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karze niedostatecznie przygotowani do tych zadan, a na-
wet miodzi absolwencl wydzialdéw weterynaryinych,
ktérzy nie zdolali wyuczyé sie zawodu (Ryc. 5). Rodzi
to potrzebe uruchomienia systemu edukacji podyplomo-
we] w omawianym zakresie.

Powyzszy pakiet probleméw merytoryczno-prakse-
ologicznych nie wyczerpuje zagadnien zwigzanych z re-
orientacja lecznictwa zwierzat. Trudniejszymi do prze-
zwyciezenia zdaja sie by¢ stare nawyki, wspomniana
rutyna zawodowa, a nickiedy nawet znieczulica i utrata
poczucia godnosci zawodowej. Przepisy panstwowej stuz-
by weterynaryjnej wkraczaly do sfery stosunkéw mie-
dzy lekarzami i niepostrzezenie rugowaly poczucic po-
trzeby postepowania etycznego. Scisle wyznaczone rejo-
ny dziatania nic preferowaly lepszych, a precyzyjnie
okreslona, aczkolwiek merytorycznie czesto nieuzasad-
niona hicrarchia funkeji 1 stanowisk tworzyla ziudze-
nie o moralnej nieskazitelnosci $rodowiska lekarzy we-
terynarii, Tymczasem malalo poczucie odpowiedzialno$-
ci osobistej, zanikaly postawy patriotyczno-zawodowe,
powszechnie panoszyl sie stercotypowy szablon, a nara-
stajace konflikty rozstrzygano decyzjami administracyj-
nymi o przenlesieniach, karach i awansach (Ryc. 6).

W warunkach, w ktérych nakaz administracyjny za-
stepowal ctyczne normy stosunkéw miedzy ludzmi, roz-
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wazania o etyce ograniczaly sie prawie wylgcznie do
zagadnien prakseologicznych. Nie bylo to naganne, choé
dalece niewystarczajgce, Trudno gani¢ dazenia do per-
fekcjonizowania dzialalno$ci zawodowej, mimo, iz to
wlasnie teza o potrzcbie doskonalenia zawodowego pos-
potu z odgérnym zastepowaniem norm etycznych prze-
pisami administracyjnymi, przyczynila sie do kryzysu
postaw etycznle nienagannych. Moéwiono przeciez w
przeszioSci o potrzebie ,szerzenia etyki i kultury zawo-
dowej na drodze oddzialywan ideologiczno-wychowaw-
czych”, nie za§ — jak to proponuje Tarczynski — o po-
trzebie tworzenia postaw i zachowan dajacych poczucie
dobrze spelionego obowigzku moralnego.

Reasumujgc pragne wyrazié przekonanic, ze odzy-
skanie wolnosci zawodowe] przyczyni sie do zasadniczej
poprawy efektywnosci leczenia choréb zwierzat, a umie-
jetnos¢ uzupelniania przestanek i wskazan ekonomicz-
nych wzgledami humanitarnymi znacznie poprawi nasza
zawodowa kondycje etyczno-moralng. Skonczyl sie czas
pracy lekarzy anonimowych. Nastaje okres pracy le-
karzy odpowiedzialnych, gruntownie wyksztalconych
1 wrazliwych nie tylko na potrzcby wlasne, ale przede
wszystkim — na cierpienia istot zywych.,

Adres autora: prof. dr hab. Bohdan Rutkowiak, ul. Gojawiczyn-
skiej 4 B m. 27, 80-286 Gdansk

artykul przegladowy
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w biologii molekularnej *)
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Jedna z podstawowych trudnosci, jaka napotyka sie
w pracy nad kwasami nukleinowymi, jest nicwielka
ilo$¢ materialu dostepna w badaniach. Pojedynczy gen
stanowi bowiem zaledwie 1 pikogram DNA w 1 ug
DNA pochodzacym z komoérek eukariotycznych. Prak-
tycznic do badania nie nadajg sie pojedyncze molekuly,
lecz ich niezwykle liczne populacje. Dlatego warunkiem
swobodnego manipulowania kwasami nukleinowymi jest
ich multiplikacja. Proces ten mozliwy jest do przepro-
wadzenia w dwoch systemach — klasycznym, okredla-
nym jako klonowanie molckularne, ktéry polega na
powielaniu identycznych kopii intercsujacego nas frag-
mentu DNA w bakterich i drugim — znanym jako
metoda PCR (Polymerase Chain Reaction), tlumaczona
na jezyk polski jako lancuchowa reakcja polimerazo-
wa lub enzymatyczna amplifikacja DNA. Po raz pierw-
szy jej zastosowanie do amplifikacji ludzkiego genu,
kodujacego beta-globine, zostato opisane w 1985 r. przez
Saiki i wsp. (45), choclaz za twérce koncepcji PCR jest
uwazany Kary Mullis, pracownik Cetus Corporation
(39).

Mechanizm molekularny PCR

Onpis zasady metody PCR wymaga przytoczenia kilku
danych na temat budowy i biclogii DNA. Jego czastecz-
ki zbudowane sa z czterech rodzajéw nukleotydow: ade-

) Referat wygloszony na IX Kongresie PTNW w Olsztynie.

n‘nowego (A), cytydynowego (C), tymidynowego (T) i gu-
anidynowego (G), ktorych liniowe vlozenie (sckwencja)
stanowi informacje genetyczna. Nukleotydy spiete sg ze
sobg przez reszty cukrowe i fosforanowe. W wiazaniu
tym biorg udzial atomy cukru, dezoksyrybozy, ktérych
wegle oznaczane sg symbolami 5’ 1 3. Dlatego w poje-
dynczej nici DNA mozna wyréznié¢ konce 5 1 3'. DNA
wystepuje zazwyczaj w postaci podwodjnych nici, spiral-
nie skreconych, polaczonych wigzaniami wodcrowymi.
W pedwojne] spirali nici ulozone sg w sposéb antyréow-
nelegly, co oznacza, ze naprzeciwko siehie lezg rdz-
noimienne konice (3—3’). Druga cecha podwodjnej nici
DNA jest jej komplementarno$é, bowiem zawsze na-
przeciwko A wystepuje T, a naprzeciwko C wystepu-
je G. W procesie podzialu komérki informacja genetycz-
na zostaje przekazana potomnym komérkom w proce-
sie tzw. replikacji DNA. Podezas tego procesu wiagzania
wodorowe ulegajg przerwaniu i dwie pojedyncze nici
stanowia tzw. matryce sluzaca do neosyntezy komple-
mentarnych nici potomnych. W ten sposéb material ga-
netyczny ulega podwojeniu. W procesie tym uczestniczy
enzym, polimeraza DNA, przylaczajacy od koniea 3’ do 3’
poszczegdlne trojfosforany dezoksyrybonukleazydd w.

W metodzie PCR (rye. 1) wykorzystano opisana zja-
wisko z tym jednak, ze jest to proces o wiele bardziej
wydajny, zachodzacy in wvitro, a amplifikacja dotyeczy
scisle okredlonej sekwencji DNA. Jest to mozliwa dziz-
ki zastosowaniu pary syntetycznych oligonukleotydow,
komplementarnych do koncéw sekweneii 5 i 3, ktéra
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Ryc. 1. Zasada metody PCR (opis w tekscie)
PI — pierwszy primer, P2 -— drugi primer

ma byé¢ uzyskana w wielokrotnej liczbie kopii. Oligonu-
kleotydy te pelniag role tzw. primerow, czy tez starte-
réow, rozpoczynajacych reakcje syntezy. Sama polime-
raza bowiem nie jest w stanie rozpoczg¢ syntezy i wy-
maga do utworzenia pierwszego wigzania fosfodwuestro-
wego obecnosci pewnego, krotkiego fragmentu DNA
(primera). Jeden z nukleotydéw jest komplementarny
do nici kodujacej o orientacji 5—3', drugi, odpowiednio
do nici niekodujacej, o orientacji 3'—3’. Zwiazanie pri-
mera z nicia 5—3 (tzw. hybrydyzacja) zdenaturowane-
go, a wiec jednoniciowego DNA, po ktérym nastepuje
wydtuzenie (elongacja) przez polimeraze DNA, dopro-
wadza do powstania nowej nici o orientacji 3'—5" za-
wierajacej zadana sekwencje. Réwnolegle na drugiej
matrycy zachodzi analogiczna reakcja doprowadzajgca
do powstania nici o orientacji 3'—5’, zawierajacej row-
niez zadana sekwencje. Reakcje te sa cykliczne, po
pierwszej syntezie nastepuje ponowna denaturacja, hy-
brydyzacja primerdéw i elongacja nici DNA. Elementy
te obejmujg jeden cykl PCR. W kazdym nastepnym
cyklu teoretycznie nastepuje podwojenie liczby synte-
tyzowanych kopii danej sekwencji. Zalezno$¢ te opisuje
wzor: Y = 2" gdzie Y — oznacza liczbe kopii, n — licz-
be cykli. Teoretycznie po 20 cyklach liczba kopii wy-
nosi 10 048 516. W rzeczywistosci efektywnosé syntezy
jest nizsza i po 25—30 cyklach, co rutynowo jest stoso-
wane, mozna otrzymac¢ 10° — 107 kopii (55); odpowiada
to okolo 0,5—1,0 pug DNA. Warunkiem ciggltegu prze-
biegu reakcji sg cykliezne zmiany temperatury, jakim
poddawana jest mieszanina reakcyjna. Najczesciej de-
naturacje przeprowadza sie w 94—95°C, przez 40—
60 sek. W pierwszym cyklu trwa ona zwykle 5—7 min.
ze wzgledu na koniecznoéé denaturacji dtugich, podwaj-
nych nici DNA. Wlasciwa tempcratura hybrydyzacji
jest kluczowym punktem w metodzie PCR. Zwykle na
podstawie zawarto$ci zasad purynowych i pirymido-
wych w primerach oblicza sie tak zwang temperature
topnicnia (Tm), przy ktoérej nastepuje denaturacja
kompleksu primer-matryca. Temperatura hybrydyzacji
powinna by¢ oczywiscie nizsza od Tm, lecz z drugiej
strony, zbyt lagodne warunki hybrydyzacji zwiekszajg

prawdopodobienstwo formowania niespecyficznych kom-
plekséw primer-matryca 1 nieswoistych amplifikacji.
Hybrydyzacje przeprowadza sie zwykle w tempraturze
55—65°C przez 20—40 sek. Optymalng temperaturg dla
clongacji jest 72°C. Osiagniecie tych warunkéw jest
mozliwe przez wykorzystanie tzw. termocykleréw, urza-
dzenn mogacych pomie$cic od 20 do 30 probdéwek, w
ktérych programuje sie zakresy temperatur i liczhe
cykli. Standardowo amplifikacje przeprowadza sie
przez 25—30 cykli w probéwce typu Eppendorf o poj.
0,5 ml w objetoSci 50 pl mieszaniny reakcyjnej, na
ktéra skladaja sie: roztwory primerow i fosforandw
dezyksorybonukleozydow (dNTP), matryca DNA, poli-
meraza DNA z buforem.

Komporenty reakeji

Primery. Dobér sekwencji primerow jest kluczo-
wy dla calego przebicgu reakeji; decyduje bowicm o lo-
kalizacji amplifikowanego fragmentu i amplifikacji.
Optymalna diugo$é primerdéow waha sie od 20—30 nu-
kleotydéw. Wazna jest zawarto$é zasad G + C, ktora
powinna byé wieksza niz 50%, co ze wzgledu na trzy
wigzania wodorowe miedzy C i G zapewnia lepsza hy-
brydyzacje. Sekwencje primerow powinny by¢ tak do-
brane, aby na ich konicach 3’ nie bylo sekwencji kom-
plementarnych, bowiem umozliwia to amplifikacje nie-
swoistych dimerow typu primer-primer. Takze duza
zawarto$e wielu G i C tzw. poly G lub poly C moze
powodowaé ich nieswoista hybrydyzacje. W przeci-
wienstwie do tego, na koncach primeréw 5 mozliwe
jest wprowadzenie dowolnych sekwencji nie wplywa-
jacych na przebieg reakcji. Mozna w ten sposdb
kreowaé¢ nowe miejsca restrykeyjne, przydatne w pro-
cesie klonowania. Po raz pierwszy mozliwosé te wyko-
rzystali Scharf i wsp. (46) do klonowania fragmentu
genu beta-globiny ludzkiej. Dlugo$¢ amplifikowanego
fragmentu, okreslana dystansem miedzy primerami, za-
wiera ie najczedcie] w przedziale od 100—2000 par
zasad (pz), chociaz ostatnio Maga i wsp. (36) opisali
amplifikacje fragmentu 9000 pz, kodujacego bheta-ka-
zeine bydia.

Matryca DNA. Najczesciej do badan uzywany
jest genomowy DNA uzyskany metoda ekstrakcji fenol-
-chloroform i precypitacji ctanolem. W przypadku
amplifikacji DNA z leukocytéw krwi istotne jest cat-
kowite usuniecie erytrocytéw, bowiem pochodne hemu
sg silnymi inhibitorami polimerazy DNA (17). Matrycg
w metodzie PCR moga by¢ rowniez pelne lizaty ko-
moérkowe uzyskane przez poddawanie komérek tempe-
raturze 100°C (11, 43) lub otrzymane przez lize komoé-
rek niejonowymi detergentami (7). Klasycznie, stosuje
sig od 100 ng do 1 pg DNA; wieksze ilosci blokuja me-
chanizm reakcji i ulatwiajg nieswoiste amplifikacje.
Istnieja dane o mozliwo$ci amplifikacji DNA ze skraw-
ka tkanki, bedgcego 40-letnim preparatem histologicz-
nym (49), czy amplifikowaniu specyficznych sekwencii
z plam z krwi (54), sladéw naskorka 1 wloséw ludzkich
(18). Te mozliwos¢ PCR wykorzystano w medycynie
sadowe]j do identyfikacji cs6b na podstawie analizy
ich DNA. W 1988 r. opublikowano dane o badaniu
sekwenecji DNA pojedynczej komérki diploidanej i po-
jedynczego plemnika ludzkiego (20).

Enzym. Niekorzystne efekty uzywania fragmentu
Klenowa polimerazy I DNA z E. coli zostaly wyelimi-
nowane w wyniku uzycia przez Saiki i wsp. (44) no-
wego enzymu, Taq polimerazy, izolowancj z termofil-
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nych bakterii Thermus aquatiqus zyjacych w gorgcych
zrodlach Yellowstone National Park (8).

Optymalna temperatura dla Taq polimerazy wynosi
72°C. Enzym ten zachowuje aktywnosé nawet w 95°C.
Zwykle stosuje sie 25 jednostki na reakcje. W tych
warunkach szybkosé syntezy DNA wynosi 300 nukle-
otydow na minute. Istotna konsekwencja wynikajaca
z prowadzenia Taq polimerazy jest wzrost specyficz-
nosci reakeji. Jego termostabilnoéé pozwala bowiem
przeprowadzié hybrydyzacje primeréw nawct w temp.
68°C. W tych warunkach primery zwiazane z matrycg
w micjscach od niepelnej komplementarnoéci sekwencji
tzw. mismatches oddysocjowuja, natomiast wigzania
utworzone miedzy calkowicie komplementarnymi sek-
wencjami 33 trwale (Kwok i wsp. (31). Pewng niedo-
godnoscig stosowania Taq polimerazy jest jej czestsza
niz u innych polimeraz mozliwo$¢ omylkowego dolg-
czania innego nuklcotydu. Wedlug Celfanda i wsp. (13)
mozliwosé taka moze wystapié raz na 5 X 10° do
1,7 X 10* nukleotydéw, na jeden cykl.

Bufor. Standardowo bufor dla Taq polimerazy za-
wicra 30 mM KCl, 10 mM Tris-HCl pH 8,3 i 1,5 mM
Mgll, oraz roztwory 200 uM kazdego z dNTP. Para-
meiry te powinny byé¢ optymalizowane dla kazdego
ukiadu reagentéw (27). Dotyczy to szczegolnie zawar-
tosci jonéw Mg* ", niezbednych dla aktywnoéci polime-
razy, ktérych dostepnoi¢ w reakcji moze byé¢ reduko-
wana obecnoscig ujemnie natadowanych grup fosfora-
nowych pochodzacych z dNTP lub obecnodcig zwigz-
kow chelatujageych np, EDTA, ktéry jest skladnikiem
buforéw stosowanych przy preparatyce DNA. Zazna-
czy€ trzeba, Ze czestotliwo$é bledu popelnianego przez
polimeraze wzrasta, gdy stezenia Mg =~ i dNTP sg
wyvsokie.

Analiza produktéow amplifikacji

Efektywno$é amplifikacji analizowana jest w prostej
metodzie elektroforezy na zelu agarozowym. Po bar-
wieniu bromkiem etydyny, kiéry tworzy kompleksy
z DNA fluoryzujace w promieniach lampy UV, pro-
dukty amplifikacji widoczne sa w postaci intensyw-
nych, pojedynczych prazkéw. Metoda tg mozna Wy~
kryé¢ okoto 5 ng DNA. Bardziej precyzyjna ocena
amplifikacji, uwzgledniajgca jej swoistose, polega na
hybrydyzacji z sondg molekularna. Jest to odcinek
DENA o znanej sekwencji, homologicznej do amplifiko-
wanego fragmentu, zawierajacy whbudowany izotop lub
inny znacznik. W warunkach metody PCR szczegblne
zastosowanie znalazly tzw. sondy zimne, nieizotopowe,
w  ktérych produkt hybrydyzacji wykrywany jest
mmunoenzymatycznie np. sondy znakowane digoxy-
genina, biotyna lub bezposrednio zasadows fosfatazg.
Sa one od 10 do 50 razy mniej czule od sond znako-
wanych izotopem, jednak w warunkach metody PCR,
gdzic mamy do czynienia z wydajna amplitikacja, spet-
niaja swoje zadanie (37). Dodatkowa zaleta tego sy-
stemu jest bezpieczenstwo poslugiwania sie materia-
lem nieizotopowym, dlugi okres waznoéci sondy,
latwos¢ w uzyciu.

Hybrydyzacja najczesciej wykonywana jest wg me-
tody Southerna (51), ktéra polega na elektroforetycz-
nym rozdziale fragmentéw po amplifikacji i przenie-
sieniu’. DNA z zelu na filtr nylonowy lub nitrocelulo-
zowy. Znacznym uproszczeniem tej dogé ¢zasochlonnej
procedury  jest metoda dot-blot” lub slot-blot”.
W przeciwienstwie do tego systemu hybrydyzacji, prze-

biegajacego na fazie stalej, nowa forma analizy jest
hybrydyzacja w $rodowisku plynnym i wykrywanie
produktéow PCR w mikroptytkach testowych typu
ELISA. System ten pozwala na wykrycie amplifikowa-
nego fragmentu réwnocze$nie w licznych prébach w
ciggu 30 min., podczas gdy przy klasycznym systemie
hybrydyzacja trwa od 4 do 16 godzin (32, 38).

Zastosowanie PCR

Przyktady zastosowan PCR podziclié mosna na dwic
grupy. Pilerwsza obejmuje klesyczng metode i jej mo-
dyfikacje, ktére znalazly zastosowanie jako nowe tech-
niki badawcze, wzglednie jako metody uzupcilniajgce
klasyczne techniki stosowane w hiologii molckularnej.

Metoda zdegenerowanych primeréw. Metoda wyko-
rzystujaca fakt degeneracji kodu genectycznego, stoso-
wana do amplifikacji fragmentéw o nieznanej sck-
wencji DNA, a znanej sekwencji aminokwasow, ktore
tworza bialko kodowane przez ten fragment. Do reakcii
uzywa sie mieszaniny primerdw, wykorzystujge zna-
jomosé kodonow najezescici wykorzystywanych dla
danego aminokwasu. Opisano zastosowanie tej metody
do identyfikacji retrowiruséow (35) oraz do wykrywa-
nia i roznicowania szezepow wirusa BVDV (53).

Zakotwiczona PCR. Metoda stosowana w przypad-
kach. gdy znana jest sekwencja tylko jednego prime-
ra. Pcstepowanie obejmuje synteze komplementarnego
cDNA przy pomocy znanego primera, dolgczenie za
pomoca cnzymu terminalnej transferazy, do kofcéw 3
lub 3" koncowej sekweneji, poly (dG) i wlasciwg ampli-
fikacje z uzyciem drugicgo primera o sekwencji kom-
plementarncj do poly (dG) tj. poly (dC). Metode zasto-
sowano miedzy innymi do badania rzadkich transkryp-
tow np. genu int-2 myszy (12).

Sekwencjonowanie DNA. Wysoka specyficznosé PCR
z uzyciem Taq polimerazy umozliwia wykorzystanie
tej metody do bezposredniego oznaczania sckwencii
nukleotydéw w metodzic cnzymatyeznej wg Sangera.
W ukladzie tym stosuje sie rozne stezenie primerow,
co umozliwia synteze fragmentow jednoniciowyeh. Pri-
mer, o orientacfi identycznej do tego, ktéry jest w
mniejszym stezeniu wykorzystywany jako primer do
sekwencjonowania. Zaletg tego systemu jest znaczne
uproszezenie techniki sekwencjonowania w poréwna-
niu do klasyeznego systemu z bakteriofagiom M13,
Metode te z powodzeniem zastosowano do sekwenejo-
nowania fragmentu genu beta-globiny ludzlkicj (16).

Przygotowanic sond molekularnych. Powyzszy sy-
stem amplifikacji jednoniciowych fragmentéw DNA
przy uzyeiu roznyeh stezen primerow, tzw,
tryczna PCR, zostal wykorzystany do szybkiej pro-
dukeji sond molekularnych. W procedurze tej jeden
z dNTP zostaje zastapiony przez nukleotyd znakowa-
ny P*# lub np., digoxygening (dig-dUTP). Metoda jest
szezegolnie polecana do produkeji krétkich sond o wy-
sokie] aktywnosel specyficznej (47), majacych zastoso-
wanie np, w hybrydyzacji in situ.

asyme-

Drugi obszar zastosowan PCR to wykorzystanie tej
metody w celach diagnostycznych, w diagnostyee cho-
rob genetycznych i choréb o podiozu zakainym.

W diagnostyce chorodb genetycznych uwarunkowa-
nych mutacjami, PCR stworzyla mozliwogé bezposred-
niego wykrywania defektywnych alleli genow, Jezeli
miejsce podlegajace mutacji zawiera sekweneje roz-
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poznawang przez enzym reostrykeyjny, wystarczy
zamplifikowany DNA pocigé tym enzymem. Odcinek
amplifikowany na matrycy zmutowanego DNA oczy-
wiscie nie podlega trawfeniu. Inng teehnika uwzgled-
niajaca PCR, jest metoda ASO (Allele Specific Oligo-
nucleotlide), ktéra polega na przygotowaniu dwoéch oli-
gonukleotydéw o sekwencji komplementarnej do sek-
wencji normalnej i zmutowanej w danym genie. Oli-
gonukleotydy te, po znakowaniu, stuzg jako sondy do
hybrydyzacji z odcinkiem amplifikowanym na matry-
cy zmutowanego DNA., Warunki hybrydyzacji sa tak
dobrane, ze sondy wigzg sie tylko z identycznymi sek-
wencjami, natomiast brak komplementarnodci nawet
jednego nukleotydu uniemozliwia ich przylaczenie.
Metody te znalazly zastosowanie do diagnostyki B-tala-
semii (4), ancmii sierpowatej (44, 56) i hemofilii (50).
Dodatkowg zaletg uzycia metody PCR jest to, ze te
techniki badawcze moga byé stosowane w diagnostyce
prenatalnej, gdzie do amplifikacji DNA wykorzystuje
sie kilka komodrek plodu, pochodzacych z biopsji tro-
foblastu (10, 26). Ta niezwykla wlasciwos¢ PCR umoz-
liwia, na etapie zycia plodowego, okreslanie plci czto-
wieka (55). Ostatnio Grobet i wsp. (15) opisali takie
postepowanie do okreslania ptei u bydla.

Wprowadzenie PCR do diagnostyki choréb zakaznych
otworzylo nowe mozliwoéci diagnostyczne, oparte
o amplifikacje i analize genomu czynnika zakaZnego.
W tym celu, po raz pierwszy, wykorzystano PCR do
wykrywania wirusa HIV (28). W powodzeniu tej me-
tody deccydujgce znaczenie ma jej olbrzymia czulosé.
Naif i wsp. (40) wykazali, ze metoda PCR mozna wy-
kryé prowirusowy DNA wirusa BLV nawet w 1 pg
genomowego DNA, co stanowi ekwiwalent DNA jed-
nej komoérki, natomiast Leib 1 wsp. (33) stwierdzili
obecno$é pojedynczych kopii DNA wirusa HSV w po-
jedynczych komérkach zainfekowanych myszy.

Opisano liczne przypadki stosowania PCR w diagno-
styce zakazen wywolywanych miedzy innymi przez
bakterie: Treponema pallidum (8), Aeromonas hydrop-
hila (41), Clostridium difficale (24), Borella burgdorferi
(14), Listeria monocytogenes (21) oraz wirusy: BVDV
(5, 48), BLV (40), FIV (19), HBV (23), Epsteina-Barra
(42), konski herpes wirus typ 1 (2), wirus choroby
Aujeszkyego (21) oraz niektére adenowirusy (1). W
przypadku wirusé6w RNA konieczny jest wstepny etap
odwrotnej transkrypcji, ktorej produkt, cDNA, stuzy
jako matryca do wtasciwej amplifikacji. Ostatnio wy-
kazano jednak, zc sama Taq polimeraza zdolna jest do
odwrotnej transkrypecji (22) i ze mozliwa jest bezpo-
$rednia amplifikacja transkryptéw przez ten sam
enzym (52).

Obecnie obserwuje sie znaczny postep doskonalenia
mctody PCR w kierunku ograniczenia czasu przygo-
towania matrycy (szybkie metody otrzymywania DNA,
wykorzystanie lizatéw komérkowych) oraz szybkiej
identyfikacji produktow amplifikacji (hybrydyzacja w
srodowisku plynnym, zimne sondy oligonukleotydowe).

Powaznym zagrozeniem dla PCR jako czulej i swoi-
stej metody diagnostycznej jest mozliwo$¢ amplifikacji
DNA, ktory przypadkowo zanieczys$cil badang proébg, co
doprowadza do nieswoistych amplifikacji. Zastosowana
ostatnio przez Longo i wsp. (34) metoda z inkorporacja
dUTP zamiast dTTP i trawienie produktéw amplifi-
kacji glikozydaza uracylowa (UDG) jest skutecznym
srodkiem eliminujgcym te niedogodnos$é. Kwok i wsp.
(30) opisujg cale schematy postepowania i wykonywa-

nia reakcji majace na celu wyeliminowanie reakeji nie-
swoistych.

Wydaje sie, ze PCR z jej wielokierunkowym zasto-
sowzniem, jest aktualnie poteznym narzedziem badaw-
czym na miare rozwoju biologii molekularnej u schyli-
ku XX wieku.
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