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Kvantitativna verizna reakcija s polimerazo — nova metoda
za spremljanje poteka in zdravljenja virusnih okuzb

Quantitative polymerase chain reaction — a novel method
for monitoring the course and treatment of viral diseases

Katja Seme*, Mario Poljak**

Klju¢ne besede
virusne bolezni
polimerazna verizna reakcija

lzvleéek. Verizna reakcija s polimerazo je rela-
tivno nova metoda sinteze nukleinskih kislin in
vitro, s katero lahko v kratkem ¢asu eksponent-
no namnozimo doloCeni man;jsi odsek DNA ali
RNA. Ceprav verizno reakcijo s polimerazo da-
nes v diagnosti¢ni mikrobiologiji uporabljamo
predvsem za dokazovanije Stevilnih povzrodite-
liev okuzb, je s kvantitativnimi razli¢icami meto-
de mogoce ugotoviti tudi koli¢ino doloéenega mi-
kroorganizma v kliniénem vzorcu. Namen pris-
pevka je predstaviti teoreti¢éne osnove kvantita-
tivnih razlicic verizne reakcije s polimerazo, naj-
bolj pogoste probleme in tezave, ki se pojavlja-
jo pri izvedbi te metode, ter dva nedavno razvi-
ta komercialno dostopna diagnosti¢na komple-
ta za kvantitativno dolo¢anje genoma virusa
hepatitisa C in genoma virusa HIV. Oba diagno-
sticna kompleta sta v nasih in tujih pilotskih ra-
ziskavah Ze pokazala veliko uporabnost pri
spremljanju poteka in zdravljenja okuzbe z ome-
njenima virusoma.
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Abstract. The polymerase chain reaction is a
relatively new in vitro method, which uses enzy-
matic synthesis to amplify, in an exponential
manner, specific DNA or RNA sequences. The
polymerase chain reaction can be used both to
detect the presence of microbial sequences
and to provide a quantitative evaluation of the
number of copies of the genome present. This
article presents a brief overview of the principles
of quantitative polymerase chain reaction, sum-
marizes some of the application problems, and
describes two recently developed simple and
rapid assays for quantitative detection of hepati-
tis C virus and HIV RNA in serum and plasma
samples. Both assays were found to be valuable
tools for determining the natural history of infec-
tion, dissecting viral pathogenesis and monitoring
the efficacy of therapeutic interventions.

Uvod

Verizna reakcija s polimerazo (PCR, angl. polymerase chain reaction) je trenutno na-
jobcutljivejSa in najbolj uporabljana metoda molekularne mikrobiologije, ki je v zelo krat-
kem €asu revolucionarno spremenila na¢in odkrivanja virusnih in bakterijskih okuzb (1, 2).
Dokazovanje mikroorganizmov s PCR temelji na in vitro pomnoZevanju za dolo¢en mi-
kroorganizem specificnega, majhnega odseka njegovega dednega materiala (najvec-
krat od 100 do 1000 baznih parov) s pomocjo encima termostabilne polimeraze DNA.
Z ve¢ razli¢icami metode je mogoce doloceni odsek taréne DNA ali RNA v nekaj urah
pomnoziti ve¢ kot milijonkrat. Na ta nacin dobimo zadostno koli¢ino nukleinske kisline
za nadaljnje molekularne analize, s katerimi dokonéno potrdimo specificnost pomnoze-
nega genomskega odseka (1, 2).
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PCR uporabljamo danes v diagnosti¢ni mikrobiologiji predvsem za dokazovanje prisot-
nosti mikroorganizmov v klini¢nih vzorcih. Te t.i. kvalitativne razli¢ice PCR so omogo-
Cile podrobnejse preucevanje Stevilnih mikroorganizmov, njihove genetske razli¢nosti,
nacina prenosa in patogeneze mikrobnih okuzb (7). Ve¢ raziskovalnih skupin je v zad-
njem €asu razvilo tudi t.i. kvantitativne razliC¢ice PCR, s katerimi je poleg prisotnosti do-
lo¢enega mikroorganizma v klinicnem vzorcu mogoce ugotoviti tudi njegovo koli¢ino
(3-7). Namen prispevka je na kratko predstaviti teoretiéne osnove kvantitativhe PCR,
nacine izvajanja metode ter dva primera mozne uporabe v mikrobiologiji, in sicer
v spremljanju poteka in zdravljenja okuzbe z virusom hepatitisa C in virusom HIV.

Teoretiéne osnove kvantitativne verizne s polimerazo reakcije

Za merjenje koli¢ine mikroorganizmov, prisotnih v kliniénem vzorcu, lahko uporabimo
vec pristopov, od neposrednega Stetja mikroorganizmov do posrednega merjenja koli-
¢ine specifiénih mikrobnih beljakovin, mas¢ob, encimov ali nukleinskih kislin. Zaradi stal-
nega in nespremenljivega razmerja med koli¢ino mikroorganizma in koli¢ino njegove ded-
ne zasnove (en mikroorganizem =ena ali dve kopiji genoma), je merjenje koli¢ine mi-
krobnega genoma po mnenju $tevilnih avtorjev najbolj objektiven posredni kazalec ko-
licine dolo¢enega mikroorganizma (8—10). Kvantitativna PCR je trenutno najbolj natanc¢-
na metoda, s katero lahko ugotovimo &tevilo ali koli¢ino dolo¢enega mikroorganizma v kli-
niénem vzorcu z merjenjem koli¢ine njegove dedne zasnove (10). Poleg tega je kvan-
titativna PCR tudi najbolj objektivna metoda za spremljanje podvojevalne aktivnosti do-
lo€enega mikroorganizma; le-to dosezemo z merjenjem prepisovalne (transkripcijske)
aktivnosti dolo¢enih mikrobnih genov, to je z merjenjem koli¢ine specifiénih sporogilnih
RNA (mRNA) (10, 11).

Kljub objektivnosti in natanénosti je kvantitativna PCR, na Zalost, $e vedno ena od teh-
ni¢no najbolj zahtevnih metod za merjenje koli¢ine mikroorganizmov (12). Zahtevnost
kvantitativne PCR tiCi v sami teoreti¢ni zasnovi reakcije pomnozevanja. Izhodno kolici-
no dedne zasnove dolo¢enega mikroorganizma v klinicnem vzorcu je namre¢ treba izra-
cunati iz koli¢ine namnozenega majhnega delca genoma (PCR-pridelek), ki jo izmeri-
mo z razli¢nimi metodami po koncani reakciji. Po izkuSnjah vecine raziskovalcev je iz-
peljava natanénega matemati¢nega obrazca, ki bi nam omogocal navedeni izracun, naj-
teZji teoreticni in prakti¢ni problem kvantitativne PCR (10, 11). PCR je namre€ verizna
reakcija, v kateri se v idealnih pogojih majhni, znacilni delec dednega materiala nam-
nozuje tako, da koli¢ina PCR-pridelka naraste dvakrat v vsakem temperaturnem ciklu-
su reakcije (1, 2). Porast koli¢ine PCR-pridelka je torej teoretiéno eksponenten in ne li-
nearen kot pri vecini encimskih procesov (7). Poleg tega, iz zaenkrat $e nedokon¢no
pojasnjenih razlogov, prakticno dosezemo teoreti¢ni eksponenten porast koli¢ine
PCR-pridelka le v prvih 20 do 25 temperaturnih ciklusih. V kasnejsih temperaturnih ci-
klusih namre¢ ucinkovitost pomnozevanja (angl. amplification efficiency) pada in se pom-
nozevanje dokonéno ustavi po priblizno 40 do 50 temperaturnih ciklusih (slika 1) (7, 2).
Zaradi izredne obcutljivosti metode lahko ze najmanj$e spremembe reakcijskih pogo-
jev privedejo do pomembnih sprememb v ucinkovitosti pomnoZevanja in tako do nastan-
ka zelo razliénih koli¢in PCR-pridelka iz sicer enake izhodne koli¢ine dedne zasnove
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Slika 1. Graficni prikaz teoreticnega narascanja kolicine tarcnega odseka mikrobnega genoma oz. PCR-pri-
delka v odvisnosti od Stevila ciklusov PCR pri razli¢nih ucinkovitostih pomnoZevanja. Iz izhodnih 10 kopij
mikrobnega genoma nastane po priblizno 40 temperaturnih ciklusih pri 100 % ucinkovitosti pomnoZevanja
100 milijard kopij (krivulja A), pri 75 % ucinkovitosti 316,2 milijona kopij (krivulja B) in pri 50 % ucinko-
vitosti pomnoZevanja en milijon kopij (krivulja C).

(slika 1). Zaradi vseh navedenih razlogov je torej izpeljava obrazca, ki bi natané¢no ma-
temati¢no opredelil celotno krivuljo pomnozevanja PCR-pridelka, skorajda nemogoca
(10, 11). Ker je krivulja pomnozevanja PCR-pridelka matemati¢no najlazje opredeljiva
v zgodnijih ciklusih pomnozevanja, in ker je takrat vpliv razli¢nih dejavnikov na ucinko-
vitost pomnozevanja najman;jsi, je vecina raziskovalcev dosegla zadovoljive in primer-
ljive rezultate kvantitativne PCR le z omejevanjem Stevila ciklusov pomnoZzevanja z obi-
¢ajnih 35 do 40 na najve¢ 25. S tem ukrepom je na Zalost pomembneje znizana obcut-
ljivost kvantitativne reakcije v primerjavi s kvalitativnimi razli¢icami PCR (9, 10).

Prvi pogoj za uspesno izvajanje kvantitativne PCR je pravilen izbor metode za natanc-
no in ponovljivo merjenje koli¢ine nastalega PCR-pridelka (70, 11). NajstarejsSi posto-
pek je uporaba radioaktivno oznacenih zacetnih oligonukleotidov ali enega od deoksi-
nukleotidtrifosfatov. Po kon¢ani PCR in lo€evanju delcev DNA po velikosti z elektrofo-
rezo v gelu, koli¢ino v PCR-pridelek vgrajenega radioaktivhega oznaevalca neposred-
no izmerimo s scintilacijskim Stevcem. Osnovni pomanijkljivosti metode sta neposred-
no delo z nevarnimi radioaktivnimi snovmi ter visoka cena (10).

Veliko bolj natan¢no je posredno merjenje koli¢ine nastalega PCR-pridelka s pomocjo
razli¢nih hibridizacijskih metod (7). Tako npr. pri hibridizaciji po Southernu ali dot-blot
hibridizaciji PCR-pridelke po konéanem pomnoZzevanju najprej prenesemo na nitroce-
lulozno ali najlonsko membrano z uporabo klasi¢nega (Southernovega) ali vakuumske-
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ga nacina prenosa. Nato na membrani izvedemo hibridizacijo z uporabo kratkega zna-
Cilnega delca DNA t.i. DNA-lovke, ki je skladna z dolo¢enim delom PCR-pridelka in je
radioaktivno ali neradioaktivno oznacena. Intenzivnost radioaktivnega (madez na filmu,
obcutljivem za sevanje) ali neradioaktivnega signala (barvni madez na membrani), ki je
sorazmerna koli¢ini PCR-pridelka, izmerimo neposredno z gostotnim »skeniranjem« ali
posredno (po eluciji v ustrezni raztopini) s scintilacijskim Stevcem ali spektrofotometric-
no (1). Nekatere pomanijkljivosti navedenih klasi¢nih hibridizacijskih metod, kot so viso-
ka cena, nezmoznost avtomatizacije in standardizacije ter isto¢asne obdelave vecjega
Stevila vzorcev, bo verjetno v prihodnosti odpravil trenutno najbolj obetaven sistem hi-
bridizacije v mikrotitracijskih plos¢icah t.i. encimsko oligonukleotidni test (7). Pri tej me-
todi PCR najveckrat izvajamo z uporabo neradioaktivno (npr. z biotinom) oznacenih za-
Cetnih oligonukleotidov. Po konéanem pomnozevanju prenesemo PCR-pridelek v vdol-
binico mikrotitracijske ploscice, katere notranjost je prekrita z neoznac¢eno DNA-sondo
in v kateri poteka hibridizacija. V primeru uspesne hibridizacije prikazemo vezani, z bio-
tinom oznaceni PCR-pridelek, z uporabo visokospecificnega avidina ali antibiotinskih
protiteles, ki so ozna¢ena z encimom, alkalno fosfatazo ali hrenovo peroksidazo. Po do-
datku substrata se pri pozitivni reakciji vsebina vdolbinice obarva. Intenzivnost barve,
ki jo merimo spektrofotometri¢no, je sorazmerna koli¢ini PCR-pridelka (7).

Drugi pomembni pogoj za uspesno izvajanje kvantitativne PCR je izbor ustreznega po-
stopka za natan¢en nadzor ucinkovitosti pomnozevanja tarénega odseka mikrobnega
genoma kot najpomembnej$e spremenljivke kvantitativne PCR (3, 11). Ze v zgodnjih
raziskavah so ugotovili, da je tak nadzor mogoc¢ le s hkratnim pomnozevanjem dveh raz-
licnih genomskih odsekov: tarénega odseka mikrobnega genoma in t. i. pomnozevalne-
ga standarda (angl. internal amplification standard) (3). PomnoZevalni standard je
manjSi odsek nukleinske kisline znanega nukleotidnega zaporedja, ki je v reakciji pri-
soten v znani izhodni koli¢ini. Po konéanem pomnozevanju najprej ovrednotimo ucin-
kovitost pomnozevanja posamezne reakcije, kar dosezemo s primerjanjem izhodne ko-
li¢ine standarda ter koli¢ine namnozenega standarda. Cim vedje je razmerje, tem veé-
ja je u€inkovitost pomnozevanja. Izhodno koli¢ino mikroorganizma, prisotnega v klinic-
nem vzorcu, nato izracunamo iz izmerjene koli¢ine namnozenega tarénega odseka mi-
krobnega genoma s posebnim matemati¢nim obrazcem, upostevajo¢ predhodno dolo-
¢eno ucinkovitost pomnozevanja (3, 10, 11).

Kot pomnozevalni standard lahko uporabljamo nukleinske kisline Ze prisotne v klinicnem
vzorcu (notranji pomnozevalni standard) ali manjSe odseke nukleinskih kislin, ki jih v kli-
niéni vzorec dodamo pred zacetkom preiskave (zunanji pomnozevalni standard) (77).
Kot notranje pomnozevalne standarde najveckrat uporabljamo razlicne mRNA genov
z domnevno nenehno in vedno enako stopnjo izrazanja, kot so npr. geni za razli¢ne ri-
bosomalne beljakovine, pomembne presnovne encime ali B2-mikroglobulin. Prednost
uporabe notranjih pomnozevalnih standardov pred zunanjimi standardi je njihova prisot-
nost v vseh fazah kvantitativne PCR, od osamitve nukleinskih kislin do dokazovanja
PCR-pridelka ter nizja cena postopka. Glavna pomanjkljivost uporabe notranjih standar-
dov je v tem, da zaradi uporabe razliénih parov zacetnih oligonukleotidov za pomnoze-
vanje tarénega odseka mikrobnega genoma in notranjega pomnozevalnega standarda
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ter zaradi razli¢ne velikosti in sestave PCR-pridelkov ni mogoc€e iz izmerjene ucinkovi-
tosti pomnozZevanja notranjega standarda popolnoma zanesljivo sklepati na uc¢inkovi-
tost pomnoZzevanja tarénega odseka mikrobnega genoma (3, 10, 11).

Za razliko od notranjih pomnozevalnih standardov, ki so Ze prisotni v kliniénem vzorcu,
je treba zunanji pomnozevalni standard dodati v klini¢ni vzorec pred zacetkom kvanti-
tativne PCR oz. najbolje Ze pred zaetkom osamitve nukleinskih kislin (71). Zunanje pom-
nozevalne standarde lahko pripravimo s klasi¢éno DNA-rekombinantno tehnologijo ali po-
gosteje z aparati za sintezo manjSih odsekov nukleinskih kislin. Ker zunanji pomnoze-
valni standard dodajamo v reakcijo sami, je za razliko od dela z notranjimi pomnoze-
valnimi standardi izhodna koli¢ina ter sestava pomnozevalnega standarda vedno natanc-
no znana. Njegova dolzina ter termodinamske lastnosti (temperatura tali§¢a) so najvec-
krat popolnoma enake tarénemu odseku mikrobnega genoma. Med zunanjimi pomno-
zevalnimi standardi lo¢imo t.i. homologne in heterologne standarde (3, 10, 11).

Homologni zunanji pomnozevalni standardi imajo nukleotidno zaporedje skoraj popol-
noma enako nukleotidnemu zaporedju tarénega odseka mikrobnega genoma (slika 2).
Zaradi podobnega nukleotidnega zaporedja prihaja med pomnozevanjem do medseboj-
nega spajanja pomnozenih delcev zunanjega pomnozevalnega standarda s pomnoze-
nimi komplementarnimi delci tarénega odseka mikrobnega genoma, kar zavira pomno-
zevanje enega od njiju, ali enostavneje povedano, standard in taréni odsek mikrobne-
ga genoma tekmujeta za pomnoZzevanje — bolj se namnozi tisti, ki ga je vizhodnem vzor-
cu ve¢ (3). Zaradi tekmovanja med standardom in tarénim odsekom mikrobnega geno-
ma imenujemo razli€ico kvantitativne PCR, v kateri uporabljamo homologne zunanje pom-
nozevalne standarde, kompetitivna kvantitativna PCR. Da bi po kon¢ani reakciji PCR-pri-
delke nastale s pomnozevanjem standarda, razlikovali od PCR-pridelkov tarénega od-
seka mikrobnega genoma, mora nukleotidno zaporedje standarda vsebovati kraj$o in-

5' || 3 TARCNI
A
3 5 GENOM
s 3 HOMOLOGNI ZUNANJI
B 3 5  POMNOZEVALNI STANDARD

5 A A AAAAANAN,—— 3 HETEROLOGNI ZUNANJI
c 3 _/\/\/\/\/\/\/\/\/\):l 5 POMNOZEVALNI STANDARD

Slika 2. Shematski prikaz razlik med homolognimi in heterolognimi zunanjimi pomnoZevalnimi standardi.
Homologni zunanji pomnoZevalni standardi (B) imajo nukleotidno zaporedje skoraj popolnoma enako nu-
kleotidnemu zaporedju tarcnega odseka mikrobnega genoma (A), razlika je le v prisotnosti krajse delecije,
insercije ali mesta, ki ga prepozna dolocen restrikcijski encim, obicajno v sredini zaporedja. Heterologni zu-
nanji pomnoZevalni standardi (C) imajo skoraj popolnoma razlicno nukleotidno zaporedje od nukleotidne-
ga zaporedja tarcnega odseka mikrobnega genoma (A); zaporedji sta si enaki le na 5" in 3" koncu (prijema-
li5¢i zacetnih oligonukleotidov). Prijemalisca zacetnih oligonukleotidov so oznacena s pravokotniki.
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Slika 3. Rezultat kompetitivne kvantitativne PCR po elektroforezi v agaroznem gelu. Kolone 1-8 — rezulta-
ti pomnoZevanja v reakcijskih posodicah z enako kolicino vzorca (neznana kolicina tarcnega odseka mikrob-
nega genoma) in razlicnimi znanimi kolicinami homolognega zunanjega pomnoZevalnega standarda (serij-
ske razredcine standarda — kolicina pomnoZevalnega standarda je bila najvecja v prvi reakcijski posodici
in najmanjSa v zadnji). S puscico je oznacena kolona, v kateri je bila kolicina PCR-pridelkov tarcnega od-
seka mikrobnega genoma enaka kolicini PCR-pridelka pomnoZevalnega standarda (enaka debelina pasov
DNA na agaroznem gelu). V pripadajoci reakcijski posodici je bila izhodna kolicina tarcnega odseka mi-
krobnega genoma enaka kolicini dodanega zunanjega pomnoZevalnega standarda.

sercijo, delecijo ali mesto, ki ga prepozna dolo¢en restrikcijski encim. Kompetitivno kvan-
titativno PCR vedno izvajamo v ve¢ reakcijskih posodicah, v katere dodamo enako ko-
licino vzorca (neznana koli¢ina tarénega odseka mikrobnega genoma) in razli¢ne zna-
ne koli¢ine homolognega zunanjega pomnozevalnega standarda. V reakcijski posodi-
ci, v kateri bo po kon¢anem pomnozevanju koli¢ina PCR-pridelkov tarénega odseka mi-
krobnega genoma enaka koli¢ini PCR-pridelka pomnozevalnega standarda (enaka de-
belina pasov DNA na agaroznem gelu), je bila izhodna koli¢ina tarénega odseka mikrob-
nega genoma enaka koli¢ini dodanega zunanjega pomnozevalnega standarda (sli-
ka 3) (3, 10, 11).

Heterologni zunanji pomnozevalni standardi imajo za razliko od homolognih standardov
skoraj popolnoma razli¢no nukleotidno zaporedje od nukleotidnega zaporedja taréne-
ga odseka mikrobnega genoma (slika 2) (3). Kljub razli¢ni sestavi heterolognega pom-
nozevalnega standarda ter tarénega odseka mikrobnega genoma morajo biti njuni dol-
zini ter termodinamske lastnosti (temperature taliS¢a) priblizno enake. Nukleotidni za-
poredji heterolognega pomnozevalnega standarda ter tarénega odseka mikrobnega ge-
noma sta najveckrat enaka le na 5' in 3' koncu (prijemali$¢a zacetnih oligonukleotidov),
zato da oba lahko pomnoZujemo z istim parom zacetnih oligonukleotidov (slika 2). Ker
sta nukleotidni zaporedji standarda in tarénega odseka med prijemali§¢ema zacetnih
oligonukleotidov razli¢ni (hekomplementarni), med pomnozevanjem ne pride do med-
sebojnega spajanja pomnozenih delcev standarda s pomnoZzenimi delci tarénega od-
seka mikrobnega genoma. Zato se pomnozZevalni standard in taréni odsek mikrobnega
genoma pomnozujeta neodvisno drug od drugega, brez medsebojnega zaviranja. Ker
standard in taréni odsek ne tekmujeta za pomnozevanje, imenujemo razli¢ico kvantita-
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tivne PCR, v kateri uporabljamo heterologne zunanje pomnozevalne standarde, nekom-
petitivna kvantitativna PCR. Nekompetitivna kvantitativna PCR, za razliko od kompeti-
tivne, poteka le v eni reakcijski posodici, izhodno koli¢ino tarénega mikrobnega geno-
ma izraunamo matemati¢no iz znane koli¢ine dodanega heterolognega zunanjega stan-
darda pomnozevanja ter izmerjenih koli¢in namnozenega standarda in tarénega odse-
ka mikrobnega genoma (3, 10, 11).

Diagnosticna razli¢ica kvantitativne verizne reakcije s polimerazo

Ceprav je eksplozija kvantitativnih PCR-raziskav v zadnjih treh letih omogogila povsem
nov nacin raziskovanja virusov, prenos kvantitativne PCR iz raziskovalnih v diagnosti¢ne
viroloske laboratorije ne poteka tako hitro in enostavno, kot bi si mnogi zeleli. Najvecjo
skrb Se vedno zbujajo rezultati do sedaj opravljenih primerjalnih Studij med razli¢nimi
laboratoriji v svetu, ki so pogosto nedvomno dokazale neprimerljivost rezultatov, dob-
lienih z razliénimi raziskovalnimi razli¢icami kvantitativne PCR na sicer enakih kliniénih
vzorcih, ter vse pogostejSi dokazi o neenaki uc¢inkovitosti istih za¢etnih oligonukleotidov
za genom dolo¢enega virusa v razli¢nih delih sveta (13—15). Podobne raziskave so tu-
di pokazale, da raziskovalne razli¢ice kvantitativne PCR niso uporabne za testiranje vec-
jega Stevila vzorcev v kratkem ¢asu (pomembna znacilnost diagnosti¢nega laboratori-
ja), predvsem zaradi tehni¢ne zapletenosti, zamudnosti ter visoke cene (70, 11).

Vecino navedenih problemov v diagnosti¢nih viroloskih laboratorijih pripisujejo prehitre-
mu razvoju metode, ki mu ni sledil dovolj hiter razvoj ustreznih standardiziranih kemi-
kalij, sluzb za nadzor nad kvaliteto dela ter zlasti kontrolnih vzorcev (kliniénih vzorcev
z natanéno znano in preverjeno koli¢ino dolo¢enega virusa) (16). Pri diagnosti¢ni inter-
pretaciji rezultatov raziskovalnih razliic kvantitativne PCR je zato, po mnenju vecine av-
torjev, potrebna skrajna previdnost, dokler ni razvitih omenjenih kontrolnih mehanizmov
(9). Iz istih razlogov mora biti zaenkrat izvajanje raziskovalnih razliic kvantitativne
PCR v diagnosti¢éne namene omejeno samo na malostevilne laboratorije z visoko izur-
jenim laboratorijskim osebjem (9, 16).

Kmalu po odkupu vseh tehni¢nih, patentnih in prodajnih pravic za uporabo PCR na vseh
podrocjih biomedicine, vkljuéno z virologijo, je druzba Hoffman-La Roche prevzela raz-
voj visoko standardiziranih PCR-diagnosti¢nih kompletov, ki so odprli moznost SirSe in
zanesljivejSe uporabe tudi za kvantitativno PCR. Eden od rezultatov raziskovalnih na-
porov raziskovalcev omenjene druzbe sta standardizirana testa za dolo¢anje koli¢ine
virusne RNA virusa hepatitisa C ter virusa HIV-1 v vzorcih seruma oz. plazme, ki sta se

pojavila na evropskem trzi$¢u leta 1995 z za$¢itenim imenom Amplicor Monitor® (6, 17).

Testa Amplicor Monitor® temeljita na nekompetitivni kvantitativni PCR, ki jo izvajamo z upo-
rabo sintetskega heterolognega zunanjega pomnozevalnega standarda, ki ima enako
dolzino in termodinamske lastnosti kot tar¢ni odsek virusne RNA (6, 17). Pomnozeval-
ni standard dodajamo v klini¢ni vzorec ze pred zaCetkom osamitve RNA, tako da je pri-
soten v vseh fazah reakcije. Po kon¢ani osamitvi RNA pomnozevalni standard ter tar¢-
ni odsek virusne RNA pomnozujemo z istim parom zacetnih oligonukleotidov, izbranem
v najbolj ohranjenem delu virusnega genoma. Namnozene PCR-pridelke pomnozeval-
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nega standarda ter tarénega odseka virusne RNA dokazujemo ter lo€ujemo s hibridi-
zacijo z dvema razli¢nima DNA-lovkama (eno specifi¢no za virusni genom in drugo spe-
cifiéno za pomnozevalni standard), lo¢eno vezanima na steno vdolbinic mikrotitracijske
ploscice in z biotin-avidin-peroksidaznim testom za dokazovanje nastalih hibridizacijskih
kompleksov. Po merjenju intenzitete spektrofotometricnega signala obeh hibridizacijskih
reakcij (vzoréne ter standardne) domnevno koli¢ino virusnega genoma, prisotno v kli-
niénem vzorcu, izraGunamo s posebnim matemati¢nim obrazcem (6, 17).

Po prvih porocilih nekaterih evropskih in ameriskih diagnosti¢nih laboratorijev, ter na os-
novi lastnih enoletnih izku$enj lahko reéemo, da sta testa Amplicor Monitor® visoko ob-
Cutljiva in specifi¢na ter uporabna za reSevanje dolo¢enih diagnosti¢nih problemov, po-
vezanih z okuzbami z virusoma hepatitisa C ter HIV-1. Testa Amplicor Monitor® v pri-
merjavi z raziskovalnimi razli¢icami kvantitativne PCR prinaSata naslednje prednosti (6, 17):

— vecja hitrost izvedbe testa (6 ur) v primerjavi z raziskovalnimi razliicami kvantitativ-
ne PCR (2—10 dni);

— delo z visoko standardiziranimi in zanesljivimi reagenti;

— testa vsebujeta zanesljiv sistem za zmanj$evanje laznopozitivnih rezultatov, ki teme-
lji na uporabi dUTP in N-uracil-glikozilaze (78). Pri tem postopku je v reakcijski me-
Sanici dTTP zamenjan z dUTP, kar privede do nastanka PCR-pridelkov, ki vsebuje-
jo nukleotidno bazo uracil. Ce pred PCR dodamo encim N-uracil glikozilazo, ki raz-
grajuje dvojnovijacne nukleinske kisline z nukleotidno bazo uracilom, bo ta v prime-
ru okuzbe unicila PCR-pridelke predhodnih reakcij (ker so le-ti dvojnovijacni in vse-
bujejo uracil), ne pa tar¢ne enovijaéne RNA, in na ta nacin preprecila laznopozitivni
rezultat (18);

— testa vsebujeta visoko specifiCen in obcutljiv sistem za prikaz rezultatov PCR, ki te-
melji na uporabi encimsko imunskega oligonukleotidnega testa in omogoca popolno-
ma objektivno vrednotenje rezultatov;

— stestoma je mogoce istoc¢asno dolo€iti koli¢ino virusne RNA v velikem $tevilu vzorcev.

Poleg omenjenih testov Amplicor Monitor® v leto$njem letu pri¢akujemo $e razvoj po-
dobnih diagnosti¢nih kompletov za dolo¢anje koli¢ine genoma virusa hepatitisa B, cito-
megalovirusa in Epstein-Barr virusa.

Spremljanje poteka in zdravljenja okuzbe z virusom hepatitisa C

Odkritju virusa hepatitisa C (HCV) leta 1989 je sledil hiter razvoj posrednih metod za
dokazovanije specifi¢nih protivirusnih protiteles in hkrati z njim tudi razvoj molekularnih
metod, ki zaenkrat edine omogocajo neposredno diagnostiko okuzbe s HCV (19). Po-
sredni izpopolnjeni seroloski testi tretje generacije (presejalni encimsko imunski testi in
potrditveni imunoblot testi), ki nam danes v vecini primerov omogo¢ajo hitro in zanes-
liivo diagnostiko okuzbe s HCV, so v preteklih petih letih pomembno prispevali k zmanj-
Sanju pojavljanja potransfuzijskih hepatitisov (19-21). Raziskovalne molekularne me-
tode, zlasti PCR, so nam omogocile podrobnejSe preucevanje virusa, njegove genet-
ske spremenljivosti, nac¢ina prenosa in patogeneze okuzbe s HCV ter preizkuSanje ucin-
kovitosti razli¢nih protivirusnih sredstev. Kvalitativna PCR, kot osnovna diagnosti¢na me-
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toda za neposredno odkrivanje okuzbe s HCV in opredelitev kuznosti bolnika, s katero
dolo€amo prisotnost HCV RNA v serumu, je danes ze nepogresljiva preiskava v diag-
nosti¢ni obdelavi bolnika s hepatitisom C (19, 20). V Sloveniji se je kvalitativna PCR,
podobno kot v drugih razvitih drzavah, zelo hitro uveljavila kot pomembna diagnostic-
na metoda, kar dokazuje tudi podatek, da smo s to metodo v preteklih treh letih v na-
Sem laboratoriju testirali ze ve¢ kot 2000 serumskih vzorcev (21-25).

Na Zalost rezultati novejSih raziskav kazejo, da le »preprosto« dokazovanje prisotnosti
HCV RNA v serumu (samo pozitiven ali negativen rezultat), kar nam omogoca klasi¢-
na kvalitativna PCR, ne zado$¢a ve¢ za smotrno spremljanje vseh bolnikov s hepatiti-
som C. Raziskave so namre¢ pokazale, da je med sicer malostevilnimi napovednimi de-
javniki poteka in zdravljenja hepatitisa C poleg dokaza prisotnosti virusne RNA zelo po-
membna tudi natanéna dolocitev njene koli¢ine (angl. viral load). HCV se najverjetneje
podvojuje v jetrnih celicah in je zato biopsijski vzorec jetrnega tkiva, najprimernej$a kuz-
nina za dokazovanje prisotnosti in dolocitev koli¢ine HCV RNA (26). Da bi se izognili
Stevilnim biopsijskim odvzemom jetrnega tkiva potrebnim za redno spremljanje bolni-
kov s kroni¢nim hepatitisom C, so raziskovalci intenzivno iskali najprimernej$o nadomest-
no kuznino, iz katere bi bilo mogoce z enako zanesljivostjo kot iz jetrnega vzorca skle-
pati na stanje virusne okuzbe. Ze v zgodnjih raziskavah so ugotovili, da je virusni ge-
nom z enako zanesljivostjo najlazje dokazati v serumskih vzorcih (27). Ceprav so
s kvantitativno PCR ugotovili, da je koli¢ina HCV RNA v jetrih pri vecini bolnikov znat-
no vecja kot v serumu (gram jetrnega tkiva povpre¢no vsebuje 100- do 10000-krat ve¢
kopij virusne RNA kot 1 ml seruma), je razmerje med tema dvema vrednostima vedno
proporcionalno (26). Tako pri bolnikih z visokimi vrednostmi HCV RNA v jetrih redno ugo-
tavljamo sorazmerno visoke vrednosti tudi v serumu in nasprotno pri bolnikih z nizkimi
vrednostmi HCV RNA v jetrih proporcionalno nizke serumske vrednosti.

Za doloc¢evanije koli¢ine HCV RNA v serumskih vzorcih je do sedaj razvitih veliko razi-
skovalnih razli¢ic kvantitativne PCR, med katerimi so nekatere kompetitivne in druge ne-
kompetitivne (17, 28-30). Ker $e vedno nimamo na voljo standardiziranih klini¢nih
vzorcev z natan€no znano in preverjeno koli¢ino virusa (posledica nezmoznosti in vitro
gojenja HCV), je natan¢na primerjava rezultatov posameznih raziskovalnih razli¢ic
kvantitativne PCR skorajda nemogoca. Zato je vecino diagnosti¢nih laboratorijev raz-
veselil pojav Amplicor HCV Monitor® testa, kot prvega standardiziranega diagnosti¢ne-
ga kompleta, ki temelji na kvantitativni PCR (77). Po prvih porocilih nekaterih diagno-
sti¢nih laboratorijev ter na osnovi lastnih izkuSenj lahko reéemo, da je z omenjenim te-
stom mozno dokazati okuzbo s HCV v relativno Sirokem razponu serumskih koncen-
tracij virusne RNA, ki sega od 2000 do nekaj milijonov kopij HCV RNA v ml seruma (17).

Prva indikacija za uporabo omenjenega diagnosti¢nega kompleta je redno spremljanje
koli¢ine HCV RNA v serumu bolnikov s kroni¢nim hepatitisom C. V najnovejSih razisko-
valnih poro€ilih priporo¢ajo redno dolo¢anje HCV RNA pri teh bolnikih najmanj vsakih
6 mesecev. Z rednim spremljanjem koli¢ine HCV RNA je namre¢ mogoce v vecini pri-
merov nekaj tednov ali celo mesecev pred klinicnim poslabSanjem bolezni, pred spre-
membo histolo$ke slike jeter ter pred povecanjem aktivnosti serumskih aminotransfe-
raz napovedati poslab$anje oz. napredovanje kroniéne okuzbe (32).
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Druga in najpomembnejsa indikacija za uporabo kvantitativne PCR je redno spremlja-
nje protivirusnega zdravljenja bolnikov s kroni¢nim hepatitisom C. Po mnenju vecine av-
torjev je kvantitativna PCR trenutno, in bo verjetno tudi v bliznji prihodnosti, edina smi-
selna metoda za tovrstno spremljanje (28, 29, 33—38). Protivirusnega zdravljenja na-
mre¢ ni mogoce spremljati s posrednimi viroloskimi metodami, kot je dolo¢anje speci-
fiénih protivirusnih protiteles v serumu bolnikov, saj so le-ta prisotna v priblizno enaki
koncentraciji vec let in celo desetletij po okuzbi (8, 33). Dolo¢anje aktivnosti serumskih
aminotransferaz kot biokemi¢nega kazalca jetrne okvare so v preteklosti najveckrat upo-
rabljali za spremljanje protivirusnega zdravljenja ne-A, ne-B hepatitisa oz. hepatitisa C,
vendar so ze kmalu ugotovili, da ta kazalec pogosto ni v skladu s prisotnostjo virusne-
ga genoma v jetrih ali v serumu. Velikokrat se je namre¢ zgodilo, da se je kmalu po za-
Cetku protivirusnega zdravljenja aktivnost serumskih aminotransferaz znizala oziroma
normalizirala, po prenehanju zdravljenja pa se je ponovno povecala (7, 28, 33, 39, 40).
V vecini takih primerov so retrogradno ugotovili, da je bilo ves ¢as zdravljenja mogoce
s PCR dokazati prisotnost virusne RNA bodisi v serumu ali v jetrnem tkivu in da je prav-
zaprav $lo le za lazni obCutek o uspesnosti zdravljenja (28, 33, 34, 36, 37, 40). Ker je
namen protivirusnega zdravljenja odstranitev ali vsaj pomembnejSe znizanje koli¢ine vi-
rusa v organizmu in ne zdravljenje »hiperaminotransferazemije«, je torej nedvomno tre-
ba spremljati protivirusno zdravljenje z viroloskimi metodami. Glede na rezultate dose-
danijih raziskav svetujejo obvezno dolocitev koli¢ine virusnega genoma s kvantitativno
PCR pred zacetkom protivirusnega zdravljenja, med zdravljenjem v dvomesecnih pre-
sledkih in nato, v primeru uspednega odgovora na zdravljenje (negativen PCR-rezultat!)
v enakih presledkih v prvi polovici leta po kon¢anem zdravljenju in kasneje dvakrat let-
no. Dolocitev koli¢ine HCV RNA pred za¢etkom zdravljenja je obvezna zaradi izbire bol-
nikov, ki so za takSno zdravljenje najbolj primerni, ter zaradi izbire najbolj optimalne she-
me zdravljenja. Tako so ugotovili, da je med bolniki s kroni¢nim hepatitisom C, ki imajo
pred za¢etkom protivirusnega zdravljenja v serumu manj$o koli¢ino virusnega genoma
(od 2000 do 150.000 kopij HCV RNA/m), vec takih s popolnim in dolgotrajnim odgovo-
rom na zdravljenje, in nasprotno, da ima vecina neuspesno zdravljenih bolnikov zelo vi-
soke vrednosti serumske HCV RNA pred za¢etkom zdravljenja (ve¢ kot 500.000 kopij
HCV RNA/mI) (8, 26, 35-38, 41). Ker je cena protivirusnega zdravljenja hepatitisa C iz-
jemno visoka in so v vec€ini drzav denarna sredstva za ta namen omejena, je torej tre-
ba glede na omenjene ugotovitve kandidate za protivirusno zdravljenje izbirati iz sku-
pine z nizkimi serumskimi vrednostmi HCV RNA (8, 35). Spremljanje koli¢ine HCV RNA
v serumu med protivirusnim zdravljenjem je potrebno predvsem zaradi odlocitve o tra-
janju zdravljenja (35). Ker je protivirusno zdravljenje po dosedanjih izkuSnjah uspesno
le pri manj kot 30 % bolnikov s kroni¢nim hepatitisom C, povezano s Stevilnimi stranski-
mi ucinki in nenazadnje zaradi visoke cene zdravil, je vecina avtorjev mnenja, da je tre-
ba protivirusno zdravljenje prekiniti, ¢e po prvih &tirih mesecih zdravljenja ne pride do
pomembnejSega znizanja koli¢ine virusne RNA (ve¢ kot 20 %). Ugotovili so namre¢, da
pride pri 90 % bolnikov s popolnim in dolgotrajnim odgovorom na protivirusno zdravlje-
nje do pomembnega znizanja koli¢ine serumske HCV RNA (za nekaj logaritmov) ali ce-
lo do popolne odstranitve virusa najpogosteje v prvem mesecu oz. najkasneje v treh me-
secih zdravljenja (35).
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Spremljanje poteka in zdravljenja okuzbe z virusom HIV

Aids je kon¢na faza okuzbe z virusoma ClovesSke imunske pomanijkljivosti HIV-1 in
HIV-2. Prvi uspeh boja proti aidsu je bil hiter razvoj metod za ugotavljanje prisotnosti
specifiénih protivirusnih protiteles. Stevilne izbolj§ave prvih serolokih testov nam da-
nes v vecdini primerov omogoc¢ajo hitro in zanesljivo diagnostiko okuzbe z virusoma HIV
(42, 43). Dolo¢ene probleme, ki jih ni mogoce dokonéno razjasniti s posrednimi testi,
so do nedavnega resevali predvsem s klasiénimi metodami za neposredni dokaz pri-
sotnosti virusa, kot so dolo¢anje kroze€ega virusnega antigena p24, poskus osamitve
virusa ali neposredna imunofluorescenca (42). Z razvojem visoko specifi¢nih in ob&ut-
ljiivih metod pomnoZevanja delcev nukleinskih kislin so le-te, zlasti PCR, postale meto-
de izbora za neposredni dokaz okuzbe z virusoma HIV (43). Kvalitativno razli¢ico PCR,
s katero najpogosteje pomnozujemo delce provirusne DNA, vklopljene v genom bolni-
kovih limfocitov, danes uporabljamo predvsem:

— za dokon¢no opredelitev stanja okuzbe s HIV pri osebah s trenutno ali stalno neo-
predeljivim rezultatom klasi¢nih potrditvenih testov (Western-blot),

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

— za razlikovanje prave okuzbe od pasivnega prenosa anti-HIV protiteles pri novoro-
jenckih anti-HIV-pozitivnih mater (43, 44).

Za spremljanje poteka in opredelitev stadija okuzbe z virusoma HIV ter napoved poslab-
Sanja bolezni oz. razvoja simptomatske okuzbe smo do pred kratkim najveckrat upo-
rabljali merjenje koncentracije limfocitov CD4* v krvi ter ve¢ razliénih neposrednih ali po-
srednih laboratorijskih kazalcev podvojitvene aktivnosti virusa, kot so prisotnost kroze-
Cega virusnega antigena p24, kvantitativni poskus osamitve virusa, neopterinski test ter
dolo¢anje B2-mikroglobulina (9, 43). Za vse nastete laboratorijske kazalce je bilo v ¢a-
su primarne okuzbe z virusoma HIV znacilno kratkotrajno obdobje visoko pozitivnih vred-
nosti, medtem ko so bili v povpre¢no deset let trajajoCem kliniéno latentnem obdobju,
v katerem se je Stevilo limfocitov CD4* pocasi, toda vztrajno zmanjSevalo, skoraj ved-
no negativni (ali so imeli zelo nizke vrednosti). Zato je skoraj desetletje prevladovalo mne-
nje, da v tem kliniéno latentnem obdobju okuzbe ni pomembnejSe replikacijske aktiv-
nosti virusa. S pojavom simptomatske okuzbe in/ali padca Stevila limfocitov CD4*
pod 200/mm? ali nekaj ¢asa pred temi dogodki je prislo navadno do ponovne pozitivno-
sti ali pomembnejsega porasta vrednosti vecine nastetih laboratorijskih kazalcev (9, 43).

Z uporabo visoko obc¢utljive kvantitativne PCR so pred kratkim nedvomno dokazali, da
kliniéno latentna faza okuzbe ni obdobje virusne nereaktivnosti, ampak, nasprotno, ob-
dobje, v katerem se virus nenehno razmnozuje in vsakodnevno na novo okuzi prese-
netljivo veliko Stevilo imunokompetentnih celic, ki nato tudi hitro odmrejo (45-48). Dom-
nevajo da se dnevno na novo okuzi in odmre priblizno 108—10° celic CD4* (45). Pov-
precna zivljenjska doba okuzene celice je na osnovi rezultatov najnovejsih raziskav oce-
njena na manj kot 36 ur (9, 45). Posamezni virus se torej povprec¢no razmnozi 300-krat
na leto oz. v desetletnem kliniéno latentnem obdobju bolezni nastane kar 3000 virusnih
generacij. Zaradi hitre podvojitve in nastanka velikega Stevila generacij v kratkem ¢asu
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sta po mnenju nekaterih avtorjev virusa HIV idealna modela za proucevanije teorije evo-
lucije, saj je pri le-teh mogoce Ze v nekajletnem obdobju zaslediti neverjetne mehaniz-
me prilagajanja na okolje, ki jih pri nekaterih makroorganizmih zasledimo Sele po mili-
jonih let (45, 49). Na zalost za ¢loveka porazen rezultat te neverjetne podvojitvene spo-
sobnosti virusov HIV je nenehno izogibanje obrambnim mehanizmom &loveka, kar po
nekaj letih okuzbe neizogibno pripelje do smrti.

Dokaz o obstoju stalne podvojitvene aktivnosti virusov je pred kratkim tudi korenito spre-
menil doktrino spremljanja okuzenih z virusoma HIV (9, 12). Kvantitativna PCR, s ka-
tero dolo¢amo koli¢ino HIV RNA v vzorcih plazme okuzenih, je v ve€ini drzav ze spre-
jeta kot metoda izbire ter referencni standard za spremljanje poteka okuzbe z viruso-
ma HIV. Standardizirani diagnosti¢ni komplet Amplicor HIV Monitor®, ki temelji na kvan-
titativni nekompetitivni PCR, bo kot prvi pomnozitveni test nasploh skoraj zagotovo ze
v Casu tiskanja tega prispevka pridobil tudi licenco ameriSke Food and Drug Administra-
tion (FDA) za diagnosti¢no uporabo. Poglavitna prednost kvantitativne PCR v sprem-
ljanju okuzenih z virusoma HIV pred drugimi starejSimi metodami je moznost natanc-
nega in neposrednega merjenja podvojitvene aktivnosti virusov v vseh fazah okuzbe (3, 6).
S klasi¢nimi laboratorijskimi kazalci podvojitvene aktivnosti virusa smo namre¢ bolnike
lahko spremljali le takrat ko smo vrednosti navedenih kazalcev lahko izmerili, to je na
zacetku okuzbe, nato pa Sele po razvoju ali nekaj ¢asa pred razvojem simptomatske okuz-
be. Za spremljanje okuzenih v kliniéno latentnem obdobju bolezni nam je, zaradi nega-
tivnosti ali izredno nizkih vrednosti navedenih laboratorijskih kazalcev, do nedavnega
preostalo le merjenje koncentracije CD4* limfocitov v krvi (9, 12). Ker so spremembe
koncentracij le-teh v krvi le posredni kazalec podvojitvene aktivnosti virusa (z njo me-
rimo le izgubo imunokompetentnih celic, ki je rezultat virusne okuzbe) in ker do pomem-
bnejsih sprememb v njihovi koncentraciji pride relativho pozno (pomembnejsi merljivi
padec njihove koncentracije nastane povpre¢no Sele dva meseca po pomembnejSem
zviSanju podvojitvene aktivnosti virusa), vecina avtorjev meni, da ta kazalec ni ve¢ za-
dosten za smotrno spremljanje okuzenih (3, 9, 12).

V najnovejsih raziskovalnih porocilih priporo¢ajo redno dolo¢anje koli¢ine HIV RNA s kvan-
titativno PCR pri vseh okuzenih, ne glede na stadij okuzbe najmanj vsakih 6 mesecev
(3, 9, 12). Z rednim spremljanjem koli¢ine HIV RNA je namre¢ mogoce pri skoraj vseh
okuzenih nekaj mesecev pred klini€nim poslabSanjem bolezni oz. razvojem simptomat-
ske okuzbe napovedati le-to ter pravoasno zaceti z zas¢ito pred oportunisti¢nimi okuz-
bami ali s protivirusnim zdravljenjem (50-52). Kot pomembno napovedno spremembo
koli¢ine HIV RNA, po trenutno veljavnih kriterijih Stejemo Ze zviSanje koncentracije HIV
RNA v plazmi za pol logaritma (9, 12).

Poleg pomembnejSega zviSanja koncentracije HIV RNA, je po najnovejsih porodilih, dru-
gi najpomembnejsi neodvisni napovedni dejavnik hitrega poslabsanja bolezni oz. raz-
voja simptomatske okuzbe, izhodna koncentracija HIV RNA (angl. baseline HIV RNA
load) (9, 51). Raziskave so pokazale, da pri dolo¢eni koncentraciji limfocitov CD4* ose-
be z vi§jimi izhodnimi koncentracijami HIV RNA sorazmerno hitreje razvijajo simptomat-
sko okuzbo, in sicer v primerjavi s tistimi, ki imajo nizke koncentracije HIV RNA (51, 52).
Izhodna koncentracija HIV RNA predstavlja tudi trenutno najpomembnejsi napovedni
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dejavnik prenosa HIV-okuzbe s HIV-pozitivne matere na otroka (72, 53). Raziskave so
pokazale, da je moznost takSnega prenosa HIV okuzbe odvisna od viSine izhodne kon-
centracije HIV RNA (53, 54). Tako so npr. Dickover in sodelavci nedavno ugotovili, da
je med 20 HIV-pozitivnimi materami, ki so imele izhodno koncentracijo HIV RNA v plazmi
visjo od 50.000 kopij/ml, pri 15 priSlo do prenosa okuzbe, nasprotno pa se to ni zgodi-
lo niti pri eni izmed 63 mater z izhodno koncentracijo HIV RNA pod 20.000 kopij/ml (54).

Podobno kot pri HCV je trenutno najpomembnejsa indikacija za uporabo kvantitativne-
ga HIV RNA PCR redno spremljanje protivirusnega zdravljenja (3, 9, 12, 49, 55). Gle-
de na rezultate dosedanijih raziskav svetujejo obvezno dolocitev koli€ine virusnega ge-
noma s kvantitativno PCR pred zacetkom protivirusnega zdravljenja v dveh neodvisnih
vzorcih (izhodna koncentracija) ter po enem mesecu zdravljenja (12, 49). Dolocitev ko-
licine HIV RNA po enem mesecu zdravljenja je zelo pomembna, saj pride do najvedje-
ga zaviranja podvojitvene aktivnosti HIV obigajno po 2—3 tednih zdravljenja (712, 49). Ce
po enem mesecu zdravljenja ne pride do padca koncentracije HIV RNA vsaj za pol lo-
garitma, je treba shemo zdravljenja spremeniti. Kadar je po enem mesecu zdravljenja
dosezen zadovoljiv padec koncentracije HIV RNA, je treba v nadaljnjem poteku zdrav-
lienja dolocati koncentracijo HIV RNA v trimesecnih presledkih ter shemo zdravljenja
spremeniti takrat, ko koncentracija HIV RNA spet doseze izhodno vrednost (9, 12, 49).
Redno spremljanje koli¢ine HIV RNA v ¢asu zdravljenja je po mnenju vecine avtorjev
tudi najboljSi nacin boja proti razvoju sevov HIV, odpornih na protivirusna sredstva saj
je mogoce na ta nacin ugotoviti pojav odpornosti natan¢neje in veliko prej kot s klasic-
nim spremljanjem zdravljenja s klini€énimi in imunoloskimi kazalci (3).

Sklep

Na Institutu za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete v Ljubljani smo nedav-
no uvedli testa za dolo¢anje koli¢ine virusnega genoma HCV in HIV-1, ki temeljita na
uporabi standardizirane kvantitativne PCR.

Za dolocanje kolicine HCV RNA potrebujemo vsaj 2 ml polne krvi (brez dodatka anti-
koagulantov), ki jo je treba najkasneje v 2 urah po odvzemu dostaviti v Laboratorij za
molekularno mikrobiologijo nasega instituta (Korytkova 2, zgradba nove Medicinske fa-
kultete, 5. nadstropje, tel. 061 14 03 042, int. 398). Ce krvi ni mogode tako hitro dosta-
viti v laboratorij, je treba lociti serum od krvnih celic, ga takoj shraniti na —20 °C ter ga
kasneje zmrznjenega dostaviti v nas laboratorij. Ta ukrep je zelo pomemben za zmanj-
Sevanje laznonegativnih rezultatov. S tem postopkom namre¢ odstranimo ubikvitarne
encime RNAze, ki zelo hitro in ucinkovito razgrajujejo RNA in se nahajajo v krvnih ce-
licah. Preiskava je kon¢ana v enem dnevu.

Za dolocanje koli¢ine HIV-1 RNA potrebujemo vsaj 2 ml polne krvi odvzete z antikoa-
gulantom EDTA (Vacutainer® epruvetke z vijoli¢nim zamaskom), ki jo je treba najkasne-
je v 2 urah po odvzemu dostaviti v zgoraj navedeni laboratorij. Ce krvi ni mogoée tako
hitro dostaviti v laboratorij, je treba plazmo lociti od krvnih celic, jo takoj shraniti pri =20 °C
ter jo kasneje zmrznjeno transportirati v na$ laboratorij. Preiskava je kon¢ana v enem
dnevu.
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