Полимеразная цепная реакция (ПЦР).
С момента появления метода полимеразной цепной реакции (ПЦР) перспективы его использования для идентификации инфекционных агентов или генетических мутаций были очевидны, так как он задавал новые границы чувствительности и специфичности, недостижимые традиционными методами. Бурное развитие и внедрение метода ПЦР в диагностическую практику позволило продемонстрировать основные достоинства этой реакции, обнаружить ее недостатки и выработать подходы для их преодоления.

Современными характеристиками ПЦР в лабораторной диагностике инфекций являются ее быстрота, непревзойденная чувствительность и высокая специфичность, что позволяет надежно и к тому же количественно обнаруживать микроорганизмы, присутствующие в очень низких концентрациях (1-10 возбудителей в пробе). При этом ДНК инфекционных агентов может быть достаточно эффективно экстрагировано из любой биологической жидкости или ткани, а также проб объектов окружающей среды (почва, вода и т.д.) и продуктов питания.

Принцип избирательного умножения нуклеотидных последовательностей открыт в 1983 году K. Mullis, в то время являвшимся сотрудником американской биотехнологической компании “Cetus Corporation”. Официальное признание важности этого открытия состоялось уже через 10 лет, когда K. Mullis был удостоен Нобелевской премии. Фактически уже через 2 года на основе открытого принципа благодаря усилиям сотрудников этой фирмы был разработан метод ПЦР. В основе этого метода лежит многократное выборочное копирование фрагментов ДНК с помощью фермента ДНК-полимеразы. Для реакции кроме матрицы необходимы 2 затравки представляющие собой специально синтезированные in vitro олигонуклеотиды длиной около 20 нуклеотидов, и фермент синтеза ДНК. Механизм копирования таков, что комплиментарное достраивание нитей может начаться не в любой точке последовательности ДНК, а только в определенных стартовых блоках – коротких двунитевых участках ДНК. Затравки, или праймеры, комплементарны последовательностям на правой и левой границах специфического фрагмента, ограничивая интересующую последовательность с двух сторон, таким образом, что синтез ДНК протекает только между ними. В результате происходит экспоненциальное увеличение количества копий специфического фрагмента по формуле 2n, где n – число циклов амплификации. Теоретически, после, например, 20 циклов количество молекул должно увеличиться приблизительно в миллион раз, но на практике такие значения не достигаются. Средняя эффективность синтеза 85% на цикл. Поэтому после 20 циклов количество копий, образующихся с каждой матричной молекулы, достигает не более 2.2*105. Поскольку праймеры входят в состав амплифицированного участка, его размер определяется числом нуклеотидных пар между 5’-концами праймеров. Обычно размер фрагмента составляет несколько сотен нуклеотидных пар. Построение новых ДНК нитей из дезоксирибонуклеотидтрифосфатов осуществляет фермент термостабильная ДНК-полимераза, или Taq- полимераза, называемая так, вследствие ее получения из археобактерии Thermus aquticus, населяющего горячие источники в Yellowstone National Park. Процесс амплификации заключается в повторении циклов амплификации, состоящих из денатурации ДНК, отжига праймеров, и синтеза фрагмента. В результате 40 циклов амплификации синтезируется 1012 копий фрагмента, что делает возможным визуальный учет результатов после электрофореза в полиакриламидном или агарозном геле. Использование термостабильной ДНК полимеразы позволило автоматизировать процесс амплификации с помощью специального прибора – термоциклера, который автоматически осуществляет смену температур согласно заданной программе и числу циклов амплификации. Первая стадия цикла – плавление ДНК – происходит при температуре 910-950С в течение одной минуты. Вторая стадия цикла – отжиг праймера. Присоединение (отжиг) праймера к комплиментарным последовательностям противоположных нитей фрагмента исследуемой ДНК происходит при температуре, специфической для каждой пары праймеров. Температура отжига праймеров – величина подбираемая эмпирически, является одной из характеристик, определяющих специфичность реакции и исключающих вероятность присоединения праймеров к не полностью комплементарным последовательностям. Температура отжига праймеров очень приблизительно связана с Tm, и грубая оценка оптимальной величины отжига праймера возможна по формуле Rychlik et al. (1990): Topt=0.3Tmprimer+0.7Tmproduct –14.9. Повышение температуры отжига приводит к повышению специфичного связывания с комплиментарными последовательностями ДНК, но снижает выход продуктов ПЦР (ампликонов). Снижение температуры отжига понижает специфичность праймеров, приводя к образованию неспецифических ампликонов и «шмеров», но при незначительном образовании последних приводит к увеличению продукции специфического продукта ПЦР, что повышает чувствительность ПЦР. При выборе праймеров к ним предъявляются следующие требования:

Схема ПЦР-анализа

· Праймеры должны быть специфичны только для выбранного семейства генов 

· Длина праймера должна быть 15-30 п.н., длина специфического фрагмента ДНК-матрицы должна быть 180-500п.н.

· Праймеры должны содержать сбалансированное число G/C и А/Т пар (50:50) и не образовывать вторичной структуры.

· 3’-концы праймеров не должны быть комплементарны, иначе возможно образование вторичной структуры – праймерного димера, ингибирующего ПЦР

· 3’-концы должны содержать легкоплавкие пиримидиновые соединения (Т и С), и в структуре праймера должны отсутствовать палиндромные последовательности

· оптимально подобранная температура плавления праймера (Тm) – температура при которой 50% праймера находится в одноцепочечной форме, а 50% в двухцепочечной. Для подбора температуры плавления можно пользоваться уравнением: 20C(А+Т)+ 40С(G+С). Оптимальная температура подбирается в пределах 550С –800С. 

Третья стадия ПЦР – ферментативная реакция элонгации фрагмента ДНК начинается в местах присоединения праймеров и протекает в направлении 5’ к 3’-концу нити ДНК, т.е. в противоположных друг другу направлениях. Образовавшиеся в 1-м цикле амплификации продукты служат матрицами для второго цикла амплификации, в результате которого образуются искомые специфические фрагменты ДНК (ампликоны). Высокая температура элонгации (720С) предотвращает синтез ДНК, направляемый ошибочно спаренными праймерами.

Подбор количества циклов зависит от содержания ДНК-матрицы. При слишком большом количестве циклов увеличивается продукция неспецифических элементов, а при малом количестве циклов выход специфических ампликонов недостаточен для детекции в электрофорезе, т.е. снижается чувствительность ПЦР. Оптимальное количество циклов представлено в таблице 1.

Таблица 1.

	Содержание ДНК-матрицы
	Количество циклов ПЦР

	3*105
	25-30

	1.5*104
	30-35

	1*103
	35-40

	50
	40-45


Кроме перечисленных компонентов, реакционная смесь для проведения ПЦР должна включать: амплификационный буфер, содержащий ионы Mg2+ и смесь дезоксинуклеотидтрифосфатов (дАТФ, дТТФ, дГТФ, дЦТД) в эквивалентных концентрациях 200-500 мкм. Концентрация ионов Mg2+ сильно влияет на специфичность отжига праймеров, плавление двухцепочечной матрицы, формирование праймерного димера, а так же на активность и специфичность работы фермента. Повышение концентрации ионов Mg2+ практически эквивалентно снижению температуры отжига ПЦР, понижение концентрации ионов Mg2+ эквивалентно повышению температуры отжига.

Количество олигонуклеотидов, добавляемого в реакцию должно быть в 108-1012 раз больше, чем количество ДНК- матрицы. Оптимальное количество Taq-полимеразы, добавляемой в реакцию, может быть различным и зависит от поставленной задачи. Если ПЦР используется для выявления различных микроорганизмов в биологическом материале и концентрация ДНК-матрицы очень низкая (от нескольких копий), то количество Taq-полимеразы, добавляемой в реакционную смесь может достигать 10 единиц на 25мкл.

Наивысшая чувствительность ПЦР достигается при работе с чистой культурой или с очищенной нуклеиновой кислотой. Эта чувствительность автоматически не трансформируется в чувствительность метода при работе с клиническим материалом. На успех определения при работе с эти материалом влияют такие факторы, как методика приготовления образца, возможное присутствие ингибиторов ПЦР, объем образца при низких концентрация тестируемых молекул.

В настоящее время используют несколько способов подготовки образца для проведения ПЦР. Процедура подготовки пробы включает лизис микроба и экстракцию нуклеиновой кислоты. Выбор метода диктуется природой исследуемого образца. В процессе выделения нуклеиновой кислоты необходимо предотвратить влияние ингибиторов ПЦР, сконцентрировать нуклеиновую кислоту в объеме соответствующем формату ПЦР и предотвратить действие ДНКаз и РНКаз. 

Использование ПЦР для обнаружения инфекционных агентов является особенно интересным, так как вскоре после того, как этот метод был описан, его значительные преимущества над многими из существующих методов, применявшихся для этих целей, были широко признаны. ПЦР, например, выгодно отличается от лабораторных методов, которые обеспечивают обнаружение лишь косвенных признаков инфекции, трудоемки и имеют низкий уровень аналитической чувствительности.

Основной характеристикой ПЦР для постановки диагноза является ее быстрота и высокий уровень чувствительности и специфичности, которые обеспечивают быстрое, надежное и точное обнаружение микроорганизмов, присутствующих в малых количествах. Исходный материал для ПЦР может быть получен из любой ткани или биологической жидкости: денатурированная или разрушенная ДНК пригодна для анализа до тех пор пока последовательность, которую нужно размножить, не повреждена. Искомые последовательности нуклеиновых кислот могут не быть инфекционными (например, провирусы) или высокоочищенными, но они должны присутствовать в количестве, не меньшем, чем в одном жизнеспособном микроорганизме (например, одна бактериальная клетка). 

ПЦР не требует антительного ответа на инфекционный агент. Микробы не обязательно должны активно размножаться, т.к. ПЦР может обнаруживать их в латентной форме. В самом деле, ДНК, используемую для ПЦР можно получить даже из зафиксированного формалином и залитого парафином материала; возможности использования таких материалов способствуют нахождению корреляции между специфическими последовательностями нуклеиновых кислот инфекционных агентов, обнаруженных в тканях и результатами патологических и клинических исследований (14). Более того, исходным материалом для ПЦР может быть ДНК, полученная обратной транскрипцией РНК. ПЦР позволяет обнаруживать (и в конечном счете определять количественно) организмы, чьим генетическим материалом является РНК, так же как и специфическую информационную РНК, генерируемую микробами во время инфекции и клетками в ответ на инфекцию.

Таким образом, ПЦР особенно привлекательна и обещает стать эффективным методом обнаружения бактериальных, грибковых, паразитарных и вирусных патогенов, делая некоторые традиционные диагностические процедуры (и свойственные им проблемы) устаревшими.

Сейчас практически не осталось такого направления биологии, где бы этот метод не использовался, а в ряде областей, таких, как судебная медицина, диагностика наследственных и инфекционных заболеваний, он существенно потеснил ранее используемые методические подходы. Секрет успеха в высокой чувствительности ПЦР, позволяющей детектировать искомые единичные молекулы генетического материала в присутствии миллионов других молекул ДНК или РНК.

Однако, поверхностное понимание механизма ПЦР на первом этапе ее использования в ветеринарных лабораториях привело к драматическим результатам. Так работая по одной и той же методике, одни лаборатории не давали ложноположительных результатов реакции, в других специфичность анализа была очень низкой. Данная проблема была связана с тем, что в процессе ПЦР нарабатывались фрагменты ДНК (ампликоны), которые являются идеальной мишенью для амплификации. Так как, при работе с пробирками после проведения ПЦР, тем более, если это происходит в том же помещении, где готовят и раскапывают реакционные смеси для новых исследований происходит попадание ампликонов в подготовленные пробирки. В связи с высокой аналитической чувствительностью ПЦР для появления ложноположительного результата достаточно попадания 10 молекул ампликона из предыдущих реакций. В процессе ПЦР на материале, содержащем вирус, могут нарабатываться миллиарды ампликонов, которые при проведении регулярной работы накапливаются в лаборатории и контаминируют поверхности столов, растворы, пипетки и т.д., приводя к систематическим или спорадическим ложноположительным результатам. Данная проблема решается путем строгого разделения ПЦР-лаборатории на три рабочие зоны (пре-ПЦР-помещение и пост-ПЦР-помещение), где проводится каждый из перечисленных выше этапов анализа. В процессе работы могут встретиться два вида контаминации: 1) перекрестная контаминация от пробы к пробе (в процессе обработки клинических образцов или при раскапывании реакционной смеси), приводящая к появлению ложноположительных результатов; 2) контаминация продуктами амплификации (ампликонами), имеющая наибольшее значение, т.к. в процессе ПЦР ампликоны накапливаются в огромных количествах и являются идеальными продуктами для реамплификации. Как правило, определить источник контаминации бывает очень трудно и требует значительных затрат времени и средств. Поэтому опираясь на накопленный опыт работы лабораторий, использующих метод ПЦР для диагностики позволил разработать правила к организации таких лабораторий и проведению самих анализов. 

В 1997 году Всероссийским государственным научно-исследовательским институтом контроля, стандартизациии и сертификации ветеринарных препаратов (ВГНКИ) разработаны подробные методические рекомендации, позволяющие полностью избежать появления ложноположительных результатов ПЦР вследствие контаминации ампликонами, которая ранее являлась большой проблемой для ветеринарных лабораторий. При устранении основной причины ложноположительных результатов и при исключении случайного переноса ДНК от пробы к пробе в процессе выделения, специфичность ПЦР-анализа определяется только специфичностью праймеров и при удачном их выборе становится почти 100%.

Каждая из разработанных ПЦР-генодиагностических тест-систем состоит из отдельных наборов, предназначенных для 3 стадий ПЦР-генодиагностики: 1) набора для выделения ДНК (подготовка пробы к проведению ПЦР, представляющей выделение суммарной ДНК и очистку ее от ингибиторов ДНК-полимеразы); 2) набора реагентов для проведения ПЦР в автоматическом амплификаторе; 3) набора для детектирования ампликонов методом электрофореза или ДНК-гибридизации.

Впервые в России в ветеринарную практику внедрены ПЦР-тест-системы для диагностики таких болезней, как бруцеллез, хламидиоз, туберкулез млекопитающих и птиц, микоплазмоз, сальмонеллез, кампилобактериоз, листериоз, бешенство, ротавирусная инфекция, алеутская болезнь норок, токсоплазмоз и стафилококкоз. Чувствительность метода на препаратах ДНК или РНК составляет 10 копий ДНК и РНК в ПЦР-пробе, специфичность- 100%.

При каких же условиях возможно успешное использование ПЦР для качественного определения ДНК возбудителя инфекции? На этот вопрос удалось ответить еще в 1993 году, когда сотрудниками Национального института аллергии и инфекционных заболеваний (Вирусологический комитет группы по клиническим испытаниям препаратов против СПИДа) была разработана и апробирована система внешнего лабораторного контроля качества работы лабораторий, использующих метод ПЦР для диагностики ВИЧ-инфекции. С этой целью разработана стандартная сертификационная панель, состоящая из 30 образцов осадков клеток, содержащих разное количество провирусной ДНК ВИЧ. Кроме того, в панель были включены образцы цельной крови, хорошо охарактеризованные вирусологическими, иммунологическими и серологическими методами. Зашифрованные образцы панели предоставлялись регулярно 13 лабораториям, 9 из которых использовали ПЦР-наборы фирмы «Hoffman La Roche», а остальные-наборы фирмы «Perkin Elmer». В то время как чувствительность тестирования зашифрованных образцов панели в 12 лабораториях была равна 100%, одна лаборатория, использовавшая набор фирмы «Hoffman La Roche», давала повторные ложноотрицательные результаты и поэтому была исключена из испытаний. Специфичность испытаний панели в 8 лабораториях была равна 100%, 4 лаборатории давали ложноположительные результаты, так что специфичность варьировала от 8,3 до 100%. Данная работа показала, что даже в случае использования одних и тех же коммерческих ПЦР-наборов, необходима регулярная работа по внешнему контролю лабораторного качества, благодаря которым снижение чувствительности и специфичности может быть быстро обнаружено и устранено.

Таким образом для оценки качества работы ПЦР-диагностической лаборатории следует периодически применять зашифрованные внутрилабораторные контрольные положительные и отрицательные образцы, охарактеризованные не только с помощью ПЦР, но и другими методами диагностики данной инфекции. Также следует периодически проводить оценку чувствительности диагностических наборов на основе ПЦР.

Одной из сложных задач, которую постоянно приходится решать ветеринарной службе, является видовая дифференциация мяса в продуктах питания и кормах, подвергавшихся термической обработке. Необходимость этого очевидна для защиты потребителя от фальсификации мясной продукции по экономическим причинам. Однако, значимость этой проблемы в последние годы значительно возросла в связи с открытием новых видов прионных заболеваний сельскохозяйственных и домашних животных, относящихся к группе трансмиссивных губкообразных энцефалопатий (ГЭ). C 1996 г во всех странах Европейского Союза (ЕС) введен запрет на скармливание жвачным животным мясокостной муки, изготовленной из млекопитающих. Однако, риск заражения достаточно велик из-за незаконного сбыта мясо-костной муки в страны, не являющиеся членами ЕС и фальсификации рыбной муки добавками протеинов млекопитающих по экономическим причинам. В связи с открытием в последние годы ГЭ кошек, в группу риска попали и корма для домашних животных.

Все вышеизложенное объясняет актуальность определения видовой принадлежности мясных ингредиентов в составе кормов. Причем в кормах, подвергавшихся термической обработке (мясо-костной муке, рыбной муке, сухих и консервированных кормах для кошек и собак) определить видовую принадлежность животного белка значительно труднее, чем в нативных мясопродуктах. Термическая обработка приводит к денатурации белков и потере ими видовой специфичности. Такие методы, как иммунодиффузия в геле, изоэлектрическое фокусирование, используемые для видовой идентификации сырого мяса малопригодны для определения видовой принадлежности животных белков в составе кормов и продуктов, подвергнутых термической обработке. Таким образом, наиболее перспективным методом для определения видовой принадлежности животных белков в составе продуктов и кормов, подвергавшихся термической обработке следует считать метод ПЦР.

В результате анализа нуклеотидных последовательностей были выбраны специфические олигонуклеотидные праймеры, специфичные к митохондриальному геному жвачных. Чтобы дифференцировать вид жвачного животного, праймеры выбрали с расчетом на мультиплексную ПЦР, где образуется два специфических ПЦР-продукта разной длины один для ДНК крупного рогатого скота (к.р.с.) (680 п.н.), а другой для ДНК мелкого рогатого скота (м.р.с.) (350 п.н.). Далее на препаратах ДНК выделенной из крови к.р.с., овец, свиньи, петуха и мяса трески была определена чувствительность и специфичность выбранных нами праймеров. Праймеры давали ПЦР-продукт с ДНК к.р.с. и овцы концентрацией 10 пг/мкл (100 пг в объеме ПЦР), но не с ДНК свиньи, петуха и трески с концентрацией 0,1 мкг/мкл (1мкг в объеме ПЦР). Параллельно с ПЦР, примесь 1-50% мясокостной муки в составе куриной и рыбной муки определяли методом ИФА с помощью коммерческого набора «Beef Cooked Meat Species Identification Kit, Cat. No. 902013L» фирмы «Cortecs Diagnostics Limited» (Великобритания). 

Метод ИФА позволял надежно выявлять примесь мясокостной муки в рыбной и куриной муке только в концентрации не менее 50%. Таким образом, при обнаружении примеси тканей жвачных животных в составе кормов, чувствительность ПЦР была, по крайней мере, в 100 раз выше, чем ИФА.Тест-система для определения видовой принадлежности мясных ингредиентов в кормах и рыбной муке методом ПЦР обладает высокой чувствительностью (обнаруживала примесь 0,1% мясной муки в составе рыбной муки) и 100% специфичностью при комиссионных испытаниях образцов рыбной и мясокостной муки, а также образцов сухих и консервированных кормов для животных. Данная тест-система позволяет предотвратить фальсификацию рыбной муки тканями млекопитающих, проводить дифференциацию видовой принадлежности протеинов в составе кормов для животных и мясных продуктах, что имеет важное экономическое и эпидемиологическое значение. Так за полгода 2001 года лабораторией молекулярной диагностики ВГНКИ было протестировано 765 образцов рыбной муки, кормов и кормовых добавок на содержание ДНК тканей жвачных животных. Из 298 проб рыбной муки ДНК жвачных не обнаружена в 262 образцах, что составило 87,92%; в 31 пробе (10,40%) была обнаружена ДНК крупного рогатого скота и в 5 пробах (1,68%) – обнаружена ДНК мелкого рогатого скота. Из 467 проб кормов и кормовых добавок ДНК жвачных не обнаружена в 407 образцах, что составило 87,15%; в 60 пробах (12,85%) была обнаружена ДНК крупного рогатого скота и ДНК мелкого рогатого скота не обнаружена ни в одном исследуемом образце. 

В настоящее время с помощью метода ПЦР и секвенирования проводится изучение генетических аспектов антибиотикорезистентности бактерий рода Salmonella и т.д. Так известны три механизма резистентности бактерий к антимикробным агентам-инактивация препарата, выведение препарата из бактериальной клетки или ограничение его транспорта внутрь клетки и изменение мишени, на которую воздействует антибиотик. Действие первого и второго механизмов требует вовлечения продуктов экспрессии генов резистентности, локализованных в плазмидах и транспозонах. Третий механизм обусловлен мутациями генов, кодирующих мишени. Мишенью действия рифампицина является β-субъединица фермента РНК-полимеразы, который катализует ДНК-зависимый синтез всех типов РНК у бактерий. Этот протеин кодирован геном rpoB, локализованным на бактериальной хромосоме. 

Большинство изолятов M. tuberculosis, резистентных к стрептомицину, имеют мутации в генах, кодирующих рибосомальный протеин S12 (ген rpsL) или 16S рибосомальную РНК (ген rrs). Предполагается, что мутации гена rpsL снижают скорость трансляции РНК, что приводит к снижению вирулентности бактерий. Поэтому выявление мутаций вакцинных штаммов сальмонелл, являющихся причиной их резистентности к рифампицину или стрептомицину. 

В результате выполненной работы нами были обнаружены мутации гена rpoB у штамма S. enteritidis 204 (G на А в 516 аминокислотном кодоне, которая приводит к замене аминокислоты Asp на Asn) и гена rpoB у вакцинного штамма S. abortusovis125 (замена С на Т в 522 аминокислотном кодоне, которая приводит к замене аминокислоты Ser на Phe), являющиеся причиной резистентности этих штаммов к рифампицину. В вакцинных штаммах S. typhimurium3 и S. dublin6 выявлены мутации гена rpsL, обуславливающие резистентность этих штаммов к стрептомицину и их сниженную вирулентность. В гене rpsL штамма S. typhimurium3 замена А на С приводит к замене аминокислоты Lys на Gln, гене rpsL штамма S. dublin6 замена нуклеотида А на Т приводит к замене аминокислоты Lys на Asn.

Обнаружение мутации являются индивидуальными генетическими особенностями штаммов и могут быть включены в паспорта, характеризующие данные вакцинные штаммы.

Применение метода ПЦР для диагностики бактериальных и вирусных болезней – только первый этап его эффективного применения в ветеринарии, который дает реальную возможность при использовании методов молекулярного клонирования и секвенирования провести более детальное изучение разных видов микроорганизмов, дифференцировать полевые и вакцинные изоляты, изучить формы существования болезнетворных агентов в объектах внешней среды и дать исчерпывающую характеристику каждому штамму в отдельности. Это даст ключ к исследованию фундаментальных механизмов персистенции и формированию не культивируемых форм бактерий, а также позволит создать генетические паспорта на все производственные штаммы микроорганизмов и провести на более высоком уровне эпизоотологическую статистику в России.
Перспективы применения ПЦР

В ПЦР стала уникальным, необходимым инструментом для диагностики заболеваний различной этиологии, включая многочисленные инфекции. ПЦР успешно используется для диагностики инфекционных агентов в 4-х различных контекстах: как катализатор усовершенствования существующих диагностических методов; как дополнительный диагностический инструмент; как замена существующих диагностических методов; как новый диагностический метод.

Катализатор усовершенствования существующих диагностических методов. Метод ПЦР, без сомнения, заново определил нижние пределы аналитической чувствительности, так что в настоящее время мы можем исследовать пути улучшения существующих методов, включая обнаружение антигенов и антител, культуральные и бактериальные методы. Чувствительность ПЦР определила высокий уровень аналитической чувствительности в сравнении с которым будет оцениваться диагностическая чувствительность и специфичность вновь разработанных методик. Разработанный метод ПЦР для количественного анализа особенно перспективен, т.к. позволяет определить абсолютные количества и пределы их обнаружения. Таким образом, уровень чувствительности ПЦР будет служить стандартом при разработке и оценке других тестов. Это применение ПЦР будет полезным, естественно, не только для обнаружения болезней, для которых уже существуют другие методы, но также и тех, для которых такие методы еще не разработаны.

Дополнительный диагностический инструмент. Прежде чем ПЦР станет обычным методом решения какой-либо проблемы, необходимо убедиться на опыте, что он превосходит существующие диагностические методы по своей экономичности и эффективности. Клиническое использование ПЦР при отсутствии насущной необходимости было бы расточительным; при отсутствии доказательств его превосходства он мог бы использоваться лишь как дополнение к существующим методам, а не как их замена. Во многих случаях существующие диагностические методы, используемые для обнаружения инфекционных агентов, в основном удовлетворительны. Однако мы ежедневно встречаемся с примерами, когда существующие методы нас не удовлетворяют. Например, их результаты трудно четко интерпретировать, они подвержены частым техническим сбоям, объем образцов для них недостаточен или они по разным причинам являются слишком медленными. В таких случаях использование ПЦР как дополнительной технологии является необходимой.

Замена существующих диагностических методов. Благодаря своей быстроте, чувствительности и специфичности ПЦР уже рассматривался как возможная замена существующих диагностических методик для большого количества инфекционных заболеваний. Некоторые болезни, возбудителей которых выявляют в настоящее время посредством трудоемких и (или) длительных процедур, которые могут быть полностью заменены ПЦР, К тестам, которые, вероятно, могут быть заменены, относятся культивирование M.tuberculosis/M.bovis и близкородственных микобактерий, обнаружение антигена в спинномозговой жидкости при бактериальном менингите, а также определение антигена в спинномозговой жидкости и синтеза специфических IgG внутри гематоэнцефалитического барьера при многих других инфекциях центральной нервной системы (например, вызываемых Coccidioides, Toxoplasma, а также Herpes simplex virus). Другие методы, которые могут быть заменены, включают нечувствительные антительные флуоресцентные тесты на обнаружение организмов в кожных биопсиях; длительные серологические процедуры обнаружения антител, которые слишком часто обеспечивают информацию постфактум; ксенодиагностика для обнаружения Trypanosoma cruzi во время хронической стадии болезни, когда в крови присутствует слишком мало паразитов для их обнаружения методом прямого наблюдения.

Новый диагностический метод. ПЦР является многообещающим диагностическим методом обнаружения инфекционных агентов, для которых в настоящее время не существует надежных диагностических методов, а также для идентификации ранее неизвестных (неидентифицированных) инфекционных агентов. Так ПЦР может применяться для поиска микробов, вызывающих хронические заболевания, когда идентификация соответствующих нуклеиновых кислот из потенциально инфицированных клеток затруднена из-за отсутствия серологического подтверждения, сравнительно малого количества инфицированных клеток и отсутствия полной информации о последовательностях ДНК-зондов.

Обнаружение Borrelia burgdorferi, организма, ответственного за болезнь Lyme'a, представляет собой идеальный пример того, как может использоваться ПЦР. Диагностика болезни Lyme'a затрудняется тем, что симптомы могут отличаться у разных больных или у одного и того же больного в разные периоды времени. Современные серологические тесты имеют ограниченную чувствительность в течение 6 недель с момента инфицирования и часто дают ложноположительные реакции у пациентов с другими заболеваниями, вызываемыми спирохетами. Более того, количество организмов, присутствующих в ткани, слишком мало для их обнаружения. Также ПЦР была успешно использована для обнаружения ДНК Borrelia burgdorferi. Метод оказался высокочувствительным (обнаруживающим количество ДНК, эквивалентное менее чем 50 спирохетам) и специфичным (демонстрирующим отсутствие продуктов амплификации (умножения) ДНК длизкородственным организмов). Таким образом, ПЦР, несомненно, обеспечит быструю диагностику и улучшит терапевтическое слежение за болезнью Lyme'a.

ПЦР уже использовалась для определения последовательностей нуклеиновых кислот вируса иммунодефицита человека (ВИЧ) прежде чем были обнаружены вирусные антигены или получено серологическое подтверждение инфекции; это применение иллюстрирует практичность использования ПЦР для идентификации нуклеиновых кислот микроорганизмов, о которых известно (или предполагается), что они вызывают заболевание. Более того, вследствие специфичности ПЦР, можно создать реагенты для определения диагностически и терапевтически важных подгрупп близкородственных организмов, выявляя таким образом тонкие различия между популяциями одного и того же организма. Это позволит проводить идентификацию и характеристику штаммов на основе данных различий.

Потенциальная применимость ПЦР для обнаружения ранее неидентифицированных вирусов была недавно продемонстрирована в модельной системе с гепаднавирусами, в которой была применена ПЦР с праймером, соответствующим высококонсервативному, группоспецифическому октапептиду обратной транскриптазы в сочетании с праймером к почти инвариантной, общей для многих экзогенных вирусов тетрапептидной последовательности, находящейся примерно на 25 аминокислотных остатков ниже. Критический отбор и тщательная характеризация праймеров, соответствующих группоспецифическим и общим последовательностям функционально важных вирусных белков, упростит изучение ДНК и позволит производить обнаружение, амплификацию, клонирование и определение последовательностей фрагментов уникальных, неизвестных ранее вирусов. "Вырожденные" олигонуклеотиды (т.е. смесь олигонуклеотидов, которые одинаковы по размеру, но содержат последовательности, различающиеся по крайней мере на один остаток; пул вырожденных праймеров, который содержит лишь фракцию праймеров, комплементарных матрице) могут быть использованы для амплификации уникальных, консервативных фрагментов ДНК; этот факт предвещает идентификацию новых вирусов при помощи ПЦР с использованием комбинации вырожденных праймеров с праймерами к консервативным областям известных вирусных егнов. Кроме того, комбинации праймеров, один из которых задает синтез последовательностей, специфических для данных групп микроорганизмов, а другой задает синтез последовательностей, общих для всех этих групп, могут быть полезны для скриннинговых тестов.

Так как наши знания этиологии хронических заболеваний находятся в зародышевом состоянии, весьма вероятно, что расстройства именно этой категории составят большинство тех заболеваний для диагностики которых будет использоваться технология ПЦР.
Современное состояние технологии ПЦР 

Использование ПЦР для тестирования инфекционных болезней можно представить себе как некую постоянную область, содержание и границы которой постоянно сдвигаются и изменяются. В дополнение, можно ожидать одновременного существования различных применений ПЦР в зависимости от уровня развития методов обнаружения данной болезни в данное время. Например, ПЦР может использоваться как новый метод определения ДНК ВИЧ у бессимптомных и негативных по антителам пациентов; как дополнительный метод определения ВИЧ-инфекции у негативных по культуре и сомнительных по вестерн-блоттингу пациентов; как замещающий метод для подтверждения ВИЧ-инфекции у имеющих симптомы, но негативных по антителам и по культуре носителей (например, при агаммаглобулинемии) или у положительных по антителам и негативных по культуре детей, рожденных матерями с ВИЧ-инфекцией.

В настоящее время прежде чем энергично использовать ПЦР, необходимо обдумать, какая именно из ее черт (скорость, чувствительность, специфичность) обещает дать нужный ответ на конкретный клинический вопрос о конкретном агенте. Постоянное внимание к клинически важным вопросам, на которые можно дать ответ только при помощи ПЦР, гарантирует ее быстрое внедрение в обычную лабораторную практику. Тем не менее, скорость, с которой ПЦР станет обычной технологией, будет зависеть от ряда факторов, включая исследования общего характера, необходимые для расширения области ее применения. В частности, должны быть разработаны удобные для пользователя аналитические протоколы для шаблонного использования ПЦР в лабораториях, неприспособленных к освоению сложных процедур, необходимых в настоящее время для предотвращения загрязнения и ложноположительных результатов. Кроме того, необходимо продолжить исследования во всех направлениях (клинические и фундаментальные, академические и коммерческие) с целью создания библиотек праймерных последовательностей для инфекционных агентов. Кроме того, следует предпринять интенсивные исследования с целью определения положительных и отрицательных контрольных величин для анализа методом ПЦР, которые должны давать ответы на острые клинические вопросы, касающиеся четко определенных категорий животных с заболеваниями, которые в настоящее время трудно различать.
Будущее ПЦР

ПЦР будет и в дальнейшем использоваться для обнаружения известных последовательностей нуклеиновых кислот, характерных для специфических инфекционных агентов. Однако благодаря своей чувствительности и специфичности и учитывая недавние достижения, позволяющие проводить количественный анализ, роль ПЦР, расширится и этот метод будут использовать для слежения за больными животными, проходящими лечение от инфекции, с целью подтверждения и того, что лечение уничтожает - или сводит к минимуму - признаки реальной или потенциальной инфицированности. 

ПЦР применялась уже как полезный клинический инструмент для слежения за инфекцией, вызываемой вирусом гепатита В (HBV). Современные данные свидетельствуют о том, что ДНК HBV можно определить у таких носителей, которые являются отрицательными по всем маркерам HBV-инфекции, кроме антител к ядерному антигену и у пациентов, положительных только по антителам к поверхностным и ядерным антигенам. Использование ПЦР для слежения за этими пациентами дает существенное улучшение чувствительности по сравнению с прежними методами, в которых использовалась гибридизация ДНК HBV со специфическими зондами в растворе. Успех этого применения ПЦР, вероятно проложит путь и стимулирует интерес к ее использованию в целях мониторинга других инфекционных заболеваний. Используя высокую чувствительность и специфичность ПЦР, мы сможем установить пороговые уровни микробной транскрипции и трансляции, необходимые для клинической экспрессии инфекции. Способность ПЦР количественно определять информационную РНК будет особенно полезна при изучении хронических заболеваний, таких как туберкулез, бруцеллез и т.д.
