PUBLIKACIJE METODYCZNE | STANDARDY

POST. MIKROBIOL.,
2015, 54, 1, 75-82
http://www.pm.microbiology.pl

ZASTOSOWANIE TECHNIKI REAL-TIME PCR
W WIRUSOLOGII

Sylwia Rynans', Szymon Walter de Walthoffen', Tomasz Dziecigtkowski'*,
Grazyna Mlynarczyk'

! Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej, Warszawski Uniwersytet Medyczny

Wpyneto w czrwcu 2014 .

1. Wstep. 2. Sposoby detekcji wykorzystywane w real-time PCR. 3. Zalety i wady techniki real-time PCR. 4. Zastosowanie real-time PCR
w diagnostyce wirusologicznej. 5. Wykorzystanie real-time PCR w wirusologicznych badaniach naukowych. 6. Podsumowanie

Application of real-time PCR in virology

Abstract: Real-time PCR is based on the revolutionary technique of polymerase chain reaction, which allows amplifying DNA more than
a billion-fold. This method is used to monitor the progress of a PCR reaction in real time, and permits the detection of the number of
amplicons generated during each amplification cycle. The described technique is now easy to perform, has high sensitivity and specificity,
and provides the scope for automation. Within the field of microbiology, the application of real-time PCR has a significant impact upon
virology. This review presents the background, advantages and limitations, as well as common applications of real-time PCR in virology,
including biomedical research and laboratory diagnostics.
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1. Wstep

Lancuchowa reakcja polimerazy (polymerase chain
reaction; PCR) pozwala na amplifikacje oraz detekcje
okreslonego fragmentu kwasu nukleinowego, co znala-
zlo zastosowanie w wielu dziedzinach nauki. Technika
ta zostala opracowana w latach 80. XX wieku przez
Karyego Mullisa [29], ktory w 1993 r. otrzy-
mal za jej odkrycie Nagrode Nobla. W roku 1992
Higuchi i wsp. stworzyli system pozwalajacy na
wykrywanie produktéw w czasie ich akumulacji, gdzie
do mieszaniny reakcyjnej dodano bromek etydyny,
ktory interkalowal miedzy powielone fragmenty dwu-
niciowego DNA. Probki naswietlane byly promienio-
waniem UV, a poziom otrzymanej fluorescencji wykry-
wano po kazdym cyklu reakcji za pomoca kamery
CCD potaczonej z komputerem [15]. W ten sposdb po
raz pierwszy przeprowadzono PCR z analizg w czasie
rzeczywistym (real-time PCR; qPCR). Real-time PCR
pozwala na szybkie wykrywanie oraz powielanie kwa-
sow nukleinowych, a takze obserwacje przebiegu reakcji
w czasie jej trwania. Technika ta w oparciu o dane krzy-
wej wzorcowej fluorescencji, pozwala takze na ozna-
czenie liczby kopii wirusa w mieszaninie na poczatku

reakcji (ilosciowy real-time PCR) [47]. Mozliwo$¢ prze-
prowadzenia oznaczen ilosciowych znalazla szerokie
zastosowanie w naukach przyrodniczych, w tym takze
w wirusologii. Dzigki temu qPCR jest cennym narze-
dziem diagnostycznym dajacym mozliwo$¢ przewidy-
wania stanu zakazenia, identyfikacje réznych etapdw
wirusowego zakazenia czy monitorowanie skutecznosci
zastosowanej terapii przeciwwirusowej [24, 27, 37, 46].

2. Sposoby detekcji wykorzystywane w real-time PCR

Analiza przyrostu produktu w czasie rzeczywistym
mozliwa jest dzigki zastosowaniu odpowiednich barw-
nikéw lub sond fluorescencyjnych. Aparat, w ktorym
przeprowadzana jest reakcja mierzy zmiany we fluores-
cencji badanej probki podczas kazdego cyklu amplifika-
¢ji. Emisja sygnatu fluorescencji jest proporcjonalna do
ilosci produktu powstalego w kazdym cyklu reakeji, a tym
samym do ilo$ci matrycy. Na poczatkowa ilos¢ DNA
wskazuje pierwszy znaczacy wzrost emisji fluorescencji
przekraczajacy zdefiniowany prog (threshold cycle; Ct).
Im wigksza wyjsciowa liczba kopii amplifikowanego
DNA, tym nizsza warto$¢ progowa cyklu [45, 47].
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Ryc. 1. Wzrost fluorescencji probki podczas amplifikacji w czasie
rzeczywistym (obserwacje wlasne)

W powszechnym uzyciu sg zaréwno swoiste sondy
oraz nieswoiste barwniki fluorescencyjne. Do tych
ostatnich nalezg zwiazki, ktére po wniknigeciu miedzy
dwuniciowe fragmenty DNA emitujg fluorescencje.
Poczatkowo stosowany barwnik nieswoisty - bro-
mek etydyny - zostal zastapiony przez bezpieczniej-
szg w uzyciu pierwszg generacje barwnikow takich,
jak: jodek propidyny, SYBR Green I° czy tez BEBO,
z ktorych najczesciej wykorzystywany jest wcigz SYBR
Green I°. Barwnikami nieswoistymi drugiej genera-
cji sa fluorochromy umozliwiajace analiz¢ krzywych
topnienia o wysokiej rozdzielczoéci (high resolution
melting; HRM), do ktérych nalezg zwigzki znane
pod handlowymi nazwami EvaGreen®, ResoLight, LC
Green® czy SYTO 9. W przeciwienstwie do wcze$niej-
szych barwnikow niespecyficznych, zwigzki te wysycaja
niemal w 100% dsDNA bez wplywu na efektywnos$¢
amplifikacji, a co za tym idzie umozliwiaja wykrycie
nawet pojedynczo nukleotydowych mutacji w obrebie
amplifikowanej sekwencji [41, 47].

Test real-time PCR z uzyciem barwnikéw nieswo-
istych jest tani i fatwy do modyfikacji z konwencjo-
nalnej techniki PCR, za$ wynik reakcji nie jest uzalez-
niony od sekwencji kwasu nukleinowego, natomiast
w zalezno$ci od dtugosci amplifikowanego produktu
otrzymuje si¢ mniej lub bardziej intensywny sygnat
fluorescencji [46]. Wada opisywanych zwigzkow,
zwlaszcza pierwszej generacji, jest jednak mozliwosé
wnikania miedzy produkty niespecyficzne lub dimery
starterow, w wyniku czego mozliwe jest uzyskanie
wynikow falszywie dodatnich, zwlaszcza przy malych
ilosciach matrycowego DNA [2, 10]. Po zakonczeniu
reakcji z uzyciem barwnikéw nieswoistych nalezy prze-
prowadzi¢ analize krzywej topnienia produktu reakeji.
Podczas tej analizy probki sa podgrzewane przy jed-
noczesnym pomiarze fluorescencji. Gwaltowny spadek
fluorescencji nastepuje przy denaturacji dwuniciowego
DNA, a temperatura topnienia jest uwarunkowana dtu-
goscig kwasu nukleinowego oraz zawartoscig par zasad.
Sekwencje niespecyficzne beda ulegaly denaturacji
w innej temperaturze niz docelowy produkt reakeji.

Zwazywszy na niska specyficznos¢, ten wariant real-
-time PCR nie powinien by¢ wykorzystywany w ruty-
nowej diagnostyce chordb zakaznych [10, 25].

Sondy swoiste s3g wyznakowanymi fluorescencyjnie
oligonukleotydami komplementarnymi do amplifiko-
wanych fragmentéw DNA, wobec czego emisja fluo-
rescenji mozliwa jest wylacznie w obecnosci swoistej
matrycy [47]. Dostepne sg rézne rodzaje sond oligo-
nukleotydowych, w zaleznosci od uzytego systemu
ich znakowania. Najczesciej stosowane sondy hydro-
lizujace typu TagMan® wyznakowane s na koncu 5’
fluorochromem (reporterem; R), natomiast na koncu
3’ wygaszaczem (quencher; Q). Bliska obecnos¢ wyga-
szacza w natywnej formie sondy pochatania energie
fluorescencji barwnika reporterowego. Jezeli w mie-
szaninie reakcyjnej znajduje si¢ swoisty produkt PCR,
nastepuje hybrydyzacja sondy do komplementarnej
nici DNA. Podczas wydluzania produktu reakcji sonda
ulega degradacji przez zmodyfikowang polimeraze Taq
o wlasnosciach 5’-egzonukleazy, w wyniku czego fluo-
rochrom zostaje oddzielony od wygaszacza. Proces ten
powoduje emisje fluorescencji, ktorej natezenie mie-
rzone jest po kazdym cyklu reakcji [10, 26, 47].

Sondy hybrydyzujace (HybProbes®) stanowia uktad
dwoch oligonukleotydéw komplementranych do tej
samej nici DNA. Sondy te hybrydyzujg w bliskiej odle-
glosci od siebie, gdyz dzieli je okoto 10 nukleotydow
[26, 47]. Pierwsza z sond znakowana jest na koncu 3’
fluoresceing (FITC), za$ druga na koncu 5 jednym
z barwnikéw z serii LightCycler Red. Sondy te sa tak
zaprojektowane, by podczas etapu wydluzania wiazaty
sie z produktem PCR w niewielkiej odleglosci od sie-
bie, dzigki czemu po wzbudzeniu FITC na koncu 3’
pierwszej sondy energia fluorescencji jest przekazywana
na fluorochrom konca 5" drugiej sondy. Zjawisko to,
okresdlane jako transfer energii fluorescencji (FRET),
powoduje wzbudzenie barwnika LightCycler Red
i emisje¢ Swiatla o innej diugosci fali, ktéra nastepnie
jest wykrywana przez detektor termocyklera. Sondy
typu HybProbes® pozwalaja na wyznaczenie krzywej
topnienia amplifikowanego produktu i okreslenie jego
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Ryc. 2. Schemat dziatania barwnikéw nieswoistych
[wg 26, 45 — zmienione]
hV - promieniowanie UV
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Ryc. 3. Schemat dzialania swoistych sond fluorescencyjnycj
a) hydrolizujacych, b) hybrydyzujacych, c) sond o ksztalcie szpilki
do wloséw [wg 25, 26, 45 — zmienione]
A - akceptor, D - donor, hV - $wiatlo, Q - wygaszacz, P - polimeraza,
R - reporter

temperatury topnienia, jednak ze wzgledu na klopo-
tliwy proces optymalizacji warunkow reakeji oraz ogra-
niczenia patentowe sg stosunkowo rzadko wykorzysty-
wane w testach komercyjnych [10, 26, 47].

Sondy o ksztalcie szpilki do wloséw (Molecu-
lar Beacons®) posiadaja odpowiednio wyznakowane
reporterem i wygaszaczem komplementarne do siebie
konce 3’15} a komplementarny do produktu PCR frag-
ment $rodkowy tworzy jednoniciowa petle. W obec-
nosci swoistej matrycy sonda ulega hybrydyzacji do
fragmentu docelowego, co powoduje jej linearyzacje
oraz rozdzielenie czasteczek reportera i wygaszacza
w wyniku czego po wzbudzeniu obserwuje si¢ emisje
fluorescenciji [26, 47].

Sondami specyficznymi sa takze rzadziej uzywany
uklad starteréw/sond typu SCORPIONS™, kwasy
peptydonukleinowe (Peptide Nucleic Acid; PNA) czy
tez zmodyfikowane sondy typu TagMan wigzace sig¢
z mniejsza bruzdg DNA (Minor Groove Binding; MGB)
[46, 47].

3. Zalety i wady techniki real-time PCR

Cho¢ istnieja inne metody biologii molekularnej
umozliwiajace przeprowadzenie oznaczen ilosciowych,
wigkszo$¢ z nich posiada pewne ograniczenia. Sg one
czasochlonne i pracochlonne, wykazuja tez niedosta-
teczng czulo$¢, wymagaja uzycia radioaktywnych izoto-
pow lub s3 wrazliwe kontaminacje produktu. Przykla-
dami takich technik sa hybrydyzacja typu Northern czy
tez Southern, PCR-hybrydyzacja-ELISA (PCR-ELHA),

hybrydyzacja in situ oraz systemy wykorzystujace kla-
syczny PCR z rozdziatem DNA w zelu agarozowym
[18, 45]. Metoda teal-time PCR ma nad nimi przewage
z roznych powoddw; przede wszystkim umozliwia prze-
prowadzenie analizy ilo§ciowej kwaséw nukleinowych
w bardzo szerokim zakresie - minimum 7-8 jednostek
logarytmicznych, co przedkfada si¢ na wysoka czutos¢,
pozwalajacg na wykrycie nawet kilkunastu kopii bada-
nej sekwencji. Dzieki temu mozliwa jest tez analiza
probek o niewielkiej objetosci. Przeprowadzenie reakeji
w systemie zamknietym utrudnia kontaminacje pro-
duktu, co minimalizuje ryzyko otrzymania wynikéw
falszywie pozytywnych. Szybkos¢ oraz powtarzalno$é
metody s jej kolejnymi zaletami. Wszystko to sprawia,
ze real-time PCR jest metodg coraz czesciej wykorzy-
stywang zar6wno w rutynowej diagnostyce, jak i bada-
niach naukowych. [22, 25]

Real-time PCR posiada jednak pewne ograniczenia:
jej przebieg moze by¢ zakldcony obecnoscig inhibito-
réw w materiale klinicznym [40]. Przy ocenie ekspresji
gendw bardzo wazna jest jakos¢ wykorzystanej matrycy.
Nieprawidlowa izolacja wplywa na jakos¢ RNA, co
warunkuje wiarygodno$¢ uzyskanych wynikéw. Bar-
dzo wazny jest tez dobdér odpowiedniego enzymu do
przeprowadzenia odwrotnej transkrypcji, gdyz jako$¢
otrzymanego cDNA bedzie wazna dla prawidtowej
oceny ekspresji [6]. Najwazniejszym ograniczeniem
s3 jednak btedy ludzkie przy projektowaniu metody.
Wybér odpowiednich sekwencji sondy i starterow,
doboér warunkéw reakcji oraz okredlenie jej specy-
ficznosci powinny by¢ powtdrzone wielokrotnie oraz
zwalidowane. Nieprawidtowosci na ktorymkolwiek eta-
pie projektowania testu moga powodowac otrzymanie
zafalszowanych wynikow [45].

4. Zastosowanie real-time PCR
w diagnostyce wirusologicznej

Przez wiele lat diagnostyka wirusologiczna byta
utrudniona ze wzgledu na koszty, pracochfonno$¢ oraz
brak umiejetnosci personelu w prowadzeniu hodowli

Tabela I
Zalety i ograniczenia techniki real-time PCR [wg 25, 26, 36, 45, 47]
Zalety Ograniczenia
Szeroki zakres oznaczanych | Eksponencjalny przyrost ilosci
stezen produktu
Wysoka czulos¢ Mozliwo$¢ naktadania sie widm
Precyzyjnos¢ emisji
Powtarzalnos¢ Ryzyko zahamowania reakcji
Minimalne ryzyko kontami- | przez inhibitory PCR
nacji Bledy przy zaprojektowaniu
Wysoka przepustowo$é metody
Szybkos¢
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komoérkowych, ktorych wykorzystanie bylo ,,ztotym
standardem” w wykrywaniu zakazen wirusowych.
Hodowle komoérkowe charakteryzowaly si¢ stosun-
kowo niska czuloscia; dodatkowo izolacja niektorych
wiruséw nie byta, lub tez wcigz nie jest, mozliwa. Wyko-
rzystywane do dzisiaj badania serologiczne, wykrywa-
jace wirusowe antygeny czy tez swoiste przeciwciala
w klasach IgM i IgG, sa nieprzydatne we wczesnej
fazie choroby oraz w detekcji zakazen u oséb z zabu-
rzeniami odpornosci. Dlatego tez wprowadzenie metod
biologii molekularnej, w tym real-time PCR, przy-
czynilo si¢ do znacznej poprawy diagnostyki wiruso-
logicznej [36].

Technika real-time PCR jest czesto wykorzystywana
do diagnostyki wirusowych zakazen uktadu oddecho-
wego, o$rdkowego ukladu nerwowego, zakazen prze-
noszonych droga krwi czy tez zakazen u oséb podda-
nych immunosupresji [9]. Przy wielu zakazeniach wiru-
sowych nalezy przeprowadzi¢ oznaczenia ilosciowe,
ktére pozwalajg na monitorowanie przebiegu zakaze-
nia oraz skutecznosci wdrozonej terapii przeciwwi-
rusowej [14, 16, 19].

Badanie poziomu wiremii przy zakazeniu ludzkim
wirusem niedoboru odporosci (human immunode-
ficiency virus; HIV) jest waznym elementem kontro-
lujagcym przebieg terapii. Wzrost wiremii w trakcie
stosowania lekdw antyretrowirusowych moze $wiad-
czy¢ o nabyciu opornosci HIV na dany lek oraz pro-
gresji zakazenia, natomiast przy skutecznym dzialaniu
lekéw wiremia jest zazwyczaj niewykrywalna [28].
Wedtug rekomendacji Polskiego Towarzystwa Nauko-
wego AIDS, po rozpoczeciu leczenia antyretrowiruso-
wego, badanie HIV RNA powinno by¢ wykonane po
2-8 tygodniach, po 3 miesigcach, a nast¢pnie raz na
3-6 miesiecy. Uzyskanie wiremii ponizej 400 kopii/ml
po 3 miesigcach, oraz <50 kopii/ml po 6 miesigcach
leczenia uznawane jest za osiagniecie supresji wiru-
sologicznej. Pojawienie si¢ wykrywalnej wiremii HIV
w trakcie trwania leczenia jest wskazaniem do przepro-

wadzenia badania lekoopornosci oraz zmiany terapii
antyretrowirusowej [16].

Terapi¢ wirusowego zapalenia watroby typu B
mozna rozpoczag¢ m.in. jezeli poziom DNA wirusa
zapalenia watroby typu B (hepatitis B virus; HBV)
wynosi powyzej 2 000 IU/ml dla os6b HBe(-) i powy-
zej 20000 IU/mL dla osé6b HBe(+) [19]. W trakcie
trwania terapii wymagane jest takze monitorowanie
jej skuteczno$ci poprzez oznaczenia ilosciowe HBV
DNA. Jezeli po 12 tygodniach od rozpoczecia lecze-
nia nie dojdzie do zmniejszenia wiremii o minimum
2logl0 wzgledem wartosci wyjsciowej nalezy przer-
waé podawanie lekdw. Jezeli nastgpi spadek poziomu
wiremii terapia jest kontynuowana, a oznaczenie HBV
DNA nalezy przeprowadzi¢ réwniez w 24 i 48 tygo-
dniu jej trwania. Obnizenie wartosci HBV DNA poni-
zej 2000 IU/ml bezposrednio po zakonczeniu terapii
mozna uzna¢ za dobrg prognoze, zwazywszy na praw-
dopodobne odlegle skutki leczenia interferonem. Osta-
tecznie skutecznos¢ terapii uznaje si¢ przy osiggnieciu
wartosci HBV DNA ponizej progu wykrywalnosci
w surowicy (< 151U/ml) [19]. Technika multiplex real-
-time PCR wykorzystywana jest rowniez do genoty-
powania HBV [36].

Przy wirusowym zapaleniu watroby typu C
(WZW C) oznaczenia ilo$ciowe poziomu RNA wirusa
zapalenia watroby typu C (hepatitis C virus, HCV)
pozwalaja na identyfikacje pacjentéw wymagajacych
leczenia, monitorowanie jego przebiegu oraz doku-
mentacje niepowodzen terapii [3, 14]. Technika real-
-time PCR pozwala takze na genotypowanie HCV,
ktére nalezy wykona¢ obowiazkowo przed rozpocze-
ciem terapii [13]. Oznaczenie ilo$ciowe nalezy wykona¢
koniecznie w 12 tygodniu terapii zakazen genotypem
1,4, 5 oraz 6. Brak wykrycia RNA HCV w 12 tygodniu
leczenia daje 75% szansy na uzyskanie trwatej odpowie-
dzi immunologicznej, natomiast jezeli nie stwierdza si¢
spadku wiremii o minimum 2 log, wzgledem wartosci
wyjsciowej nalezy wowczas przerwac leczenie. W dal-

Tabela II
Zastosowanie real-time PCR w diagnostyce zakazen wirusowych [wg 3, 9, 10, 22, 36, 37, 46]

Uklad/narzady docelowe

Material kliniczny

Czynnik etiologiczny

Osrodkowy uktad nerwowy

Plyn mézgowo-rdzeniowy

CMYV, EBYV, enterowirusy, HHV-6, HHV-7,
HSV, HTLYV, wirus wscieklizny

Gorne i dolne drogi oddechowe

Wymaz z nosa lub gardta, poptuczyny
pecherzykowo-oskrzelowe, aspirat tchawiczy

wirusy grypy, PIV, RSV, HAdV

Spojowki Wymaz z rogdéwki lub worka spojowkowego | HSV, HAdV
Zmiany na narzadach plciowych Wymaz ze zmian bezposrednich HSV, HPV
Zmiany pecherzykowe na skorze Plyn z pecherzykow HSV, VZV
Zapalenie watroby Surowica krwi HBV, HCV

Zakazenia u 0s6b poddanych Surowica krwi

immunosupresji

BKYV, CMV, HAdV, HIV, HTLV, HHV-6
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szych tygodniach terapii mozliwe jest przeprowadzenie
oznaczen ilosciowych, jak i jakosciowych [11, 14].
Oznaczanie poziomu wiremii jest takze powszech-
nym standardem w monitorowaniu zakazen wiru-
sem cytomegalii (cytomegalovirus; CMV), zwlaszcza
u pacjentéw poddanych przeszczepieniu macierzystych
komorek krwiotworczych (haematpoietic stem cell
transplantation; HSCT). CMV jest jedng z gtéwnych
przychyn zachorowan oraz zgonéw u oséb poddanych
immunosupresji, w tym biorcoéw HSCT [24]. W moni-
torowaniu reaktywacji tego wirusa przez wiele lat jako
»zloty standard” stosowano ozaczenie antygenu wcze-
snego CMV - fosfoproteiny pp65 (produkt genu UL83
CMYV). Ze wzgledu na pewe ograniczenia tej metody,
od kilku lat z powodzeniem wykorzystywana jest w tym
celu technika real-time PCR [12, 24]. Wedlug Zalecen
Europejskiej Grupy Przeszczepiania Komodrek Hema-
topoetycznych (European Society for Blood and Bone
Marrow Transplantation; EBMT) u biorcéw komorek
krwiotworczych zalecane jest monitorowanie DNAemii
dwa razy w tygodniu, co najmniej do setnego dnia po
zabiegu przeszczepienia [40]. Wykrycie DNA CMV
W surowicy pacjenta oraz obserwowanie narastania
wiremii umozliwia zastosowanie terapii wyprzedzajacej
przed pojawieniem si¢ objawow klinicznych zakazenia.
Oznaczenia ilo$ciowe umozliwiajg takze ocene skutecz-
nosci zastosowanej terapii przeciwwirusowej [8, 35].
Technika real-time PCR znalazla réwniez zastoso-
wanie w wykrywaniu oraz genotypowaniu wirusa bro-
dawczaka ludzkiego (human papillomavirus; HPV).
Ze wzgledu na wage problemu dostepnych jest obecnie
wiele testow komercyjnych pozwalajacych na detekcje
oraz réznicowanie poszczegolnych typow HPV [1].
Wykrycie wysokoonkogennych typow wirusa umozli-
wia wczesna identyfikacje ryzyka rozwoju raka szyjki
macicy lub tez nowotworéw glowy i szyi oraz wczesne
podjecie leczenia rozpoznanych zmian [21, 31].

4. Wykorzystanie real-time PCR w wirusologicznych
badaniach naukowych

W badaniach naukowych technika real-time PCR
wykorzystywana jest do wykrywania i oznaczania ilo$ci
genomow wirusow, nie objetych rutynowymi procedu-
rami diagnostycznymi, badania ekspresji wirusowych
genow czy tez do wykrywania mutacji punktowych
w obrebie genomu wirusow.

Poniewaz wigkszo$¢ firm skupia si¢ przede wszyst-
kim na projektowaniu zestawdéw wykrywajacych naj-
popularniejsze patogeny wirusowe, jest wciaz duza
grupa wiruséw w odniesieniu do ktérych brak jest na
rynku stosownych testow diagnostycznych. Istnieje
wowczas mozliwo$¢ zaprojektowania, optymalizacji
czy tez walidacji wlasnej metody opartej na technice

real-time PCR, wykrywajacej sekwencje genetyczna
konkretnego wirusa. Przykladem moze by¢ badanie
obecnosci i poziomu wiremii ludzkich adenowirusow
(HAdV) u pacjentéw z zaburzeniami odpornosci [4,
33]. Cho¢ kliniczne znaczenie zakazen HAdV wsréd
0s6b poddanych immunosupresji zostalo wielokrotnie
opisane, procedury monitorowania DNA adenowiru-
sOw nie zostaly dotychczas ujete w schemat postepowa-
nia potransplantacyjnego [34]. Wykorzystanie techniki
qPCR umozliwia poznanie zmian liczby kopii wirusa na
mililitr materiatu badanego w czasie trwania potencjal-
nego leczenia, na podstawie czego mozna wnioskowac
o skuteczno$ci zastosowanej terapii [33, 44]. Biorac
pod uwage ilosciowy wynik badania tatwiej jest pod-
ja¢ decyzje o zmniejszeniu dawek lekéw przeciwwiru-
sowych przy pojawieniu si¢ skutkéw ubocznych lub
o zmianie leczenia na skuteczniejsze [27, 44].
Podobna zalezno$¢ istnieje takze w przypadku pro-
wadzenia molekularnego nadzoru epidemiologicznego
nad wirusami grypy, ktérych duza zmienno$¢ sprawia,
ze opracowywanie nowych reakcji PCR z nowymi zesta-
wami starterdw i sond pozostaje stale aktualng potrzeba
[37, 39]. Wiekszos¢ dostepnych testow komercyjnych
skupia sie¢ jedynie na rozréznianiu typéw wirusa A i B,
ewentualnie wlaczeniu do tego schematu wykrywania
wylacznie jednego podtypu wirusa, zwykle A(H5N1)
lub A(HIN1)pdmo09 [30, 38]. Z epidemiologicznego
punktu widzenia niezbedne jest réwniez wykrywa-
nie pozostalych wariantéw wirusa grypy krazacych
w populacji na danym terenie, przy czym testy opra-
cowane samodzielnie w laboratoriach referencyjnych
moga mie¢ zastosowanie zarowno do bezposredniego
badania prébek klinicznych, jak i do wstepnej identyfi-
kacji izolowanych szczepow wirusa grypy [17, 39].
Analize ekspresji genu za pomocg metody real-
-time PCR mozna przeprowadzi¢ na dwa sposoby.
Sposéb bezwzgledny pozwala okresli¢ poczatkows ilos¢
matrycy np. liczbe kopii badanego genu w komorce.
Amplifikacja matrycy uzyskanej w trakcie odwrotnej
transkrypcji pozwala okresli¢ ilos¢ cDNA w badanej
probie. Jezeli jednak badamy zmiane ekspresji w obec-
nosci réznych czynnikéw lub wprowadzonych genéw
nalezy przeprowadzi¢ analize wzgledna, ktorej wynik
poréwnywany jest do proby kontrolnej [6]. Docelowy
gen zostaje powielany w mieszaninie reakcyjnej zawie-
rajacej cDNA oraz gen referencyjny (tzw. ,,housekeeping
gene”), ktérgo poziom ekspresji jest staly we wszystkich
komorkach. Najczesciej wykorzystywanymi genami
referencyjnymi sg ulegajace konstytutywnej ekspresji
geny metabolizmu podstawowego m.in. gen dehydroge-
nazy aldehydu-3-fosfoglicerynowego, gen -aktyny, gen
B2-mikroglobuliny oraz geny 18S i 28S rybosomalnego
RNA [7]. Otrzymany wynik, podawany jako procent
zmiany eksresji badanego genu w danej probce w sto-
sunku do przyjetej 100% ekspresji genu referencyjnego
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w probee kontrolnej, pokazuje pewien obraz rzeczywi-
stego poziomu transkrypcji w komoérce. W wirusologii,
analiza ekspresji genow jest wykorzystywana do bada-
nia patogenezy zakazen wirusowych oraz odpowiedzi
immunologicznej gospodarza na zakazenie [45].

Real-time PCR pozwala takze na analize polimor-
fizmu pojedynczych nukleotydéw (Single Nucleotide
Polymorphism; SNP). Do wykrywania pojedynczych
zmian wykorzystuje sie analize HRM, ktéra polega na
monitorowaniu zachowania wczesniej zamplifikowa-
nych fragmentéw DNA w trakacie denaturacji. Poréw-
nanie profili topnienia poszczegdlnych fragmentow
kwasow nukleinowych pozwala na selekcje fragmen-
tow wykazujacych roznice w przebiegu denaturacji, co
odzwierciedla zmiany w sekwencji DNA [32, 41]. Tech-
nika HRM wykorzystywana jest do badania zmiennosci
genetycznej m.in. wirusow grypy czy tez HIV [5, 20].
Wirusy grypy wykazuja znaczng zmienno$¢ gene-
tyczna na skutek zmian atygenowych. W nastepstwie
mutacji punktowych okreslanych jako przesuniecie
(dryf antygenowy) lub reasortacji genetycznej (skok
antygenowy) powstaja nowe warianty antygenowe.
Powoduje to utrudnienia w diagnostyce oraz jest przy-
czyna powstania nowych, wysoce zakaznych podtypow
wirusa. Real-time PCR wykorzystujacy technike HRM
pozwala na szybkie roznicowanie istniejacych wiruséw
grypy oraz wykrywanie nowo pojawiajacych si¢ warian-
tow klinicznych [23]. Wysoka zmienno$¢ genetyczng
spowodowang m.in. szybkim tempem replikacji oraz
spontanicznymi i licznymi mutacjami punktowymi
wykazuje takze HIV. Zmiany w sekwencji genomu tego
wirusa mogg powodowa¢ nieskutecznos¢ stosowanej
terapii antyretrowirusowej; sa tez przyczyna ciaglych
niepowodzen w opracowaniu skutecznej szczepionki
przeciwko HIV. Wykrywanie zmienno$ci genetycznej
HIV przy uzyciu techniki HRM jest stosowane coraz
czedciej, zwlaszcza iz metoda ta jest tansza niz sekwen-
cjonowanie [42].

Przy korzystaniu z testow real-time PCR opraco-
wywanych samodzielnie w laboratoriach nalezy jed-
nak pamiegta¢, ze zgodnie z zalgcznikiem II do Roz-
porzadzenia Ministra Zdrowia z dn. 12.01.2011 (Dz.U.
nr 16 poz.75), czg$¢ wirusow nalezy do patogendw
zwykazu A (HIV, HTLV, HBV, HCV) lub tez wykazu B
(CMYV, wirus rézyczki), a wigc wszystkie testy stoso-
wane do diagnostyki zakazen nimi u czlowieka musza
posiada¢ znak CE/IVD [48]. Obostrzenie to nie doty-
czy oczywiscie zestawow wykorzystywanych wytacznie
w celach naukowych.

5. Podsumowanie
Metoda qPCR umozliwia obserwacj¢ przebiegu

reakeji w trakcie jej trwania oraz pozwala okresli¢ liczbe
kopii DNA w probce, co znalazlo szerokie zastosowanie

w wirusologii; zaréowno w diagnostyce, jak i w bada-
niach naukowych. Real-time PCR pozwala nie tylko na
wykrywanie wirusow, ale réwniez oznaczenia poziomu
wiremii w réznych materiatach klinicznych. Oznacze-
nie liczby kopii wirusa jest wazne przy monitorowaniu
terpii zakazen HIV, HBV, HCV czy tez CMV, a obser-
wowany spadek wiremii §$wiadczy o skutecznosci wdro-
zonego leczenia. W badaniach naukowych real-time
PCR wykorzystywany jest do analizy ekspresji genow
oraz analizy polimorfizmu pojedynczych nukleotyddow.
Uzycie techniki qPCR polaczonej z analiza HRM ze
wzgledu na swa czulos¢ oraz niezbyt wysokie koszty jest
coraz powszechniej stosowane do badania zmiennosci
genetycznej m.in. wiruséw grypy oraz HIV.
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