan PCR
w wirusologii jest wykrywanie patogenu przed wystapieniem objawéw klinicznych, i to
z czutosdcia 100 razy wieksza w porownaniu do metod hybrydyzacyjnych. Reprezenta-
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tywny jest tu HIV, wykrywany na wiele lat przed wystapieniem objawow AIDS.
OczywiScie zdarzaja si¢ przypadki, kiedy przy diagnozowaniu mikroorganizmu tradycyj-
ne metody barwienia i obserwacji mikroskopowej sa szybsze i tansze od technik
molekularnych. Ten typ analizy obarczony jest jednak licznymi watpliwosciami przy
rozpoznawaniu okreslonych patogendéw, a ponadto czesto nie sprawdza sie w testach
oceny lekowrazliwosci/lekooporno$ci mikroorganizmoéw. Przyktadem moze tu byé dia-
gnostyka malarii, gdzie klasyczne procedury hodowlane sa trudne, kosztowne oraz
dtugotrwate (okoto 2 tygodni) i tym samym znacznie opdzniaja rozpoczecie leczenia.

W identyfikacji patogendw najczesciej podlegaja analizie sekwencje DNA kodujace
rybosomowy RNA obu podjednostek rybosomu, badz tez sam rRNA. Geny dla rRNA
wystepuja u wszystkich organizmow (z wyjatkiem wiruséw), i chociaz maja regiony
o znikomej zmiennosci gatunkowej (a nawet rodzajowej), to zawieraja takze sekwencje
DNA swoiste dla poszczegdlnych gatunkéw. Wybrane fragmenty genéw dla rRNA sa
nie tylko specyficznym i unikalnym znakiem rozpoznawczym danego mikroorganizmu,
ale na ich podstawie mozna ,,odczytywa¢" historie ewolucyjnych przeksztatcenn danego
gatunku i okredlaé przynalezno$¢ Kklasyfikacyjna starych i nowoodkrytych patogendw.
Do detekcji i klasyfikacji mikroorganizmoéow uzywa si¢ niekiedy innych regionéw ich
genomu. Nietatwo bowiem znalez¢ unikalne geny, kodujace niepowtarzalne, funkcjo-
nalne biatka dla poszczegdlnych drobnoustrojow. Natomiast specjalna uwage poswicca
si¢ testom rozpoznajacym swoiste dla danej bakterii plazmidy, wnioskujac na ich
podstawie nie tylko o identyfikacji patogenu, ale takze o jego opornosci na okreslone
leki.

Do identyfikacji materiatu genetycznego mikroorganizméw, w prébach pobranych
od pacjentéw, najczes$ciej wystarcza przeprowadzenie prostej reakcji PCR/RT-PCR.
Aktualnie do diagnostyki okre$lonych patogenéw opracowane jest po kilka procedur
molekularnych. Na przyktad oznaczanie bakterii Chlamydia trachomatis, jednego
z czestszych czynnikéw etiologicznych chordb rozpowszechnianych na drodze ptciowej,
obejmuje test hybrydyzacyjny wykrywajacy rybosomowy RNA (o czutodci 64-93%)
i wykrywanie technika PCR specyficznego plazmidu obecnego w tych bakteriach (jego
czuto$é siega 97-100%). W niektdrych jednak przypadkach produkt taricuchowej reak-
¢ji polimerazy poddawany bywa dodatkowym testom - analizie RFLP, hybrydyzacyjnej
ASO lub technikom przesiewowym SSCP i DGGE. Badania te, uzupetnione sekwen-
cjonowaniem, pozwalaja na wykrycie jednonukloetydowych polimorfizméw SNP (ang.
Single Nucleotide Polymorphism) lub mutacji, a wigc umozliwiaja analiz¢ wariantow
danych patogendw.

Wraz z szybkim rozwojem nowych technik diagnostyki choréb infekcyjnych i inwa-
zyjnych zwigksza sie¢ rowniez lista organizmow (wiruséw, bakterii, grzybdw i pasozytéw),
dla ktérych sa dostepne komercyjne molekularne testy diagnostyczne. Zestawienia to
aktualnie obejmuje blisko dwiescie pozycji, w tym ponad 100 szczepdéw bakteryjnych.

Pomimo znaczacych sukceséw w terapii prawie co rok pojawiaja si¢ nowe choroby
infekcyjne. Nowe czynniki infekcyjne sa bardzo zréznicowane i wiele z nich nalezy do
mato znanych lub zupeinie nowych grup systemetycznych. Metody molekularne staty
si¢ w tym przypadku niezastapionym narzedziem badawczym i diagnostycznym. Przy-
ktadem moze byé powiazanie infekcji wirusem Herpes 8 z migsakiem Kaposiego.
Wykazano, ze wirus przekazuje si¢ przez Sling i wyjasniono, dlaczego ten nowotwoér
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rozwija si¢ u réznych grup zakazonych HIV z odmienna czesto$cia. Przy okazji tego
typu ustalen opracowuje si¢ odpowiednie zalecenia sanitarne i medyczne, zapobie-
gajace szerzeniu si¢ choroby, a w szeregu innych przypadkéow pozwalajace na jej
skuteczne leczenie.

Metodami molekularnymi uzyskuje si¢ takze wiarygodne dane o lekoopornosci
mikroorganizméw. Nadto, testy te sa wielokrotnie szybsze od klasycznych oznaczen.
Reakcja typu ,,multipleks” PCR, kiedy to w jednej probie materialu oznacza sig
jednoczesnie szereg patogendw, posiada szczegdlne znaczenie w badaniach epidemiolo-
gicznych. W chwili obecnej mozna méwic o istnieniu epidemiologii molekularnej. Bada
ona genetyczna zmienno$¢ patogendow. Mozliwo$é szybkiego zebrania danych o mate-
riale infekcyjnym z rozmaitych miejsc i od licznych pacjentéw pozwala wykorzystaé
wyniki tych analiz do ustalenia Zrédet i drdg szerzenia sie zakazen (np. wewnatrzszpi-
talnych), podjecia przeciwdziatan i sprawdzenia ich skutecznosci. Epidemiologia mole-
kularna moze ustali¢, czy masowe szczepienia prowadza do eliminacji patogenu, czy
tez zostaje on zastapiony przez inny szczep, niewrazliwy na szczepionke. Najbardziej
znane sa osiagnigcia epidemiologii molekularnej HIV, co wiaze si¢ z wprowadzeniem
ogdlnoswiatowego systemu monitorowania zmienno$ci i rozmieszczenia geograficznego
szczepow HIV. Wystepujace najczeSciej podtypy wirusa zostaly wybrane do prac nad
szczepionka. Natychmiastowa identyfikacja nowych izolatéw HIV pozwala na kontro-
lowanie bezpieczenstwa systemu krwiodawstwa. Innym przyktadem z tego zakresu jest
tworzenie internetowych baz danych dotyczacych charakterystyk genetycznych, tzw.
profili genomowych réznych patogendw oraz tworzenie w sieci laboratoriéw wyspecja-
lizowanych w interpretacji przesytanych im danych o tych profilach.

W badaniach diagnostycznych mikroorganizméw metodami molekularnymi nie jest
konieczny materiat $§wiezo pobrany (z wyjatkiem RNA wiruséw). Pozwala to na zwig-
kszenie wiarygodnosci uzyskiwanych wynikéw, zwigksza bezpieczenstwo pracy i ogra-
nicza wymagania stawiane laboratoriom, w ktérych wykonuje sig testy z prébami pa-
togennymi.

W przypadkach, gdy znani sa posredni gospodarze infekcyjnych mikroorganizméw
(np. kleszcz dla B. burgdorferi, moskity dla malarii czy mucha Tse-tse dla P. falciparum),
badania molekularne umozIliwiaja oznaczanie patogendéw takze w ich organizmach, co
pozwala na okreslenie regionow geograficznych rozprzestrzeniania sig choroby.

Choroby wirusowe maja bardzo czesto dtugie okresy latencji, stad tez powszechnie
stosowane badania serologiczne nie pozwalaja na rzeczywista oceng aktywnosci wirusow
W organizmie pacjenta. Sa one zreszta zbyt mato czute w poréwnaniu z molekularnymi
technikami amplifikacji i detekcji wirusowego materialu genetycznego. Stosujac tech-
niki molekularne mozna réznicowaé fazy replikacyjne wiruséw i stany zahamowania
ich namnazania. Wiremia, np. wiruséw hepatotropowych HBV i HCV identyfikowana
jest poprzez detekcje materiatu genetycznego wiruséw w probkach surowicy lub osocza
krwi obwodowej. Obecno$¢ HBV-DNA i HCV-RNA jest jedynym bezwzglednym zna-
cznikiem zakaznosci. Dzieki metodzie PCR uzyskuje sie wiele istotnych informacji na
temat dynamiki zakazania organizmu HBV. Mozna nia wykry¢ juz 10-100 genomoéw
HBV w 1 ml surowicy. Przy pomocy techniki PCR mozliwe jest stwierdzenie zakazen
HBV przy nieobecnosci serologicznych markeréw tego wirusa we krwi obwodowej,
a takze wczesne wykrywanie, bez innych objawéw klinicznych, nawrotu procesu repli-
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kacji. Podobnie posrednia detekcja HCV RNA oparta o reakcje RT-PCR lub metode¢
TMA umozliwia wykrycie patogenu we wczesnym okresie ostrej infekcji i u pacjentéw
niezdolnych do odpowiedzi immunologicznej. Genotypowanie wirusa HCV, prowadzo-
ne poprzez analizy ograniczonych sekwencji wirusowego genomu, praktycznie dostarcza
danych pozwalajacych na rozréznienie gtéwnych genotypdw, aczkolwiek dyskryminacja
migdzy subtypami ciagle stanowi wyzwanie. Jednakze postep w technikach charaktery-
zacji wirusowych kwaséw nukleinowych pozwala na wiarygodne decyzje diagnostyczne
i jest istotnym narzedziem w planowaniu procesu leczenia.

PODSUMOWANIE

Zakres stosowania diagnostyki molekularnej w chorobach zakaznych rozszerza sie
coraz szybciej. Postep obejmuje zarowno liczbe oznaczanych patogendw i dobdr ma-
teriatu badawczego, jak réwniez doskonalenie procedur analitycznych, w tym ich au-
tomatyzacje. Wiarygodnos¢ wynikéw wymaga jednak zwrdcenia szczegdlnej uwagi na
sposéb przygotowania prébek do badan, na zindywidualizowany system wzorcow we-
wnetrznych stosowanych w prowadzonych oznaczeniach, a przede wszystkim na stan-
daryzacje analiz wykonywanych przez rézne placéwki.

J Bartkowiak

MOLECULAR METHODS IN DIAGNOSIS OF INFECTIOUS DISEASES

SUMMARY

In the long term, many of the conventional diagnostic approaches to detection and charac-
terisation of infectious diseases is complemented or even replaced by recognition of DNA/RNA
specific sequences. The molecular procedures are based on rwo distinct types of methods -
nucleic acid hybridization techniques with specific molecular probes, and DNA amplification by
the polymerase chain reaction PCR. In the first method DNA fragments generated by restriction
endonucleases are separated by electrophoresis, transferred to proper membrane and annealed
with specific oligonucleotides which are labelled with **P or with a non-radioactive marker. PCR
reaction utilizes a DNA extension enzyme (polymerase) which can add nucleotide bases to
primers once a template is provided. Oligonucleotides primers have to recognize target molecule.
The single cycle is then repeated and each time DNA segments are doubled. Muitiplex
polymerase chain reactions have been designed to identify an organism as well as its virulence-
specific sequences or antibiotic resistance plasmids simultaneously. The major drawback of PCR
procedure which result from its exquisite sensitivity have to be consider. The problem is
contamination and many strategies have been developed to avoid it. To these research tools
were added probes for in situ hybridization. Advantages provided by this technique include the
ability to detect latent (non-replicating) viruses and to localize their genomes to nuclear or
cytoplasmic regions within cells. Nucleic acid probes or the hybridization conditions can be
manipulated so that a broad spectrum of genotypes could be detectable. This is particulary
valuable in those emerging infections where the individual serotypes are unknown. Recombinant
DNA approaches have now been described for detection of a wide range of infectious agents.
Some remain research activities, others are more appropriate to the routine diagnostic labora-
tory. An understanding of a pathogen's life cycle and the hosfs responses to the infectious agent
is enhanced by characterisation of the former's genome using molecular technology. The spread
of epidemics or hospital-acquired (nonsocomial) infections is followed and characterised with
more accuracy by the identification of unique DNA fingerprints for individual pathogens. The
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prospects for molecular medicine in microbiology are vast and will have profound effects in
laboratory and clinical practice.
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