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W pracy omowiono najczestsze przyczyny uzyskiwania wynikow falszywie
dodatnich i falszywie ujemnych reakcji opartych na amplifikacji kwasow
nukleinowych. Omowiono wszystkie etapy metodyki, poczqwszy od pobra-
nia materiatu az do procesow wizualizacji produktu reakcji.

Celem pracy jest zwrocenie uwagi lekarzy na koniecznos¢ krytycznego
podejscia do uzyskanego wyniku amplifikacji kwasow nukleinowych. Pod-
jeto rowniez probe wskazania mozliwosci ograniczenia ilosci bledow.
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Technike amplifikacji in vitro kwasoéw nukleinowych wprowadzono zaledwie kilkana-
Scie lat temu, a obecnie powstaja w laboratoriach biliony kopii roznych sekwencji. Meto-
de te stosuje si¢ do wykrywania obecnoSci dowolnych fragmentéw DNA lub RNA o zna-
nej sekwencji. Zastosowana w genetyce roslin, zwierzat i ludzi pozwala na identyfikacje
osobnikéw obciazonych chorobami uwarunkowanymi genetycznie, a takze umozliwia po-
dejmowanie prob leczenia tych schorzen. W kryminalistyce i sadownictwie coraz czeSciej
wyniki analiz opartych na metodzie amplifikacji kwasow nukleinowych stanowia materiat
dowodowy. Techniki te sg szeroko rozpowszechnione w diagnostyce wszelkich zakazen,
zar6wno jako uzupelnienie dotychczas powszechnie stosowanych metod serologicznych,
jak i metoda bezpoSrednio identyfikujaca Zrodlo zakazenia. Wielokrotnie powtarzane te-
sty pozwalajg na ocen¢ przebiegu odpowiedzi immunologicznej wywolanej danym patoge-
nem oraz ocen¢ skutecznosci stosowanej terapii (1-3).

Podstawowe sktadowe konieczne do cyklu replikacji kwasu nukleinowego in vitro zo-
staly opisane juz w 1971 roku. Przedstawiono wowczas ogdlne teoretyczne zalozenia pro-
cesu amplifikacji kwasow nukleinowych in vitro (1). W 1983 roku zastosowano po raz
pierwszy metodg, okreSlang pozniej jako reakcja taficuchowa polimerazy (PCR), jednak
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dopiero w 1985 roku ukazata si¢ pierwsza publikacja prezentujaca praktyczne zastosowa-
nie PCR (4,5). Bazujac na tej technice, wprowadzono inne metody amplifikacji kwasow
nukleinowych z zastosowaniem Q replikazy czy ligazy oraz amplifikacje¢ sygnatowa umoz-
liwiajaca oznaczenia ilo$ciowe (6-8).

Jednakze w diagnostyce zakazen najpowszechniejsza stosowana metodg jest nadal
PCR. Naczelnym celem tej reakcji jest uzyskanie in vitro zwielokrotnionej ilo$ci kopii
okreSlonego fragmentu DNA takiej, aby mozliwa byta jego wizualizacja. Do przeprowa-
dzenia reakcji niezbedne sa startery (sekwencje oligonuleotydowe komplementarne do
koncow poszukiwanego DNA), mieszanina trdjfosforandw deoksynukleotydéw oraz ter-
mostabilna polimeraza DNA. Po potaczeniu wszystkich elementdw z materiatem stano-
wigcym przedmiot badania (wyekstrahowanym DNA lub DNA powstalym w wyniku od-
wrotnej transkrypcji RNA-RT-PCR) oraz zapewnieniu odpowiednich, cyklicznie powta-
rzajacych si¢ warunkdw temperaturowych, mozliwe jest przeprowadzenie reakcji. Poprzez
cykliczne powtarzanie tych etapow uzyskujemy wyktadnicze narastanie liczby amplikonow,
czyli fragmentéw dwuniciowego DNA, ograniczonych co do wielkoSci przez dobor miejsc
przylaczania starterow (2,3,9). Dzigki tak przeprowadzonej procedurze uzyskujemy za-
réwno wysoka swoistos¢ jak i czulos¢ reakcji tancuchowej polimerazy, co zapewnito jej tak
szybkie upowszechnienie w diagnostyce. Cechy te jednak moga by¢ nie tylko zaletami me-
tody, ale rowniez jej wadami. Nalezy wiec pamigtac o koniecznosci krytycznego podejscia
do wynikéw badan uzyskiwanych ta metoda.

Przedmiotem niniejszej pracy jest analiza czynnikow wplywajacych na uzyskiwanie wy-
nikdw fafszywych metodami amplifikacji kwaséw nukleinowych.

POBIERANIE, PRZYGOTOWANIE I PRZECHOWYWANIE MATERIALU DO BADAN

Jednym z etapow, ktdry moze wplynac na ostateczny wynik PCR jest przygotowanie
materiatu biologicznego do badania. Pomimo tego, ze coraz lepiej znamy sposoby izola-
cji kwasow nukleinowych réznych drobnoustrojow z materiatu klinicznego, to nadal wta-
$ciwe opracowanie i przygotowanie materiatu nastrecza trudnosci i watpliwosci. Idealna
metoda przygotowania probki opiera si¢ na rOwnowadze migdzy celem badania, rodza-
jem materiatu klinicznego, czuto$cig metody i liczbg testow wykonywanych w danej prob-
ce (2,10).

Juz na etapie pobierania materiatu biologicznego moze dochodzi¢ do zanieczyszczenia
probek biologicznych, chociazby przez uzywanie zabrudzonego sprzetu medycznego, np.
rekawiczek. Nalezy pamietac, ze w przypadku diagnostycznych testow molekularnych
opartych na amplifikacji, nawet pojedyncza kopia materiatu genetycznego moze zostac
wykryta. Niemniej zasada powinno by¢ badanie najwiekszej mozliwej objetosci probki
w celu zwigkszenia szansy zdiagnozowania zakazenia. Objeto$¢ probki dla typowego testu
diagnostycznego wynosi 100 ul lub mniej, co zmusza niekiedy do wyboru pomigdzy ztozo-
nymi etapami zagg¢szczania badanego materiatu (np. wytracanie etanolem, wirowanie itp.)
a obnizong czutoScig metody. Jezeli wigc nie wykrywa si¢ szukanego materiatu genetycz-
nego w probee o objetodei np. 50 ul pobranej z 400 ml krwi, to mozna wnioskowac, ze nie
ma tam wigcej niz 20 tys. mikroorganizméw. Mozna tez amplifikowa¢ sekwencje szukane-
go DNA z prob o duzej objetosci, ale wtedy mogtoby dojs¢ do zwiekszenia czgstosci nie-
specyficznego przytaczania si¢ starteréw do DNA i obnizenia zardwno czutosci jak i swo-
istoSci metody (np. plwocina ropna moze zawiera¢ az 14 mg DNA/ml). Sytuacja diagno-
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styczna komplikuje si¢, gdy uzyskujemy rozbiezne wyniki z r6znych o§rodkdw. Moze to wy-
nikac ze stosowania testow o rdznej czutosci, np. w jednym laboratorium wykrywa si¢ po-
jedyncza kopi¢ szukanego DNA, a w innym nie mniej niz 20-50 kopii w tej samej jednost-
ce objetosci (6,9).

Procedury przygotowania probek materiatu klinicznego moga réwniez wplywaé na
uzyskiwane rezultaty. Znane s3 sktadowe materialu biologicznego hamujace systemy de-
tekeji, chociazby przez wplyw na reakcje enzymatyczne. Jesli spodziewana ilo$¢ sekwencji
docelowej w badanym materiale jest wystarczajaco duza, to rozcieficzenie badanej proby
likwiduje efekt inhibitorowy. Jednocze$nie pozwala to na zachowanie stezenia kwasu nu-
kleinowego, przy ktorym prawdopodobiefistwo niepobrania do reakcji ani jednej kopii jest
niskie (tzn. przynajmniej 20 kopii w calym materiale). W przeciwienstwie do tego, znisz-
czenie kwasu nukleinowego na drodze enzymatycznej lub chemicznej zmniejsza liczbe ko-
pii docelowych poddajacych si¢ amplifikacji. Jak dotad stosunkowo niewiele wiadomo
o substancjach zawartych w ptynach biologicznych, ktére hamuja enzymy uzywane w reak-
cji amplifikacji. Hem i produkty jego metabolizmu (w stezeniu 0,8 pM) to znane inhibito-
ry polimeraz DNA. Jednym ze znanych inhibitoréw polimeraz sa takze kwasne wielocu-
kry, ktore sa skfadnikami glikoprotein obecnych w plwocinie. Jednakze zaréwno w plwo-
cinie jak i w plynie mdzgowo-rdzeniowym moga znajdowac si¢ jeszcze inne inhibitory po-
limeraz DNA, ktore nie zostaly dotychczas scharakteryzowane.

Wykazano, ze zwiazki uzywane do przechowywania materiatu biologicznego i oczysz-
czania kwasow nukleinowych tj. heparyna, EDTA, SDS, chlorowodorek guanidyny moga
hamowac reakcje amplifikacji i by¢ przyczyna uzyskiwania falszywie ujemnych wynikow re-
akeji (2,10,11).

Warunki przechowywania surowicy, osocza czy innego materialu biologicznego powaz-
nie wplywaja na skuteczno$¢ wykrywania poszukiwanego RNA i DNA. Optymalna dla
przechowywania probek jest temperatura —80°C. Wahania temperatury, a przede wszyst-
kim kilkakrotne rozmrazanie i zamrazanie materialu powoduja spadek stezenia kwasu nu-
kleinowego, szczegdlnie RNA w badanej probie i moga prowadzi¢ do uzyskiwania fatszy-
wie ujemnych wynikow reakcji (10).

Z innym problemem spotykamy si¢ w procedurach takich jak gotowanie, liza alkalicz-
na lub suszenie, ktore prowadza do powstania jednoniciowego DNA. Zdenaturyzowane
matryce chetnie stuzg jako niespecyficzne substraty do przylaczania si¢ starteréw w trak-
cie ustalania warunkéw reakcji, przez co obniza si¢ swoisto$¢ danego uktadu. Patogeny,
ktére w swoim cyklu zyciowym tworza zaréwno ni¢ DNA jak i RNA np. HIV, stwarzajg
dodatkowe trudnoSci w procedurach wykrywania wytacznie wirusowego RNA. Reakcja
taficuchowa polimerazy, poprzedzona reakcja odwrotnej transkrypcji (RT-PCR), moze
prowadzi¢ do wykrycia prowirusowego RNA — zamiast DNA, powstalego na drodze od-
wrotnej transkrypcji z poszukiwanego RNA (11-14).

Trudne jest roOwniez rozrdznianie materiatu genetycznego mikroorganizmoéw zyja-
cych, zdolnych do replikacji, od fragmentéw DNA, pozostalych po przebytej infekcji.
Wigkszo§¢ metod amplifikacji, ktorych celem sa stabilne kwasy nukleinowe wykrywa
DNA mikrorganizméw martwych. Jest to korzystne, gdy spodziewamy si¢ utraty zywot-
noSci w trakcie transportu lub przechowywania. Utrudnia to jednoznaczne okreSlenie,
czy zakazenie jest czynne, czy tez mamy do czynienia z zakazeniem przebytym. Rozwig-
zaniem tego problemu moze by¢ poszukiwanie produktéw poSrednich replikacji mikro-
organizmu (13,15).
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OPTYMALIZACJA METODY AMPLIFIKACJI KWASOW NUKLEINOWYCH

Kolejnym czynnikiem majacym wplyw na uzyskiwane wyniki jest ustawienie warunkow
badania PCR. Znajomo$¢ sekwencji charakterystycznej dla danego patogenu (signature
sequence) jest punktem wyjscia dla zaprojektowania calej reakcji amplifikacji. Istnieja ba-
zy danych, zwane Gen-BANK w Los Alamos czy EMBL (Europejskie Laboratorium Bio-
logii Molekularnej) w Heidelbergu, zawierajace informacje dotyczace sekwencji pozna-
nych dotychczas genow. Korzystanie z nich, pozwala na wybor odpowiednich sekwencji do
amplifikacji (8).

Pojecie sekwencji charakterystycznej zostalo wprowadzone przez genetyka bakterii
Carla Woesa, ktory udowodnil istnienie unikalnych sekwencji materialu genetycznego
w réznych organizmach. Decyzja o wyborze charakterystycznej sekwencji wyjsciowej (tar-
get), ktora stanowi matryc¢ do namnazania kwasu nukleinowego jest najwazniejsza dla ca-
tfego cyklu. Jakiekolwiek zmiany w tej sekwencji, np. mutacje punktowe wplywaja bezpo-
$rednio na reakcje amplifikacji. Najmniejsza, nawet pojedyncza zmiana nukleotydu w se-
kwencji, szczegOlnie w okolicy 3’ pozycji przytaczajacego si¢ startera uzytego do reakcji,
moze by¢ przyczyng fatszywie ujemnych wynikow. Zwigzane jest to wymaganiami polime-
raz DNA i moze uniemozliwi¢ inicjacj¢ syntezy z powodu braku aktywnosci 3’ — 5” egzo-
nukleazy ze stalymi parami nukleotyddw startera i matrycy DNA.

Roéwniez proces amplifikacji DNA z uzyciem DNA ligazy jest wrazliwy na zmiany se-
kwencji znajdujace si¢ blisko punktu przytaczenia ligazy. Prawidiowy wybdr sekwencji wyj-
Sciowej zapewnia wiec odpowiednig swoisto$¢ i czulo$¢ metody nawet wtedy, gdy obecne
sg potencjalne niegatunkowe elementy (plazmid czy transpozom). Jesli sa one zwigzane
z wirulencja, moga by¢ doskonalym parametrem opisujacym patogenno§¢, np. metoda wy-
krywania egzotoksyn produkowanych przez Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica
czy Escherichia coli. Czulo$¢ i wiarygodno$¢ metody jest potwierdzana wykrywaniem obec-
noS$ci molekul sekwencji ,target” danego patogenu, jednakze obecnos$¢ wielu kopii se-
kwencji wyjSciowej po reakcji amplifikacji nie jest bezposrednim potwierdzeniem wysokiej
czulosci metody (7,16,17).

W diagnostyce zakazen nalezy mie¢ na uwadze ogromng zmienno$¢ antygenowa mi-
kroorganizmdw, nie zawsze uwzgledniang w rutynowej diagnostyce. Identyfikacja no-
wych, zmutowanych sekwencji kwasow nukleinowych odbywa si¢ z pewnym opdZnieniem
i nie zawsze informacje te sa dostepne w bazach danych. Konieczne jest zatem ciagte po-
szukiwanie, izolacja i identyfikacja nowych sekwencji charakterystycznych mikroorgani-
zmo6w. Na ich podstawie projektuje si¢ startery, niezbedne do przeprowadzenia procesu
amplifikacji. Na podstawie znanej sekwencji patogenu projektowaé mozna wiele starte-
roéw. Jednak stosowanie roznych starteréw dla tych samych patogenéw najczesciej nie da-
je porownywalnych wynikoéw. Moze to by¢ zwigzane z czgstoScia wystepowania danej se-
kwencji komplementarnej do startera lub z r6znym progiem czutosci reakcji amplifikacji
dla réznych starteréw. Prowadzi¢ to moze do uzyskiwania wynikéw falszywie ujemnych.
Amplifikacja podobnych sekwencji przez zwiazanie starterdw z pseudogenami i fragmen-
tami o duzej homologii, moze stanowi¢ przyczyng uzyskiwania wynikow fatszywie dodat-
nich (11,16).

Kolejnym Zrédiem niespecyficznych reakcji jest zanieczyszczenie odczynnikdw uzywa-
nych w procesie amplifikacji, stad konieczno$¢ wiaczania do analizy kilku kontroli nega-
tywnych. Stosowanie wody jako proby badanej, badZ prob pochodzacych od os6b niezaka-
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zonych, moze pozwoli¢ na wykrycie krzyzowej kontaminacji probek. Krzyzowa kontamina-
cja jest przyczyna sporadycznie pojawiajacych sie wynikdw fatszywie dodatnich w pojedyn-
czych probkach badanej serii. Weryfikacje uzyskanych wynikéw uzyska¢ mozna powtarza-
jac badanie lub stosujac testy potwierdzajace (10).

Naturalne polimorfizmy sekwencji charakterystycznej, ktora jest celem amplifikacji,
mozna wykaza¢ drogg sekwencjonowania. Sekwencja polimorficzna wystepujgca wokdt se-
kwencji charakterystycznej moze zawiera¢ hiperzmienne pojedyncze lub powtorzone frag-
menty. Te polimorficzne loci w konstytutywnym genie moga by¢ Zrddiem systematycznych
zanieczyszczefi, a dotyczy to przede wszystkim mikrobiologicznych patogendw i wirusow.
Chcac wyeliminowaé Zrodto wynikow fafszywie dodatnich, nalezy poréwnaé stopien
zmiennosci produktdéw PCR zamplifikowanego loci z oryginalna probka albo przez klono-
wanie zamplifikowanego DNA i sekwencjonowanie regionu lub bezpoSrednio przez uzy-
cie oczyszczonego DNA jako matrycy do reakeji sekwencjonowania. Sekwencjonowanie
takiego regionu pozwala na potwierdzenie istnienia zmiennych regionéw. Poréwnanie zre-
kombinowanych klonéw pozwala jednoczesnie na wykrycie egzogennych zanieczyszczef
(10,18,19).

W ograniczeniu zanieczyszczania probek pomaga réwniez redukceja liczby kopii pozy-
tywnych, znajdujacych si¢ na plazmidach uzywanych jako kontrole dodatnie. Zwigkszenie
czulodci i swoistoSci reakcji mozna osiggnaé przeprowadzajac drugg reakcje PCR z innym
zestawem starterOw, czyli nested PCR.

Swoisto$¢ reakcji zwicksza rdwniez zastosowanie modyfikacji w wykonaniu PCR zwa-
nej ,.hot-start” — proby badane mieszaja si¢ z mieszaning reakcyjng dopiero po podgrza-
niu. Stosuje si¢ ja zwlaszcza przy wykonywaniu nested PCR, w ktorym to podgrzewamy
mieszaning reakcyjng z rozcieficzconym produktem pierwszej reakcji PCR. Nalezy jednak
pamigetaé, ze nie zawsze w ten sposOb mozna unikngé wynikow fatszywie dodatnich i wte-
dy konieczne jest powtarzanie badan (19).

STANDARYZACJA PRACY W LABORATORIUM BIOLOGII MOLEKULARNE]

Innym Zrédiem zanieczyszczen moze by¢ obecno$¢ DNA patogenu w powietrzu czy na
rekawiczkach. Jezeli jednak poziom zanieczyszczen prob jest na tyle niski, ze osiagane ste-
zenie w probce jest ponizej progu czuto$ci metody, mozna poddawad reakcji amplifikacji
mieszaning prob negatywnych dla potwierdzenia wiarygodnos$ci wynikow (10).

Jednak wigkszo$¢ wynikow fatszywie dodatnich wynikajacych z zanieczyszczenia obser-
wowana jest w laboratoriach, ktore nie spetniajg restrykcyjnych warunkdéw wymaganych
podczas przeprowadzania reakcji amplifikacji.

W Polsce nie wprowadzono jeszcze przepisow regulujacych prace w laboratoriach bio-
logii molekularnej, ale analizy wynikow tego rodzaju badan potwierdzaja koniecznos¢ ich
sformalizowania. Z pewnoScia zoptymalizowatoby to prace wielu laboratoriow i mozliwe
bytoby poréwnywanie wynikow uzyskiwanych z rdznych miejsc.

Dla uniknigcia btedéw konieczne jest rowniez rozdzielenie miejsc oraz sprzetu uzywa-
nego do wykonywania izolacji DNA czy RNA, od miejsca samej reakeji amplifikacji i dal-
szej analizy produktéw reakcji (10,11,20,21).

Analiza tych samych probek innymi dostgpnymi metodami Southern-Blot, hybrydyza-
cja in situ oraz wykrywanie biatek, mimo znacznie nizszego progu czutosci pozwala na we-
ryfikacje czeSci wynikow fatszywych (11,18).



348 A Kaminska, J Dgbrowska Nr 2

Praktyka pokazuje jednak, ze najprostsza i najtansza metoda redukcji iloSci wyni-
kow fatszywych jest stosowanie przerw czasowych miedzy kolejnymi reakcjami amplifi-
kacji (10).

Jak wynika z powyzszego rozwazania, na kazdym etapie amplifikacji kwasoéw nukleino-
wych, poczawszy od pobierania i przechowywania probek materiatu biologicznego, a skon-
czywszy na procesie wizualizacji produktu, moga powstawac btedy prowadzace do uzyski-
wania wynikow fafszywie dodatnich jak i falszywie ujemnych. Dotyczy to szczeg6lnie dia-
gnostyki zakazen i z tego wzgledu w praktyce klinicznej czgsto nie mozna opierac si¢ na
pojedynczym wyniku badania PCR, jako ostatecznie potwierdzajacym istnienie zakazenia.
W krytycznej analizie otrzymanego wyniku konieczne jest uwzglednienie catego obrazu
klinicznego w tym i wynikéw innych badan.

Wreszcie, gdy wynik badania metodg PCR stanowi jedyne potwierdzenie zakazenia,
a istnieja uzasadnione watpliwosci co do jego wiarygodnosci, badanie nalezy powtorzy¢
w tym samym materiale lub ewentualnie w innym materiale biologicznym. Pozwala to na
unikniecie niewtasciwych decyzji terapeutycznych, a takze niepotrzebnego stresu dla pa-
cjenta niewlasciwie poinformowanego co do stanu jego zdrowia. Dotyczy to szczegllnie
zakazen przewleklych, ktorych rozw6j prowadzi do niekorzystnych nastepstw, np. zakazef
wirusami hepatotropowymi HCV, HBV czy wirusem HIV (11,22).

A Kamiriska, J Dgbrowska

THE FALSE POSITIVE AND FALSE NEGATIVE RESULTS OF REACTIONS BASED
UPON AMPLIFICATION OF NUCLEIC ACIDS IN DIAGNOSTICS OF INFECTIONS.
REASONS AND IMPLICATIONS.

SUMMARY

The paper discusses the most frequent causes of false positive and false negative results of reac-
tions based on amplification of nucleic acids. All stages of the method are described beginning with
sample collection up to the finishing of visualization of amplification product. The main aim objecti-
ve of the publication is to draw doctors’ attention to the necessity to interpret the result with criticism.
We attempted also to demonstrate how to avoid false results.
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