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Verizna reakcija s polimerazo — nova raziskovalna in diagnosti¢-

na metoda v virologiji

The polymerase chain reaction —

method in virology

a new research and diagnostic
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Izvle€ek. Verizna reakcija s polimerazo (PCR)
je razmeroma nova metoda sinteze nukleinskih
kislin in vitro, s katero lahko v kratkem ¢asu pom-
nozimo doloCeni odsek DNA v velikem Stevilu ko-
pij. Ceprav je metoda stara Sele nekaj let, je da-
nes ze nepogresljiva na Stevilnih podrocjih bio-
medicinskih raziskav. Namen nasega ¢lanka je
predstaviti tako teoreti¢ne osnove PCR in naéi-
ne optimizacije metode kot tudi najbolj pogoste
probleme in tezave, ki se pojavljajo pri izvedbi
PCR, ter ukrepe za njihovo odpravo o0z. zmanj-
Sanje. Na kratko so prikazane tudi danasnje

Descriptors
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Abstract. The polymerase chain reaction (PCR)
is an in vitro method which uses enzymatic
synthesis to amplify, in an exponential manner,
specific DNA or RNA sequences. Although it has
been available for only a few years, PCR tech-
nology is already finding widespread application
in biomedical research. This article presents a
broad overview of the principles of PCR, sum-
marizes some of the application problems, and
describes some measures taken to overcome
them. The main applications of PCR-based as-
says in virology are also discussed.

moznosti uporabe PCR v raziskovanju in diag-
nostiki virusnih okuzb.

Uvod

Verizna reakcija sinteze DNA s pomocjo temperaturno obstojne DNA polimeraze ali ve-
rizna reakcija polimerizacije ali verizna reakcija s polimerazo (PCR, angl. polymerase
chain reaction) je relativno nova metoda sinteze nukleinskih kislin in vitro, s katero lah-
ko v kratkem ¢asu pomnozimo dolo¢eni odsek DNA v velikem Stevilu kopij. Od odkritja
metode leta 1983 (Kary Mullis, Nobelova nagrada za kemijo, leto 1993) in prve objave
leta 1985 (1) je bilo do danes objavljenih ze priblizno 20.000 znanstvenih in strokovnih
prispevkov, ki opisujejo razli¢ne biomedicinske raziskave, v katerih je bila poleg ostalih
raziskovalnih metod uporabljena tudi metoda PCR (2, 3). Priblizno petina teh raziskav
je s podrocja virologije (3).

Kljub temu da metodo poznamo Sele nekaj let, ve€ina raziskovalcev meni, da PCR ze
predstavlja metodo, brez katere moderno raziskovalno delo v virologiji skoraj ni mogo-
¢e (2, 4). V nekaterih viroloSkih laboratorijih PCR danes uporabljajo tudi kot diagnostic¢-
no metodo.

PCR Ze nekaj ¢asa uspesno uporabljamo tudi pri raziskovalnem delu na Institutu za mi-
krobiologijo Medicinske fakultete v Ljubljani. Raziskovalno delo poteka zaenkrat na pe-
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tih virusnih modelih: hantavirusih, humanih virusih papiloma, virusu hepatitisa C, viru-
su klopnega meningoencefalitisa in humanem virusu imunske pomanikljivosti (5—24).

V prispevku bomo predstavili teoretine osnove te nove, visoko obc&utljive in specificne
viroloSke metode in osnovne nacine njene optimizacije. Opisali bomo najbolj pogoste
probleme in teZave, ki se pojavljajo pri rutinski uporabi PCR, ter nekatere ukrepe za niji-
hovo odpravo 0z. zmanjSanje. Na kratko bomo prikazali tudi danasnje moznosti upora-
be PCR v raziskovanju in diagnostiki virusnih okuzb.

Teoreti¢éne osnove PCR

Dokazovanje virusov s PCR temelji na in vitro pomnozevanju za dolo¢en virus speci-
ficnega, majhnega odseka njegovega dednega materiala. Temu sledi dokazovanje spe-
cifiénosti pomnozenega virusnega genomskega odseka (25, 26).

Glavni predpogoj za uspes$no pomnozevanije s klasi¢no razli¢ico metode PCR je pred-
hodno poznavanje nukleotidnega zaporedja vsaj enega dela virusnega genoma (25).
To nam omogoca pravilno izbiro dveh kratkih znacilnih odsekov nukleinskih kislin, t.i. oli-
gonukleotidnih zacetnikov ali zacetnih oligonukleotidov (angl. primers), komplementar-
nih z mejnima deloma specificnega odseka virusnega genoma, ki ga zelimo pomnozi-
ti (t.i. taréni odsek virusnega genoma). Zacetna oligonukleotida se spajata z nasproti
leZzec€ima vijanicama tarénega odseka virusne DNA in sta usmerjena tako, da sinteza
nove DNA poteka v prostoru med njima. Zato je velikost novo nastalih delcev DNA od-
visna od njune medsebojne razdalje. S klasiéno metodo PCR je mogoce v nekaj urah
dobiti ve¢ kot milijon kopij tega specificnega odseka virusnega genoma (4, 25).

PCR se v svoji klasi¢ni razli€ici izvaja na naslednji nacin. 1z kliniénega materiala najprej
z ustrezno metodo izoliramo celotno DNA. Tej dodamo vse §tiri osnovne gradbene se-
stavine nukleinskih kislin — deoksinukleotidtrifosfate (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), par za-
Cetnih oligonukleotidov, temperaturno obstojni encim DNA-polimerazo ter posebno pri-
rejeni pufer, ki omogoca potek encimske reakcije (pufer vsebuje predhodno dolocene
optimalne koncentracije Tris-HCI, MgCl,, KCl in detergenta Tween 20). MeSanico za kra-
tek ¢as inkubiramo pri treh to¢no dolo¢enih temperaturah, kar pomeni en temperaturni
ciklus PCR. Izbira inkubacijskih temperatur ter hiter prenos vzorca iz dolo¢enega tem-
peraturnega obmocja v drugo sta zelo pomembna. Pri prvi temperaturi (navadno 95°C)
dvovija¢na molekula vzorca preide v dve enovijacni molekuli DNA. Ta proces imenuje-
mo razdvajanje (angl. denaturation). Druga temperatura (ustrezno izbrana med 45 in
75°C) pogojuje spajanje zacetnih oligonukleotidov (angl. primer annealing) s komple-
mentarnima deloma vzoréne DNA (mejna dela tarénega odseka DNA). PodaljSevanje
zacetnih oligonukleotidov (angl. primer extension) oz. sinteza nove komplementarne mo-
lekule DNA v smeri od 5' konca proti 3' koncu s pomocjo encima temperaturno obstoj-
ne DNA-polimeraze se odvija med tretjo inkubacijo (najbolj pogosto pri temperaturi 72°C).
Novi molekuli DNA, ki nastaneta s podaljSevanjem zacetnih oligonukleotidov, sta med
seboj komplementarni in sposobni v novem temperaturnem ciklusu s tremi inkubacija-
mi vezati enake zacetne oligonukleotide. Vsak naslednji temperaturni ciklus podvojuje
koli¢ino tar¢nega odseka DNA. Ker je PCR sestavljen iz 25- do 40-kratnega zapored-
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nega ponavljanja dolo¢enega temperaturnega ciklusa, je konéni rezultat dogajanja
eksponentno kopi¢enje znagilnih tarénih odsekov virusne DNA ali t.i. PCR-pridelkov. Po
zadnjem ciklusu se celotna encimska reakcija najveckrat ustavi z ohladitvijo reakcijske
mesanice na +4°C. Shema poteka verizne reakcije s polimerazo je prikazana na sliki 1.

[I1]]  Vzoréna DNA

Razdvajanje

\L Prvi PCR ciklus
v

IITTTTTH  Spajanje zacetnih
oligonukleotidov
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Slika 1. Shematski prikaz poteka verizne reakcije s polimerazo.

Ceprav je mogoée PCR izvesti tudi z roénim prestavljanjem vzorcev iz enega tempera-
turnega obmocja v drugo, je Sele razvoj modernih, racunalnisko vodenih inkubacijskih
aparatur omogocil $irSo uporabo te metode (25).

Optimizacija PCR

Zaradi vpliva Stevilnih znanih in neznanih dejavnikov na kompleksni encimski »ustroj«
za pomnozevanije je treba za ucinkovit in zadovoljiv potek PCR vse dejavnike reakcije
optimizirati (4, 25-28).
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Zadetni oligonukleotidi

Ker zacetni oligonukleotidi izbirajo odsek virusnega genoma, ki bo v reakciji pomnozen,
je pravilen izbor le-teh najbolj pomemben korak optimizacije PCR. Vecina raziskoval-
cev se danes strinja, da je treba pri izbiranju zacetnih oligonukleotidov upostevati do-
lo¢ena pravila (26, 29). Zacetni oligonukleotidi naj ne bi bili krajsi ali dalj$i od 14 oz. 30 nu-
kleotidov, skupna koli¢ina nukleinskih baz G in C naj bi predstavljala 50-60 % zacetne-
ga oligonukleotida, razporeditev vseh baz pa naj bi bila nakljuéna (izogibati se je treba
veckratnemu zaporednemu ponavljanju istih baz). Priporoc¢ajo, da 3' konec zacetnega
oligonukleotida ne bi bil sestavljen iz treh ali ve¢ nukleinskih baz T, ker bi tak§no zapo-
redje lahko privedlo do napac¢nega spajanja s poliA koncem informacijskih RNA (mRNA).
Izogibati se je treba tudi medsebojne komplementarnosti zaporedja na 3' koncu para
zacetnih oligonukleotidov, ker bi ta, namesto spajanja s komplementarnima tar¢nima od-
sekoma vzoréne DNA privedla do njunega medsebojnega spajanja. Oba zacetna oli-
gonukleotida naj bi imela taksno sestavo, da je njuna t.i. temperatura talis¢a (T, iz angl.
melting temperature) priblizno enaka. Temperaturo talis¢a (v °C) v praksi najveckrat ra-
¢unamo po formuli T_=4 x (G +C) +2 x (A +T) — 3, kjer G, C, A, T pomenijo Stevilo
dolo€enih nukleinskih baz v zaetnem oligonukleotidu (29).

Viruse, ki imajo vec tipov ali podtipov (npr. humani virusi papiloma, adenovirusi), lahko
dokazujemo z uporabo dveh razliénih vrst zagetnih oligonukleotidov (70). Ce zelimo v
eni sami reakciji PCR zajeti vec tipov dolo¢enega virusa, uporabimo za pomnozevanje
ti. grupno specificne zacetne oligonukleotide, izbrane tako, da so skladni s podrogji ge-
noma, ki so enaki pri vecini tipov dolo¢enega virusa. Dobljeni pomnozeni del virusne-
ga genoma potem analiziramo z dodatnimi metodami (glej dalje) in tako dolo¢imo tip
virusa. Lahko pa se odlo¢imo za zacetne oligonukleotide, specificne samo za posame-
zen tip ali podtip virusa (t.i. tip-specificni zac¢etni oligonukleotidi), ki jih izberemo tako,
da so skladni s podrocji genoma, specifi¢nimi samo za izbrani tip virusa. Dobljeni pom-
nozeni del virusnega genoma je zato znacilen za doloceni tip virusa in ga ni treba do-
datno analizirati.

Pravilnost izbranega zaporedja zacetnih oligonukleotidov lahko danes preverjamo s po-
sebnimi radunalnigkimi programi. Ce kljub upostevanju vseh nastetih pravil ne pride do
zadovoljivega rezultata reakcije PCR, je treba izbrane zacetne oligonukleotide zame-
njati.

Koncentracije zacetnih oligonukleotidov, ki se najpogosteje uporabljajo v reakciji PCR,
znasajo od 0,1 do 0,5 mM. Pri uporabi vecjih koncentracij zacetnih oligonukleotidov lah-
ko pride do kopi€enja nespecificnih PCR-pridelkov. Najbolj pogosti nespecifi¢ni pridel-
ki so t.i. od ciljne DNA neodvisni PCR-pridelki (angl. primer-dimer), ki najveckrat nasta-
jajo kot posledica medsebojne komplementarnosti para zacetnih oligonukleotidov. Nes-
pecifiéni pridelki, nastali v zgodnjih ciklusih, tekmujejo s tarénim odsekom vzoréne
DNA za encim DNA-polimerazo, deoksinukleotidtrifosfate in zacetne oligonukleotide in
na ta nacin lahko bistveno zmanjSajo ucinkovitost specificnega pomnozevanja.
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Razdvajanje

Pogost vzrok neuspesne reakcije PCR je nepopolno razdvajanje taréne dvovijacnice.
Pri obi€ajni temperaturi razdvajanja (95°C) ta proces navadno traja le nekaj sekund. Ka-
dar je cilina DNA bogata z nukleinskima bazama G in C, je treba za razdvajanje upo-
rabiti nekoliko visjo temperaturo ali podalj$ati ¢as razdvajanja, vendar moramo paziti,
da ti ukrepi ne privedejo do nepotrebne izgube encimske aktivnosti temperaturno ob-
stojne DNA-polimeraze.

Spajanje zacetnih oligonukleotidov

Izbor optimalne temperature spajanja zacetnih oligonukleotidov ter njen natanéen nad-
zor, zlasti v zacetnih temperaturnih ciklusih, je najzahtevnejsi del optimizacije same reak-
cije PCR. Od izbire te temperature je namrec¢ odvisna stopnja specifinosti reakcije (25,
29, 30). Pri delu z visjimi temperaturami spajanja se zmanjSuje moznost napacnega spa-
janja zacetnih oligonukleotidov s taréno DNA in moznost posledi¢nega nastanka nes-
pecificnih PCR-pridelkov. Pri tem je treba paziti, da izbrana visoka temperatura spaja-
nja ne privede do zmanj$evanja ucinkovitosti pomnozevanja. Primer uspesne optimiza-
cije reakcije PCR s spreminjanjem temperature spajanja zacetnih oligonukleotidov je
prikazan na sliki 2.

Slika 2. Primer uspeSne optimizacije reakcije PCR s spreminjanjem temperature spajanja zacetnih oligonu-
kleotidov. Iz slike je razvidno, da smo z zviSanjem temperature spajanja (od 50°C do 65°C) pomembno vpli-
vali na specificnost reakcije PCR (zmanjSevanje stevila nespecificnih PCR-pridelkov), previsoka temperatu-
ra spajanja (68°C in vec) pa je preprecila proces pomnoZevanja. Optimalna temperatura spajanja za pred-
stavljeni sistem je priblizno 65°C. Elektroforezna kolona A: molekularni oznacevalec 123 (Gibco BRL, Bet-
hesda, ZDA); elektroforezna kolona B: molekularni oznacevalec 5t. VI (Boehringer Mannheim, Nemcija).
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PodaljSevanje zacetnih oligonukleotidov

Trajanje procesa podaljSevanja zacetnih oligonukleotidov je odvisno od dolZine tar¢ne-
ga odseka DNA, koncentracije vzoréne DNA in temperature. Pri standardni temperatu-
ri podaljSevanja, ki znasa 72°C, se zacetni oligonukleotid v eni sekundi podalj$a za prib-
lizno 50 do 100 nukleotidov. Ce je koncentracija taréne DNA zelo nizka, je treba &as po-
daljSevanja zacetnih oligonukleotidov podaljSati v prvih nekaj temperaturnih ciklusih, zla-
sti pa v zakljuénih ciklusih, ko je encimska aktivhost DNA-polimeraze ze bistveno
zmanjsana.

Stevilo temperaturnih ciklusov

Optimalno Stevilo temperaturnih ciklusov je odvisno predvsem od zagetne koncentra-
cije vzoréne DNA. S prevelikim Stevilom ciklusov se povecuje moznost nastanka nes-
pecifi¢nih PCR-pridelkov, majhno $tevilo ciklusov pa nasprotno lahko privede do nastan-
ka premajhne koli¢ine PCR-pridelkov. V optimizirani reakciji PCR je navadno od 25 do
35 temperaturnih ciklusov.

Deoksinukleotidtrifosfati

Pomembno je, da delovna meSanica vsebuje enake koli¢ine vsakega posameznega deok-
sinukleotidtrifosfata (dNTP). V standardizirani reakciji se navadno uporabi po 200 mM
vsakega dNTP.

Temperaturno obstojna DNA-polimeraza

V zacetnem obdobju so PCR izvajali s pomoc¢jo Klenowega odseka encima DNA-poli-
meraze Escherichiae coli (1). Ker ta encim ni bil odporen na visoke temperature, ga je
bilo treba dodajati po vsakem ciklusu PCR, kar je bistveno otezilo izvedbo metode. Od-
kritje temperaturno obstojnih DNA-polimeraz, ki prenesejo ponavljajo¢e izpostavljanje
visoki temperaturi (do 45 minut pri 95°C), je znatno olajSalo postopek reakcije (27, 31).
Med temi encimi se danes najpogosteje uporablja Tag DNA-polimeraza, osamljena iz
seva YT1 bakterije Thermus aquaticus, ki naseljuje izvire vro¢e vode narodnega parka
Yellowstone v ZDA. Optimalna koli¢ina Tag DNA-polimeraze zna$a 2,5 U na 100 pl reak-
cijske mesanice, pod pogojem da so vsi ostali reakcijski dejavniki uravnotezeni. Manj-
Se koncentracije navadno zmanj$ajo koli¢ino zelenega PCR pridelka, vecje pa privede-
jo do nastajanja nespecific¢nih pridelkov pomnozevanja.

Koncentracija magnezija

Natanénost reakcije, ki jo katalizira Taqg DNA-polimeraza, je v veliki meri odvisna od kon-
centracije magnezijevih ionov v reakcijski mesanici. Koncentracije, ki se najpogosteje
uporabljajo, znasajo od 1,2 do 2,5 mM. Previsoka koncentracija magnezijevih ionov lah-
ko privede do nastanka nespecifi¢nih PCR-pridelkov, medtem ko lahko prenizka kon-
centracija zmanjSa ucinkovitost pomnozevanja. Glede na to, da dNTP vezejo magne-
Zijeve ione, predstavlja dejansko koncentracijo ionov, ki jih potrebuje Taq polimeraza (t.i.
prosti magnezij), razlika med koncentracijo dodanega magnezijevega klorida in koncen-
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tracijo dodanih dNTP. Primer uspesne optimizacije reakcije PCR z uporabo razli¢nih kon-
centracij prostega magnezija je prikazan na sliki 3.

Slika 3. Primer uspesne optimizacije reakcije PCR z uporabo razlicnih koncentracij prostega magnezija v
reakcijski meSanici. Iz slike je razvidno, da je optimalna koncentracija prostega magnezija za predstavlje-
ni sistem 0,4 mM. Pri koncentraciji 0,0 mM prostega magnezija ni prislo do pomnoZevanja, pri koncentra-
ciji 0,2 mM je bila ucinkovitost pomnoZevanja bistveno zmanjSana, medtem ko je pri koncentracijah, visjih
od 0,7 mM, prislo do pojava nespecificnega pomnoZevanja. Elektroforezna kolona m: molekularni oznace-
valec 5t. V (Boehringer Mannheim, Nemcija).

Metode za dokazovanje PCR-pridelkov

Po koné&ani reakciji PCR je treba rezultat pomnozevanija opredeliti kot pozitiven ali ne-
gativen, na kar sklepamo iz dokaza prisotnosti oz. odsotnosti pomnozenega tarénega
odseka virusnega dednega materiala (PCR-pridelek) v reakcijski meSanici in iz potrdi-
tve njegove specifi¢nosti (2, 29, 30).

Zaradi hitrosti, enostavnosti in nizke cene v ta namen najveckrat uporabljamo metodo
lo¢evanja delcev DNA po velikosti s pomocjo elektroforeze v gelu. S to metodo lahko
dolo¢imo priblizno velikost neznanega delca DNA tako, da primerjamo njegovo velikost
z velikostjo standardnih delcev DNA, lo¢enih pod istimi pogoiji elektroforeze. Ce sevto-
ku elektroforeze pokaze en sam PCR-pridelek (delec DNA), ki je po velikosti priblizno
enak teoreti¢no doloceni velikosti tarénega odseka virusnega genoma, potem lahko z do-
lo€eno stopnjo verjetnosti sklepamo, da je rezultat reakcije PCR pozitiven oz. da je vi-
rus prisoten v testnemu vzorcu (slika 4, elektroforezni koloni A in B). Kadar pa se v to-
ku elektroforeze pojavi ve¢ PCR-pridelkov (tudi ¢e je eden izmed njih pri¢akovane ve-
likosti), o rezultatu reakcije PCR ne moremo sklepati samo na osnovi rezultatov elek-
troforeze (slika 4, elektroforezni koloni E in F).
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Slika 4. Primeri pozitivnih (elektroforezni koloni A in B), negativnih (elektroforezni koloni C in D) in neja-
snih rezultatov (elektroforezni koloni E in F) pomnoZevanja 365 bp dolgega dela M genomskega odseka raz-
licnih hantavirusov. Elektroforezni koloni M: molekularni oznacevalec 123 (Gibco BRL, Bethesda, ZDA).

Dokaz PCR-pridelka z elektroforezo v gelu je razmeroma zanesljiv. Zaradi nizke speci-
ficnosti elektroforeze v gelu je danes treba, zlasti ¢e PCR uporabljamo za dokazovanje
virusov v diagnosti¢éne namene, specificnost dokazanega PCR pridelka dodatno potr-
diti z uporabo bolj specificnih metod (2, 28-30).

Najbolj enostavna in hitra metoda za dodatni dokaz specifi¢cnosti PCR-pridelkov je niji-
hova encimska razgradnja. Metodo izvajamo najveckrat tako, da PCR-pridelek za do-
lo¢en Cas izpostavimo delovanju ustrezne restrikcijske endonukleaze (encimi, ki reze-
jo dvojnovija¢no DNA na to¢no dolo¢enem mestu). Specificnost PCR-pridelka potrdi-
mo, Ce ga restrikcijski encim razgradi na delce, ki tako po velikosti kot po Stevilu ustre-
zajo predhodno teoreti¢no dolo€enemu vzorcu razgradnje. Zanesljivost metode nara$-
¢a s povecevanjem Stevila uporabljenih restrikcijskih endonukleaz. Z ustrezno izbrani-
mi restrikcijskimi endonukleazami je metodo mogoce uporabiti tudi za razlikovanje po-
sameznih tipov ali podtipov dolo¢enega virusa oz. tipizacijo virusov (slika 5) (5, 6, 10,
12-14, 16).

Veliko bolj natanéna je skupina hibridizacijskih metod, med katerimi je najbolj zaneslji-
va metoda hibridizacije po Southernu. Pri tej metodi po lo€evanju z elektroforezo v ge-
lu PCR-pridelke prenesemo na nitrocelulozno ali najlonsko membrano z uporabo kla-
si€nega (Southernovega) ali vakuumskega nacina prenosa. Nato na membrani izvede-
mo hibridizacijo z uporabo kratkega znacilnega delca DNA t.i. DNA-sonde, ki je sklad-
na (komplementarna) z dolo¢enim delom PCR-pridelka in najveckrat radioaktivno oz-
nac¢ena. Dodana DNA-sonda bo hibridizirala s PCR-pridelkom na membrani, samo ¢e
v njem najde skladno zaporedje nukleotidov. Po hibridizaciji odstranimo prebitek DNA-
sonde, polozaj PCR-pridelkov, ki so hibridizirali s sondo, pa ugotovimo s filmom, obc&ut-
liivim za sevanje. Kljub zelo visoki specifi¢nosti in obcutljivosti se ta metoda zaradi ne-
katerih pomanijkljivosti v rutinski diagnostiki zaenkrat malo uporablja. Ni namre¢ primer-
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Slika 5. Primer razlikovanja hantavirusov Puumala (PUU) in Hantaan (HTN) na osnovi razlicnih obrazcev
encimske razgradnje 365 bp dolgega pomnoZenega dela M genomskega odseka. Elektroforezna locitev raz-
grajenega PCR-pridelka virusa Puumala (PUU) z restriktivnimi encimi: Rsa I (241, 124 bp), Hinf1 (252, 113 bp),
Acc 1(365 bp), Alu 1 (243, 122 bp) in Sty I (304, 61 bp) ter PCR pridelka virusa Hantaan (HTN) 7 restiktiv-
nimi encimi: Rsa 1(288, 77 bp), Hinf1 (365 bp), Acc 1 (241, 124 bp), Alu1 (263, 93bp) in Sty 1 (250, 61, 54 bp).
Elektroforezna kolona M: molekularni oznacevalec st. VI (Boehringer Mannheim, Nemcija).

na za obdelavo vecjega Stevila vzorcey, je zamudna, draga in relativno nevarna, ¢e upo-
rabljamo radioaktivne oznacevalce. PogostejSo uporabo te visoko specificne metode,
tudi v diagnosti¢ne namene, bo verjetno omogocila nedavna uvedba neradioaktivnih oz-
nacevalcev (digoksigenin, biotin) (4, 25, 28).

Mnogo bolj uporabna razli¢ica predhodno opisane metode je metoda dot-blot, pri kate-
ri se PCR-pridelek neposredno (brez predhodne lo¢itve z elektroforezo) s pomocjo va-
kuuma nanasa na najlonsko membrano (4, 13, 25, 32). Temu sledi hibridizacija z upo-
rabo radioaktivno ali neradioaktivnho ozna¢enih sond po predhodno opisanem postop-
ku. V primeru pozitivnega rezultata hibridizacije je na filmu (radioaktivna razli¢ica) ali
na najlonski membrani (neradioaktivna razlic¢ica) viden madez. Prav zaradi oblike pozi-
tivnega rezultata so navedeno metodo imenovali dot-blot (iz angl. dot = madez) (slika
6). Metoda je cenejSa, hitrejSa in primernejSa za analizo vecjega Stevila vzorcev; njene
negativne strani pa so manj$a specificnost v primerjavi s hibridizacijo po Southernu in
moznost lazno pozitivnih rezultatov, ¢e hibridizacije ne izvajamo v strogo nadzorovanih
pogojih.

Razli¢ico metode dot-blot, v kateri je namesto PCR-pridelka na najlonski membrani na-
nesena neoznacena DNA-sonda, imenujemo reverzni dot-blot. Hibridizacijo v tem pri-
meru izvajamo s PCR-pridelkom, ki je nastal z uporabo najveckrat neradioaktivno oz-
nacenih zacetnih oligonukleotidov (2, 4).

V zadnjem ¢asu se za potrditev specificnosti PCR-pridelkov vse ve¢ uporablja sistem,
ki temelji na uporabi encimsko oligonukleotidnega testa (ELOSA, angl. enzyme linked
oligonukleotide sorbent assay) (33, 34). Kot pri reverznem dot-blotu PCR izvajamo z upo-
rabo neradioaktivno (npr. z biotinom) oznacenih zacetnih oligonukleotidov. Po konca-
nem PCR ne naredimo elektroforeze, ampak PCR-pridelek prenesemo v vdolbinico mi-
krotiterske ploS¢ice, katere notranjost je prekrita z neozna¢eno DNA-sondo in v kateri
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Slika 6. Primer dokazovanja specificnosti PCR-pridelka in istocasne tipizacije humanih virusov papiloma
(HPV) z dot-blot hibridizacijo. Hibridizacije so izvedene z uporabo HPV-grupno specificne sonde (kolona
G) ter za HPV-tipe 6, 11, 16, in 18 tip-specificnih sond (kolone 6, 11, 16, 18). Kolona O: negativna kontro-
la hibridizacije. Vrsta K, pozitivne kontrole hibridizacije. Vrsta ESCP: PCR-pridelek iz tkivnega vzorca plos-
Catocelicnega papiloma poZiralnika. Iz slike je razvidno, da smo z dot-blot hibridizacijo dokazali prisotnost
HPV tipa 6 v tkivnem vzorcu ploscatocelicnega papiloma poZiralnika.

poteka hibridizacija. V primeru uspedne hibridizacije vezani biotin prikazemo z upora-
bo visokospecificnega avidina ali antibiotinskih protiteles, ki so ozna¢ena z encimom,
alkalno fosfatazo ali hrenovo peroksidazo. Po dodatku substrata se pri pozitivni reakci-
ji vsebina vdolbinice obarva (slika 7). Ker je intenziteta barve, ki jo merimo spektrofo-
tometri¢no, sorazmerna koli¢ini PCR-pridelka (in s tem tudi koli€ini virusa, ki ga dolo-
¢amo), lahko metodo uporabimo tudi v kvantitativne namene.

Zelo pogosto se v zadnjem ¢asu za dokazovanje specificnosti PCR-pridelkov uporab-
lja tudi razli¢ica reakcije PCR, t.i. PCR z notranjimi za¢etnimi oligonukleotidi (angl. ne-
sted PCR) (714, 35-38). V tej reakciji se po kon¢anem klasi¢nem postopku PCR ponov-
no pomnozuje PCR-pridelek, vendar z uporabo para zacetnih oligonukleotidov, ki se pri-
penjata v prostor med prvotno uporabljenima zacetnima oligonukleotidoma (slika 8).

Vse nastete metode le posredno dokazejo specificnost PCR-pridelka (seveda z razli¢-
nimi stopnjami verjetnosti). Edina metoda, s katero dokon¢no in popolnoma potrdimo
specificnost PCR-pridelka, je dolocevanje njegovega nukleotidnega zaporedja oz. sek-
vencna analiza (7, 25, 29). Ker je metoda ¢asovno zamudna, draga in tehni¢no zahtev-
na, se danes le iziemoma uporablja v rutinske namene. Upamo, da bo hitri razvoj avto-
matiziranih tehnik sekvenéne analize in pogostejSa uporaba neradioaktivnih oznaceval-
cev ze v bliznji prihodnosti odprl moznost SirSe rutinske uporabe te visoko specifi¢ne
metode.
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Slika 7. Prikaz pomnoZevanja 244 bp dolgega specificnega dela genoma virusa hepatitisa C z elektrofore-
zo v gelu (zgoraj) in primer dokazovanja specificnosti PCR-pridelka z encimsko oligonukleotidnim testom
(spodaj). Vrste 2, 4 in 6: primeri uspeSnega pomnoZevanja (zgoraj) in dokaz specificnosti pomnoZenega od-
seka virusnega genoma (spodaj). Vrste 1, 3, 5, in 7: primeri neuspesnega pomnoZevanja specificnega odse-
ka virusnega genoma. Vrsta M: molekularni oznacevalec 123 (Gibco BRL, Bethesda, ZDA).

Slika 8. Primer dokazovanja specificnosti 365 bp dolgega pomnoZenega dela M genomskega odseka treh izo-
latov hantavirusa Dobrava (elektroforezne kolone A) s PCR z notranjimi zacetnimi oligonukleotidi. V reak-
ciji so pomnoZeni 187 bp dolgi odseki PCR-pridelkov predhodne reakcije z uporabo zacetnih oligonukleo-
tidov, ki se pripenjata v prostor med prvotno uporabljenima zacetnima oligonukleotidoma (elektroforezne
kolone B). Elektroforezna kolona M, molekularni oznacevalec 123 (Gibco BRL, Bethesda, ZDA).
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Postopki za zmanjSevanje moznosti lazno pozitivnih in lazno negativnih re-
zultatov reakcije PCR

Glavna pomanijkljivost, ki zaenkrat ovira vecjo uporabo PCR v diagnosti¢ni virologiji, je
razmeroma pogost pojav lazno pozitivnih rezultatov (lazen dokaz virusa, ki v klinicnem
vzorcu ni prisoten) in lazno negativnih rezultatov (neuspeSen dokaz virusa, ki je sicer
prisoten v klinicnem vzorcu) (2, 28-30, 39, 40).

Lazno pozitivni rezultati so neposredna posledica izredno visoke obd&utljivosti reakcije
(30). Ceprav lahko nastanejo zaradi kontaminacije testnega vzorca z drugim testnim vzor-
cem (angl. sample to sample contamination), je njihov najpogostejsi vzrok kontamina-
cija s PCR-pridelki predhodnih reakcij PCR, izvedenih v dolo¢enem laboratoriju (angl.
PCR carryover ali amplicon carryover) (30, 40). V laboratorijih, v katerih se izvaja veli-
ko Stevilo preiskav (kot so diagnosti¢ni laboratoriji), namre¢ s¢asoma koli¢ina PCR-pri-
delkov naraste do te mere, da se le-ti za¢nejo pojavljati povsod (na povrsini laboratorij-
ske opreme, v kemikalijah, na telesu in obleki laboratorijskih delavcev). Zaradi tega po-
java se po kratkem za¢etnem obdobju brez tovrstnih tezav za¢nejo v laboratoriju pojav-
ljati lazno pozitivni rezultati, katerih Stevilo postopoma narasca do te mere, da je one-
mogocena nadaljnja diagnostika (30). Vecina avtorjev danes meni, da na svetu ni mo-
lekularno diagnosti¢nega laboratorija, ki ne bi imel tezav s kontaminacijami (2, 29, 40).
Zato prevladuje mnenje, da se lazno pozitivnim rezultatom reakcije PCR zaenkrat ni mo-
goce popolnoma izogniti, ampak se s posebnimi ukrepi lahko samo zmanj$a moznost
njihovega nastanka na najmanjSo mozno mero (29, 30, 39, 40). Ti ukrepi so lahko nes-
pecifiéni in specifiéni.

Nespecifiéni ukrepi obsegajo upostevanje naslednjih pravil pri delu (30, 40):

— Obvezna je uporaba in pogosta menjava rokavic.

— Prostore, v katerih izvajamo molekularno diagnostiko, je treba fizi€no lo€iti na najmanj
tri dele (t.i. pred PCR-, PCR-, po PCR-prostori), ki morajo biti opremljeni tako, da ima
vsak svojo lastno laboratorijsko opremo, zlasti komplete pipet ter ustrezne nastavke.
Vzorci se lahko prenasajo samo v smeri od pred PCR-prostora v po PCR-prostor. V
pred PCR-prostoru mora biti obvezno komplet pipet s pozitivnim potiskom (angl. po-
sitive displacement) ali pa komplet pipet z nastavki z aerosolno bariero.

— Pred odpiranjem posodic s PCR-reagenti je treba vsebino vsakokrat na kratko cen-
trifugirati (angl. spin down).

— Skupne reagente za ve¢ vzorcev se pripravlja v obliki skupne reakcijske mesanice
(angl. master mix).

— Vzoréna DNA se v reakcijsko meSanico vedno dodaja zadnja. Za dodatno zmanjSe-
vanje moznosti nespecificnega pomnoZevanja v zadnjem ¢asu priporo¢ajo dodaja-
nje DNA Sele, ko je reakcijska mesSanica ze segreta nad 80°C (angl. hot start PCR).

— lzogibati se je treba uporabi mo¢no koncentriranih pozitivnih kontrol.

— V vsako reakcijo PCR je treba vkljuciti najmanj dve negativni kontroli. Kot negativno
kontrolo se najveckrat uporablja celotna reakcijska meSanica, v kateri je sicer prisot-
na DNA, vendar brez ustreznega tarénega zaporedja.

— Vse delovne povrsine ter laboratorijski pribor je treba po kon€ani reakciji temeljito oci-
stiti ter izpostaviti delovanju UV-svetlobe.
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V laboratorijih z vec¢jim Stevilom PCR-analiz se poleg nastetih nespecifi¢nih postopkov
za zmanj$evanje moznosti lazno pozitivnih rezultatov uporabljata tudi dva specificna po-
stopka: encimski in kemi¢ni (39—-42).

Pri encimskem postopku v reakcijski meSanici dTTP zamenjamo z dUTP, kar privede
do nastanka PCR-pridelkov, ki vsebujejo za DNA nenaravno nukleotidno bazo uracil.
Na ta nacin lahko razlikujemo PCR-pridelke tarénega dela DNA, ki vsebujejo uracil in
predstavljajo mozne vire kontaminacije, od izhodnega tarénega dela vzoréne DNA
(vsebuije timin). Ce pred reakcijo PCR dodamo N-uracil glikozilazo (razgrajuje nuklein-
ske kisline, ki vsebujejo nukleotidno bazo uracil), bo ta v primeru PCR-prenosa (angl.
PCR carry-over) uni¢ila PCR-pridelke predhodnih reakcij (ker ti vsebujejo uracil), ne pa
taréne DNA in na ta nacin preprecila kontaminacijo (41).

Kemiéni postopek vkljuuje uporabo izopsoralena, ki ga dodajamo v reakcijsko meSa-
nico pred izvajanjem PCR. Po konéanem pomnozevanju reakcijsko mesanico za kra-
tek Cas izpostavimo delovanju UV-svetlobe, ki aktivira izopsoralen in povzro¢i njegovo
vezavo na PCR-pridelek. Na ta nacin je PCR-pridelek kemi¢no tako spremenjen, da je
onemogoceno vsako njegovo nadaljnje pomnozevanije in s tem moznost kontaminaci-
je (42).

Slika 9. Primer pravilne razlage rezultatov reakcije PCR. Rezultati pomnoZevanja 450 bp dolgega dela ge-
nomskega odseka L1 humanih virusov papiloma (HPV) (elektroforezne kolone, oznacene s ¢rko B) ter 268 bp
dolgega dela humanega gena za betaglobin (notranje kontrolno pomnoZevanje) (elektroforezne kolone, ozna-
Cene s ¢rko A). Elektroforezna kolona M, molekularni oznacevalec 123 (Gibco BRL, Bethesda, ZDA). Iz sli-
ke je razvidno, da je v tkivnem vzorcu $t. 1 prisoten HPV, v tkivnem vzorcu $t. 2 ga ni, medtem ko prisotnosti
HPV v tkivnem vzorcu §t. 3 zaradi negativnega pomnoZevanja notranje kontrole ne moremo opredeliti.
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LaZno negativni rezultati reakcij PCR so naslednji problem, s katerim se pogosto sre-
Cujejo molekularno virolo$ki laboratoriji. Najveckrat omenjeni vzroki lazno negativnih re-
zultatov so: nekvalitetna izolacija DNA, prisotnost inhibitornih snovi v reakcijski mesa-
nici ter nepravilna izbira zacetnih oligonukleotidov in pogojev pomnozevanja (2, 26, 29).

Najbolj u€inkovit postopek za zmanjSevanje moznosti lazno negativnih rezultatov je kva-
litetna izolacija DNA iz kliniénega vzorca. Danes poznamo Stevilne u€inkovite postop-
ke izolacije DNA iz razli¢nih kuznin (krvi, se€a, blata, likvorja), svezih, zmrznjenih in fik-
siranih tkivnih vzorcey, citoloskih razmazov ter tudi iz arhivskih materialov, starih vec ti-
soc let (4, 43). Kljub uporabi ucinkovitih postopkov izolacije DNA je treba zaradi vpliva
Stevilnih znanih in neznanih dejavnikov, ki lahko privedejo do inhibicije delovanja kom-
pleksnega encimskega »ustroja« za pomnozevanje, vedno izvesti tudi t.i. notranje kon-
trolno pomnozevanje. Notranje kontrolno pomnozevanje je pomnozevanje delov ubik-
vitarnih humanih genov (betaglobin, betaaktin, deli HLA-genov) hkrati s tarénim delom
vzoréne DNA (slika 9). UspeSno pomnozevanje notranje kontrole pomeni, da v vzorcu
ni inhibitorjev PCR-reakcije. V primeru negativhega pomnozevanja notranje kontrole pa
dobljenega rezultata reakcije PCR ne moremo opredeliti. Zaenkrat so zanesljive notra-
nje kontrole znane le za pomnozevanje DNA, medtem ko so za pomnozevanje RNA to-
vrstne kontrole Sele v razvoju (2, 26, 29).

Slika 10. Primer uporabe dveh parov zacetnih oligonukleotidov, specificnih za razlicna genomska podroc-
Jja istega virusa, kot ukrepa za zmanjSanje moZnosti lazno negativnih rezultatov reakcije PCR. Uspesni do-
kaz prisotnosti humanega virusa imunske pomankljivosti (HIV) v krvi slovenskega bolnika z uporabo za HIV
specificnih zacetnih oligonukleotidov SK 38/39 (115 bp, kolona A) in SK 145/431 (142 bp, kolona B). Ko-
lona C: notranje kontrolno pomnoZevanje 268 bp dolgega dela humanega gena za betaglobin; kolona M:
molekularni oznacevalec 5t. V (Boehringer Mannheim, Nemcija).
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Moznost pojavljanja lazno negativnih rezultatov reakcije PCR lahko zmanj$amo tudi z upo-
rabo ve¢ parov zacetnih oligonukleotidov (specifi¢nih za razli¢cna genomska podrocja
istega virusa) namesto enega samega para ali z uporabo zacetnih oligonukleotidov, ki
vsebujejo nukleotidno bazo inozin (ki se lahko pari z vsemi nukleotidnimi bazami), oz.
degenerativnih zacetnih oligonukleotidov. Ta ukrep je skoraj nepogresljiv v primeru od-
krivanja okuzbe z virusi z zelo variabilnim genomom (npr. retrovirusi) (slika 10). Dodat-
ni ukrepi, ki jih priporo¢ajo za zmanj$evanje lazno negativnih rezultatov reakcije PCR,
so Se: uporaba visoko obg¢utljivih metod za dokazovanje PCR-pridelkov, uporaba viso-
ko kvalitetnih, predhodno testiranih kemikalij, zlasti kvalitetne, temperaturno obstojne
DNA-polimeraze, uporaba modernih ra¢unalni$ko vodenih inkubacijskih aparatur ter iz-
menjava izbranih testnih vzorcev z referencnimi ali tehni¢no dobro usposobljenimi la-
boratoriji po svetu (2, 4, 26, 28, 30).

Dokazovanje RNA-virusov

Dokazovanje RNA-virusov s PCR je zaradi ubikvitarne prisotnosti encimov RNaz, ki hi-
tro in ucinkovito razgrajujejo RNA, veliko bolj zahtevno kot dokazovanje DNA-virusov.
Zaradi izredne obdutljivost molekule RNA mora celotni postopek (od izolacije RNA do
PCR) potekati v posebnih pogojih, v katerih je moZnost navzo¢nosti teh encimov zmanj-
Sana do najmanj8e mozne mere (angl. RNase-free conditions). Te prakti¢no ustvarja-
mo z delom v strogih asepti¢nih pogojih in z dodatno kemi¢no inaktivacijo RNaz, naj-
veckrat z dietil pirokarbonatom (DEPC) (4, 29, 44).

Za razliko od DNA lahko z do danes razvitimi metodami dovolj kvalitetno RNA izolira-
mo le iz svezih ali primerno zmrznjenih kliniénih materialov, ne pa iz fiksiranih vzorcev
in arhivskih materialov. V ta namen so doslej najveckrat uporabljali gvanidin-izotiocia-
nat-cezijkloridno (45) ter gvanidin-izotiocianat-fenol-kloroformsko metodo (46).

Ker s PCR lahko pomnozujemo le molekule DNA, je treba pred izvajanjem PCR izoli-
rano virusno RNA prepisati v komplementarno virusno DNA (cDNA, angl. complemen-
tary DNA). Za prepisovanje se najpogosteje uporabljajo naslednji encimi (4, 47):

— reverzna transkriptaza, osamljena iz virusa pti¢je mieloblastoze (AMV, angl. Avian Mie-
loblastosis Virus);

— reverzna transkriptaza, osamljena iz virusa misje mieloi¢ne levkemije (MMLYV, angl.
Moloney Murine Leukemia Virus);

— rekombinantna temperaturno obstojna DNA-polimeraza, osamljena iz bakterije Ther-
mus thermophilus (rTth, angl. thermostable recombinant Thermus thermophilus DNA
polymerase).

Sintezo virusne cDNA najveckrat dosezemo z uporabo treh razliénih vrst zac¢etnih oli-
gonukleotidov (4, 47):

— z nespecifiénimi t.i. »nakljuénimi« zacetnimi oligonukleotidi (angl. random hexamer),
ki predstavljajo zmes vseh mogoc¢ih kombinacij oligonukleotidov dolZine 6 baz (s temi
zacCetnimi oligonukleotidi prepiSemo celotno RNA, prisotno v vzorcu, vkljuéno z virusno);

— z enim, za virus specifi¢énim zacetnim oligonukleotidom (angl. downstream primer),
s katerim prepiSemo samo RNA dolo¢enega virusa;
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— z zacetnimi oligonukleotidi, sestavljenimi iz 16 do 20 nukleinskih baz T, t.i. oligo dT
nukleotidi (ti zaCetni oligonukleotidi se uporabljajo samo za prepisovanje informacij-
ske RNA, ker prepoznajo poliA konec teh molekul).

Po kon¢anem prepisovanju virusne RNA v cDNA z uporabo temperaturno obstojne DNA-
polimeraze ter para za virus specificnih zac¢etnih oligonukleotidov, izvedemo predhod-
no opisani klasi¢ni postopek pomnozevanja.

Uporabnost PCR v virologiji

Kmalu po odkritju PCR so nekateri raziskovalci napovedali veliko uporabnost te meto-
de v virologiji (27). Ze zgodnje raziskave so potrdile priakovanja, vendar je revolucio-
narnost PCR presenetila tudi najvecje optimiste, saj v zgodovini virologije Se ni bilo me-
tode, ki bi v tako kratkem ¢asu tako moc¢no spremenila potek in nacin raziskovanja vi-
rusnih okuzb (2, 26, 27). Eksplozija raziskav je omogocila, da smo se v borih nekaj le-
tih naucili na povsem nov nacin raziskovati skoraj vse medicinsko pomembne viruse.
Pregled, po mnenju avtorjev, klju¢nih PCR-raziskav na podro¢ju virologije je podan v ta-
beli 1. Hitro vkljuCevanje PCR v spekter raziskovalnih viroloSkih metod se pripisuje pred-
vsem majhnosti virusnega genoma in posledi¢nemu, relativno dobremu poznavanju ge-
nomskega zaporedja vecine pomembnejsih virusov, kar je, kot je bilo Ze ve¢krat ome-
njeno, glavni predpogoj za uspesno izvajanje reakcije (4, 25).

Na zalost pa prenos te visoko specifi¢ne in obcutljive metode iz raziskovalnih v diagno-
stiCne viroloSke laboratorije ne poteka tako hitro in enostavno, kot bi si mnogi zeleli (2,
28, 40). Lahkotnost, s katero se je ponaSala ta metoda v raziskovalnih laboratorijih (zla-
sti po zgodnjih porocilih), se je v primeru testiranja vecjega Stevila vzorcev na istem me-
stu v kratkem ¢asu (znacilnost diagnosti¢nega laboratorija) kmalu pokazala kot »nez-
nosna lahkotnost«. Relativno pogost pojav lazno pozitivnih in lazno negativnih rezulta-
tov je namre€ po zacetnem navdu$enju v vecini diagnosti¢nih laboratorijev privedel do
znatne omejitve uporabe te metode v diagnosti¢ne namene. Dodatno skrb so zbujala
tudi porocila o neprimerljivosti rezultatov med razliénimi laboratoriji ter pogosti neupo-
rabnosti enakih zacetnih oligonukleotidov za dolocen virus v razliénih delih sveta (po-
sledica genetske razliénosti virusov) (2, 29). Med tovrstnimi primerjalnimi Studijami je
bila posebej zaskrbljujoée odmevna nedavna Studija Zaaijerja in sodelavcey, v kateri so
ugotovili, da je le 5 od 31 testiranih »vrhunskih« PCR-laboratorijev z vsega sveta brez-
hibno opredelilo prisotnost virusa hepatitisa C v 12 poslanih klini¢nih vzorcih (48).

Vecino navedenih problemov v diagnosti¢nih laboratorijin razlagajo kot posledico pre-
hitrega razvoja metode, ki mu ni sledil dovolj hiter razvoj ustreznih standardiziranih diag-
nosti¢nih kemikalij in kontrolnih vzorcev ter sluzb za nadzor nad kvaliteto dela (2, 28).
Zato je po mnenju vecine avtorjev pri diagnosticni razlagi rezultatov reakcije PCR, do-
kler ni razvitih omenjenih kontrolnih mehanizmov, potrebna skrajna previdnost. Zaradi
istih razlogov mora biti zaenkrat izvajanje PCR v diagnosti¢ne namene omejeno samo
na malostevilne laboratorije z visoko izurjenim laboratorijskim osebjem (2, 29).

Kmalu po odkupu vseh tehni€nih, patentnih in prodajnih pravic za uporabo PCR na vseh
podrogjih biomedicine, vkljuéno z virologijo, je druzba Hoffman-La Roche prevzela na-
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Tabela 1. Pregled kljucnih PCR-raziskav na podrocju virologije

Virus Izhodi&&ni material Viri
Humani virusi imunske limfociti, serum, slina, urin, (49-53)
pomanijkljivosti (HIV 1 in 2) endoskopski brisi, zmrznjeni

in fiksirani biopsijski in avtopsijski

tkivni vzorci, krvni pripravki
HTLV1in2 limfociti, fetalna kri (54, 55)
Rotavirusi blato (56, 57)
Virusi influence A, Bin C okuzene celi¢ne kulture (58)
Humani parvovirus B 19 serum, krvni pripravki,

amnijska teko€ina, fetalna kri (59-61)
Rinovirusi bris nosu in Zrela (62)
Adenovirusi blato (63, 64)
Enterovirusi likvor (65)
Virusa herpes simpleksa likvor, zmrznjeni in fiksirani
(HSV 1in 2) biopsijski in avtopsijski tkivni vzorci (66—68)
Citomegalovirus urin, periferna kri, kostni mozeg, (69, 70)

zmrznjeni in fiksirani biopsijski in

avtopsijski vzorci
Virus oSpic likvor, zmrznjeni in fiksirani biopsijski

in avtopsijski tkivni vzorci (71)
Virus Epstein-Barr (EBV) zmrznjeni in fiksirani biopsijski in

avtopsijski tkivni vzorci, periferna kri (72, 73)
Humani virusi polioma urin, likvor (74, 75)
(BK in JC)
Humani virusi papiloma svezi, zmrznjeni in fiksirani biopsijski (32, 76)
(HPV) in avtopsijski tkivni vzorci tumorjev,

brisi materniénega vratu
Virus mumpsa okuzene celiéne kulture (77)
Hantavirusi urin, bronhoalveolarni izpirek, (35, 78-80)

avtopsijski tkivni vzorci,

tkivni vzorci Zivalskih gostiteljev
Virus hepatitisa A koncentrat re¢ne vode (81)
Virus hepatitisa B periferna kri, fetalna kri, kolostrum, (82-84)

biopsijski in avtopsijski tkivni vzorci
Virus hepatitisa C serum, slina, se¢, blato, semenska in (36, 37,

ascitesna tekodina, biopsijski in 85-88)

avtopsijski tkivni vzorci
Virus zahodnega Nila okuzene celiéne kulture (89, 90)
Virusi denge 14 serum, komarii (90-93)
Virus rumene mrzlice okuzene celiéne kulture (90-92)
Virus japonskega encefalitisa okuzene celi¢ne kulture (90-92)
Virus encefalitisa St. Louis okuzene celi¢ne kulture (91, 92)
Virus encefalitisa doline Murray okuzene celiéne kulture (91, 92)
Virus klopnega kri, klopi (38, 90)

meningoencefalitisa
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se razvoj visoko standardiziranih diagnosti¢nih kitov, ki bodo odprli moznost SirSe in za-
nesljivejSe uporabe te metode. Eden od rezultatov raziskovalnih naporov $tevilnih razi-
skovalcev omenjene druzbe so prvi standardizirani testi za odkrivanje virusnih okuzb
z zasc¢itenim imenom Amplicor®, ki so se pojavili na evropskem trzi$¢u konec leta 1993.
To so testi za odkrivanje provirusne DNA virusov HIV-1 in HIV-2 v krvi, ter specifi¢ne vi-
rusne RNA virusa hepatitisa C v serumu bolnikov. Po prvih porogilih nekaterih evrop-
skih diagnosti¢nih laboratorijev in nasih lastnih izku$njah lahko re¢emo, da so Amplicor
testi hitri, visoko obcutljivi in specifi¢ni ter primerni za rutinsko uporabo v specializira-
nih molekularno mikrobioloskih laboratorijih (2, 17, 22). Podobne teste nameravajo v na-
slednjih petih letih razviti za ve¢ino medicinsko pomembnih virusov, tako npr. za letos-
nje leto obljubljajo Se standardizirane PCR teste za odkrivanje okuzbe z enterovirusi in
testa za kvantifikacijo HIV-1 provirusne DNA ter RNA virusa hepatitisa C.

Sklep

Po mnenju vecine avtorjev se metoda tudi po razvoju standardiziranih, komercialno do-
segljivih PCR-testov vsaj za nekaj ¢asa ne bo zelo pogosto uporabljala v diagnosti¢ni
virologiji, ampak bo ostala rezervirana samo za razreSevanje dolocenih problemov, ki
jih z drugimi, starejSimi viroloskimi tehnikami ne moremo dovolj dobro razjasniti:

— odkrivanje zgodnje faze virusne okuzbe pred pojavom specifiénega imunskega od-
govora oz. serokonverzije;

— opredelitev pomena dokazanih specifi¢nih antivirusnih protiteles v bolnikovem seru-
mu (razlikovanje bolnikov z aktivno virusno okuzbo od bolnikov po preboleli okuzbi),
kjer le-to s klasi¢nimi virolo8kimi tehnikami ni mogoce (ni razvitih testov za odkriva-
nje specificnih protiteles razreda IgM, ni testov za odkrivanje virusnega antigena, ni
zadovoljivih postopkov za osamitev virusa);

— zanesljivo dokazovanije virusne okuzbe pri bolnikih z nerazvitim ali okvarjenim imun-
skim sistemom;

— razlikovanje prave virusne okuzbe od pasivnega prenosa antivirusnih protiteles pri pre-
jemnikih krvnih pripravkov in novorojencih;

— neposredno odkrivanje virusov, za katere je poskus izolacije premalo obc&utljiv, neva-
ren ali dolgotrajen;

— odkrivanje in kvantifikacija viremije;

— spremljanje protivirusnega zdravljenja;

— odkrivanje prisotnosti virusov v kliniénih materialih, kjer so klasi¢éne neposredne
diagnosti¢éne metode neuspesne (fiksirani avtopsijski in biopsijski tkivni vzorci, cito-
loski preparati, arhivski klini¢ni materiali);

— etioloSka razjasnitev do sedaj etioloSko nepopolno opredeljenih bolezni, pri katerih
so, med drugim, nasli antivirusna protitelesa;

— molekularno-epidemioloSke Studije (spoznavanje virusov prisotnih na dolo¢enem
podrodju sveta, kar je med drugim pomembno tudi za razvoj uéinkovitih protivirusnih
cepiv ter za ugotavljanje sevov, odpornih na protivirusna zdravila);

— Studij patologije in patogeneze virusnih okuzb.
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Seveda bosta Sele ¢as in SirSa uporaba PCR pokazala njegovo pravo mesto v diagno-
stiCni virologiji in upravi€enost nasih trenutno visokih pri€akovanj, povezanih s to metodo.
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