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Nukleinsyrediagnostikk
| medisinsk mikrobiologi

Sammendrag

Bakgrunn. Pavisning av nukleinsyrer fra
mikrober er blitt en viktig del av mikro-
biologisk diagnostikk. | denne artikkelen
presenteres en oppdatering innen
feltet.

Materiale og metode. Oversiktsartik-
kelen er basert pa egne erfaringer og
sek i Medline, med gjennomgang av
relevant litteratur.

Resultater og diskusjon. Amplifika-
sjonsteknikker for nukleinsyre star
sentralt i denne utviklingen. Sekvense-
ring, hybridisering og elektroforetiske
separasjonsmetoder anvendes ogsa
ved ulike problemstillinger. | de senere
ar har instrumentutvikling for automa-
tisk nukleinsyrerensing og sanntids-
PCR gitt nye fremskritt. Analysetiden
er kortet ned, kapasiteten er gkt og
sarbarheten for praveforbytting er redu-
sert. Et okende repertoar av nuklein-
syreanalyser er tilgjengelig for pavis-
ning av mikrobiologiske agenser og
virulensgener i tillegg til genotyping og
monitorering av medikamentresistens
og behandlingsrespons.

| Tidsskriftet nr. 21-23/2005 publiseres
en serie artikler om diagnostisk mole-
kyleerbiologi. Serien er initiert av Jens
Bjerheim og Jahn M. Nesland.
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Pévisning av nukleinsyrer i mikrobiologisk
diagnostikk ble forste gang omtalt i Tids-
skriftet i 1987 (1). Aktuelle metoder og dia-
gnostikk er presentert flere ganger, senest i
1999 i en temaserie (2, 3).

I denne perioden har genteknologiske me-
toder som hybridisering, nukleinsyreampli-
fikasjon og DNA-sekvensering utviklet seg
fra & vaere spennende fremtidsvyer til & ut-
gjore en stor del av den daglige diagnostik-
ken.

Nukleinsyrediagnostikk, pdvisning eller
karakterisering av arvestoffet til mikrobio-
logiske agenser, er i stadig utvikling — med
konsekvenser for rask diagnostikk, behand-
lingsindikasjon og monitorering av behand-
lingsrespons eller tilbakefall, spesifikk pa-
visning av virulensfaktorer og medikament-
resistens. En tabellarisk oversikt over alle
mikrobiologiske nukleinsyretester er blitt
vanskelig innenfor formatet av en oversikts-
artikkel. I ramme 1 er i stedet listet Internett-
adresser som gir oversikt over nukleinsyre-
tester som i dag utferes ved ulike norske
mikrobiologiske laboratorier. Tabell 1 viser
eksempler pa undersgkelser som er aktuelle
ved utvalgte kliniske problemstillinger.

Prgvetaking og
nukleinsyreekstraksjon

Undersgkelse med henblikk pd DNA eller
RNA fra et spesifikt agens kan utferes i en
rekke forskjellige provematerialer, som
blod, serum, spinalvaske, ekspektorat, urin,
feces, amnionveeske, biopsi, sarsekret eller
laboratoriekulturer. Den nukleinsyren som
skal pavises, kan vare labil RNA eller mer
stabil DNA. Nukleinsyren kan vaere beskyt-
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tet av cellevegg og kapsel i bakterier. I en-
kelte tilfeller finnes det spesielle proveta-
kingssett som preserverer arvestoffet. Ellers
ber man under provetaking folge anvisnin-
gen fra det mikrobiologiske laboratorium,
og preven ber sikres rask transport.

Béde mekaniske og enzymatiske rense-
trinn kan vare nedvendig for & sikre intakt
nukleinsyre som er fri for hemmere av den
pafolgende amplifikasjonsprosessen. Noen
provematerialer trenger lite forbehandling
dersom de skal undersekes for DNA-virus.
En bakteriekultur som skal underseokes for et
virulensgen, kan slemmes opp i vann og ko-
kes og bunnfall sedimenteres for PCR (poly-
merasekjedereaksjon) utferes i supernatan-
ten. Men for DNA-undersekelser i de fleste
prevematerialer, og alltid ndr RNA skal pa-
vises, er en skikkelig ekstraksjonsprosedyre
for nukleinsyrer nedvendig. Det er spesielt
viktig med enzymatisk forbehandling for
pdvisning av DNA fra smd mengder av
grampositive bakterier, hvor celleveggen
kan veere vanskelig a adelegge (4).

Amplifikasjonsteknikker

for nukleinsyre

Den tidligste nukleinsyrediagnostikk var ba-
sert pad hybridisering med spesifikke genpro-
ber, noe som for pasientmateriale medforte lav
sensitivitet og dermed begrenset anvendelse
(1). PCR er prototypen pa den nukleinsyre-
amplifikasjon som er blitt fundamentet for
praktisk nukleinsyrediagnostikk. TMA (trans-
kripsjonsmediert amplifikasjon), NASBA
(nucleic acid sequence-based amplification),
LCR (ligasekjedereaksjon) og SDA (strand
displacement amplification) er andre varianter
av malamplifikasjonsteknikker (5). Ogsa sig-
nalamplifikasjonsteknikker som bDNA (bran-
ched DNA) er utviklet (5), men i det videre
blir kun PCR omtalt.

Hovedbudskap

Mikrobiologisk nukleinsyrediagnostikk
er i lepet av de siste arene blitt meget
omfattende og kvalitativt betydelig
forbedret

Viktige arsaker til dette er innfering av
okt automatisering og sanntids-PCR
Nukleinsyrediagnostikken er i rask
utvikling og vil spille en stadig viktigere
rolle i diagnostikk, overvaking og
behandling av infeksjonssykdommer
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Ut fra nukleinsyresekvensen til et agens
kan mindre omrader av arvestoffet oppfor-
meres fra ett molekyl til millioner av kopier
som visualiseres indirekte. Et par korte oli-
gonukleotider (sékalte primere) som flanke-
rer en avgrenset kjent gensekvens, blir kon-
struert og kan leveres i lopet av noen dager
etter bestilling. Det er den eksakte oligonu-
kleotidsekvens av primerparet som bestem-
mer spesifisiteten ved PCR. Dataprogram-
mer kan gjennomseke databanker for alle
kjente gensekvenser for & bekrefte at et pri-
merpar spesifikt vil amplifisere DNA fra kun
det aktuelle agens. Teknikkens store fordel
er at ndr spesifisiteten er sikret gjennom oli-
gonukleotidsyntesen, er reagenser og meto-
dologi for evrig noksé like for alle agenser
man ensker & pavise. Dette er noe av bak-
grunnen for at SARS-coronavirus (SARS-
CoV) kunne pavises med PCR i de fleste
vestlige land bare fi maneder etter at den
nye sykdommen ble oppdaget. Den viktigste
arsaken er imidlertid at virusgenomet raskt
ble klonet og sekvensert (6).

Selv om metodene egner seg for maski-
nell automatisering, har manuell pipettering
og arbeid med enkeltror gjennom mange
trinn karakterisert mikrobiologisk nuklein-
syrediagnostikk frem til nylig. Trass i den
tilsynelatende enkelheten har PCR-prosedy-
ren derfor i praksis likevel veert arbeidskre-
vende og sarbar for menneskelige feil. Det er
her det na skjer avgjerende forandringer.

Automatisering, strekkoding,
seriekobling og datastyring

En rekke automatiserte instrumenter for ek-
straksjon av RNA og DNA er na tilgjengeli-
ge. Provematerialet forsynes med en strek-
kode som felger proven gjennom rensetrin-
nene. Koden folger den videre gjennom
serien av PCR-amplifikasjon, visualisering
og digital registrering i et dataprogram. Det-
te eliminerer faren for preveforbytting ved
manuelle prosedyrer. Metodikken blir mer
robust og standardisert.

Kvantitativ sanntids-PCR

Prinsippet for kvantitativ sanntids-PCR er
det samme som for konvensjonell PCR (7,
8). Ogsa vanlig PCR kan automatiseres. Den
store forskjell mellom PCR og sanntids-
PCR er at det i tillegg til to oligonukleotid-
primere blir konstruert en genprobe som er
spesifikk for sekvensen mellom primerne.
Ved ulike prinsipper — som TagMan, mole-
kylere nebb, FRET — blir det produsert
okende fluorescens i proven jo mer spesifikk
DNA-sekvens det blir dannet (9). Konti-
nuerlig eksitasjon og samtidig registrering
av fluorescenssignalet indikerer derfor spe-
sifikk amplifikasjon i sanntid.

Ved konvensjonell PCR er det sluttpro-
duktet som detekteres etter at amplifikasjo-
nen har naddd en platafase. Ved sanntids-PCR
blir amplifikasjonen registrert ved terskel-
verdien for deteksjon og gjennom den péfol-
gende lineere del av amplifikasjonen. Ved
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Internett-adresser til noen sentrale mikrobiologiske laboratorier som utfgrer

mikrobiologisk nukleinsyrediagnostikk

www.stolav.no/mikrobiologi — St. Olavs Hospital

www.unn.no/fagfolk/handbok/labhandbok/mikrobiologisk —

Universitetssykehuset Nord-Norge

www.rikshospitalet.no/content/res_bibl/3529.pdf — Rikshospitalet

www.ulleval.no/default.asp ?file=mikro.xml — Ulleval universitetssykehus

www.helse-bergen.no/avd/ami/— Haukeland Universitetssjukehus

www.fhi.no/— Folkehelseinstituttet

www.ahus.no/index.asp — Akershus universitetssykehus

www.telelab.no — Telelab, Skien

hjelp av standardkurver og kontroller kan
mengden spesifikk nukleinsyre i utgangs-
materialet bli kalkulert i et dataprogram.
Genproben som er rettet mot den amplifiser-
te sekvensen mellom de to primerne, oker
analysens spesifisitet betydelig. Konvensjo-
nell PCR mé, for a nerme seg tilsvarende
sensitivitet og spesifisitet, kjores som en
flettet PCR (nested PCR) i to trinn, eller am-
plifikasjonsproduktet mé detekteres i en pa-
folgende separat undersekelse med en «cap-
ture-probe» og enzymbkatalysert fargereak-
sjon. Flettet PCR er inntil 1 000 ganger mer
sensitiv og langt mer spesifikk enn konven-
sjonell PCR (10). Sanntids-PCR kvantiterer
i tillegg mengden arvestoffsekvens i ut-
gangsmaterialet og foregdr meget raskt (ca.
30-90 minutter) i ett trinn. Dermed unngés
i stor grad preveforbytting eller krysskonta-
minering, som kan vare problemer ved flet-
tet PCR i separate trinn.

Kvantitative metoder basert pa sanntids-
PCR har mange fordeler fremfor de konven-
sjonelle PCR-metodene. De er raskere, enk-
lere & utfere, har et storre dynamisk male-
omréade og bedre presisjon i det gvre male-
omrédet (10).

Verdien av kvantitative
bestemmelser
Det kan vere tvil om klinisk relevans selv om
en mikrobiell sekvens er sikkert pavist i en
pasientpreve ved hjelp av kvalitativ PCR. Ett
eksempel er infeksjon med cytomegalovirus
(CMV). Dette viruset persisterer, som andre
herpesvirus, vanligvis livet ut etter gjennom-
gétt primerinfeksjon. Intermitterende reakti-
veringer av latent virus med lavgradig repli-
kasjon i endotelceller og leukocytter forleper
vanligvis asymptomatisk hos immunfriske
personer. Hos immunsvekkede pasienter, pre-
maturt fodte og transplantasjonspasienter kan
cytomegalovirusinfeksjon imidlertid vaere al-
vorlig. En kvantitativ bestemmelse av CM V-
DNA i plasma, leukocytter eller fullblod kan
da gi indikasjon for behandling. Samtidig er
kvantitering nyttig for monitorering av be-
handlingsrespons (11).

Pavisning av transkribert RNA ved hjelp
av cDNA-syntese i et uavhengig forste trinn

fulgt av nukleinsyreamplifikasjon er et alter-
nativt kriterium for aktiv infeksjon (12).

Medikamentell behandling av HIV-infek-
sjon, hepatitt C (13, 14) og hepatitt B (15) er
basert pa tilsvarende kvantitering og moni-
torering av virus.

Invasive soppinfeksjoner er en fryktet
komplikasjon ved leukemi og beinmargs-
transplantasjon. In vivo-bildeteknikker og
antigentester har her gitt diagnostiske frem-
skritt. DNA-pévisning mé vere kvantitativ
for & gi sikre holdepunkter for diagnose og
behandling, ettersom minimale mengder
nukleinsyre fra ikke-invasiv sopp lett kan
kontaminere proven (16).

Kommersielt tilgjengelige kvantitative tes-
ter til bestemmelse av virusmengde baseres
pé en kompetitiv amplifikasjon av virustem-
plat sammen med en kjent mengde syntetisert
DNA (standard) som tilsettes hvert reaksjons-
ror. Til slutt detekteres den relative mengde
av virus- og standardamplikon, og resultatet
leses fra en standardkurve som etableres pa-
rallelt i samme oppsett. Ved vurdering av
virusmengde péd grunnlag av slike underse-
kelser er det viktig & veere fortrolig med egen-
skapene til den metoden som benyttes og be-
grensninger i metodens reproduserbarhet.

Inntil nylig har kvantiteringsenhetene
som benyttes ved de forskjellige metodene
ikke uttrykt samme mengde virusnukleinsy-
re i provematerialet, fordi hver metode har
hatt sin egen standard av varierende lengde
og sekvenser utviklet av produsenten. Resul-
tatene av de forskjellige metoder utfort pa
samme prove er derfor ikke sammenlikn-
bare, men angis oftest likevel med samme
benevning, kopier eller ekvivalenter per mil-
liliter. Denne mangelen péd standardisering
har begrenset nytteverdien og gjort det van-
skelig & sammenlikne resultater fra ulike
metoder (17). For & lose dette problemet har
WHO utarbeidet internasjonale standarder
for hepatitt C-virus (HCV) (18), hepatitt B-
virus (HBV) (15) og parvovirus B19 (19) til
metodekalibrering som gir sammenliknbare
resultater i internasjonale enheter (Interna-
tional Units per milliliter — IU/ml).

Metodenes presisjonsniva og reproduser-
barhet bedres stadig, men fortsatt er det slik
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Tabell 1 Nukleinsyrediagnostikk ved enkelte kliniske problemstillinger i Norge i 2005

Problemstilling

Encefalitt — meningitt

Qyeinfeksjon

Nedre luftveisinfeksjon

Peri- og myokarditt

Hepatitt

Gastroenteritt, diaré

Urogenital infeksjon

Cancer cervicis uteri, kondylomer
Immunsvikt

Antibiotikaresistens

Abort, kongenitt/perinatal Infeksjon

Agenspavisning (tilleggsundersokelse)

Enterovirus (genotyping)
Epstein-Barr-virus (kvantitering)
Herpes simplex-virus 1 og 2
Humant herpesvirus 6
Varicella-zoster-virus

Listeria monocytogenes
Neisseria meningitidis
Toxoplasma gondii

Adenovirus (genotyping)
Herpes simplex-virus 1 og 2
Chlamydia trachomatis

Adenovirus (genotyping)
Influensa A-virus

Influensa B-virus
Metapneumovirus
Respiratorisk syncytialt virus
Rhinovirus
SARS-coronavirus
Bordetella pertussis
Chlamydia pneumoniae
Legionella pneumophila
Mycoplasma pneumoniae
Mycobacterium tuberculosis
Andre mykobakterier
Streptococcus pneumoniae

Adenovirus
Enterovirus (genotyping)

Hepatitt A-virus
Hepatitt B-virus (kvantitering, genotyping, resistens)
Hepatitt C-virus ((kvantitering, genotyping)

Adenovirus

Norovirus

Enterohemoragisk E coli (EHEC)
Enteroinvasiv E coli (EIEC)
Enteropatogen E coli (EPEC)
Enterotoksigen E coli (ETEC)

Chlamydia trachomatis
Mycoplasma genitalium
Neisseria gonorrhoeae

Humane papillomavirus (genotyping)
HIV (kvantitering, resistens)

Enterokokker (vanA, -B, -C1/2)
Gule stafylokokker (mecA)
Mycobacterium tuberculosis (katG)

Enterovirus
Cytomegalovirus

Herpes simplex-virus 1 og 2
Parvovirus B19
Toxoplasma gondii

at variasjoner i resultat med en og samme
metode pd <0,5 log,, ikke kan anses som
signifikante endringer (14). Et maleresultat
pa for eksempel 500 000 IU/ml vil med en
maéleusikkerhet pd + 0,5 log,, innebare at
sann verdi kan ligge pa fra 160 000 IU/ml til
1 600 000 IU/ml.

DNA sekvensbestemmelse

og genotyping
PCR-amplifisert DNA brukes for pavisning
og kvantitering av mikrobiologiske agenser
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i et pasientmateriale. Det amplifiserte DNA
kan ogsa benyttes til sekvensundersokelser,
som ofte gir tilleggsopplysninger (20). Mo-
derne medikamentell behandling av HIV-in-
feksjon har drastisk forbedret prognosen for
pasientene. Resistens mot ett eller flere me-
dikamenter er assosiert med typiske muta-
sjoner i HIV-RNA. Pavisning av slike muta-
sjoner er i dag helt nedvendig for & kunne
skreddersy kombinasjonsbehandling og for
a skille mellom resistensutvikling og darlig
etterlevelse ndr virusmengden i plasma sti-
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ger under behandlingen (21). Ved behand-
ling av kronisk aktiv hepatitt B med lamivu-
din er resistensutvikling et notorisk problem
som ogsa er assosiert med typiske mutasjo-
ner i HBV-genomet (22). Andre former for
DNA-sekvensering som blir gjort i Norge
inkluderer typebestemmelser av enterovirus
og adenovirus. DNA-sekvensbestemmelse
er fortsatt en metodikk med begrenset kapa-
sitet. Dersom det dreier seg om pavisning av
en definert sekvensvariant som en genotype,
er strategier med heyere kapasitet utviklet —
for eksempel differensiell hybridisering
eller «line probe assays». Hepatitt C-virus
forekommer som flere genotyper. Béde
prognose og varighet av PEG-interferon-o/
ribavirinbehandling avhenger av genotypen
(14). Rundt 120 ulike typer humane pa-
pillomavirus (HPV) er pavist. Definisjonen
av en ny type er <90 % DNA-sekvenshomo-
logi i bestemte omrader av det strukturelle
L1-genet og de regulatoriske og potensielt
onkogene E6- og E7-gener. Lavrisikotyper
forarsaker kun vorter og aldri kreft, som
f.eks. HPV-6 og HPV-11 i kjennsvorter. Vel
15 heyrisikotyper, inkludert HPV-16 og
HPV-18, er vanligvis en nedvendig, men
ikke tilstrekkelig arsak til livmorhalskreft
(23). Strategier for & supplere cervixcytolo-
giscreening med deteksjon av HPV-heyrisi-
kotyper for kvinner over 30 ar og ved opp-
folging av dysplasi er under utarbeiding og
evaluering (24).

Bakterielle undersgkelser
Nukleinsyrebaserte metoder er i dag blitt et
viktig redskap ogsd innen bakteriologisk
diagnostikk (25). Amplifikasjonsmetoder
egner seg godt til pavisning av bakterier som
er vanskelige 4 dyrke (f.eks. Chlamydia
pneumoniae og Mycoplasma pneumoniae)
eller som ikke lar seg dyrke (Tropheryma
whipplei) (5). Disse metodene kan ogsé be-
nyttes til rask pdvisning av bakterier i prove-
materialer ved mistanke om alvorlige infek-
sjoner, som for eksempel blod/blodkultur og
spinalvaeske, og kan dessuten detektere bak-
terier som er dede eller antibiotikapavirket
slik at de ikke lar seg dyrke eller pavise ved
klassiske bakteriologiske metoder (25). Det
kan imidlertid ta flere uker for DNA fra dede
bakterier blir eliminert, og dette kan vanske-
liggjore tolkingen av positive PCR-resulta-
ter (se omtale av vurderingen av kontrollpre-
ver etter behandling for Chlamydia tracho-
matis nedenfor).

Nukleinsyrediagnostikk egner seg ogsa
godt for pavisning av mykobakterier og
andre bakterier som vokser svert langsomt.
Sekvensering av genet som koder for 16S
ribosomalt RNA er mye brukt for identifi-
kasjon av bakterier som er vanskelige a klas-
sifisere med tradisjonelle biokjemiske og
immunologiske metoder. Dette har gitt ny
genetisk innsikt, som igjen har fatt konse-
kvenser for den taksonomiske inndelingen
av enkelte bakterier.

I bakteriologien blir PCR brukt til pé-
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visning av meticillinresistens (mecA) i Sta-
phylococcus aureus, vancomycinresistens
(vanA, vanB, vanC) i enterokokker og rifam-
picin- og isoniazidresistens (katG) i Myco-
bacterium tuberculosis. Ved siden av pévis-
ning av gener for antibiotikaresistens er
deteksjon av virulensgener (EHEC, EPEC,
skarlatinatoksin, stafylokokktoksin) viktig i
bakteriologisk diagnostikk. Nukleinsyreba-
serte metoder er ogsa viktige redskaper for
epidemiologisk kartlegging av utbruddsstam-
mer (MRSA, Legionella pneumophila, Pseu-
domonas aeruginosa m.fl.). En rekke spesial-
teknikker er utviklet til dette formal, f.eks.
PFGE (pulsed field gel electrophoresis),
AFLP (amplified fragment-length polymor-
phism), RAPD (random amplified polymor-
phic DNA), MLST (multi locus sequence
typing) og DNA-fingerprinting (26, 27).

Nukleinsyrediagnostikk
i allmennpraksis
Primerlegen rekvirerer alt i dag et stort vo-
lum Chlamydia trachomatis-undersekelser
(mer enn 250 000 prover/ar i Norge) fra cer-
vix og urethra. Metoder for nukleinsyream-
plifikasjon har forbedret muligheten for
overvaking av urogenital C trachomatis-in-
feksjon. Sensitiviteten er sd hoy at nuklein-
syre fra denne intracelluleere bakterien kan
pavises i epitel lenge etter adekvat antibio-
tikabehandling, og dersom det er onskelig
med kontroll etter behandling, mé preve tid-
ligst tas etter en maned. Bruken av amplifi-
kasjonstester har ogsd apnet for bruk av
andre preovematerialer, for eksempel urin og
vaginalpensel (28, 29). Undersokelse for
HCV-RNA i plasma eller serum rekvireres
ogsa hyppig av primarlegen.
Immunfluorescensundersgkelse av naso-
pharynxaspirat for pavisning av antigen fra
respiratorisk syncytialt virus, parainfluensa-
virus, influensavirus og adenovirus er nyttig
nar smabarn blir hospitalisert med stridor.
Men PCR-pavisning er ogsa tilgjengelig for
disse virus og andre virus som kan gi luft-
veisinfeksjon og influensaliknende sykdom,
inkludert metapneumovirus og SARS-CoV.
Ved alvorlig nedre luftveisinfeksjon finnes
det ogsa tilbud om PCR for Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydia pneumoniae og
Bordetella pertussis fra samme prove.
Serologiske undersgkelser basert pa kom-
plementbindingsreaksjonen har ofte begren-
set sensitivitet for mange luftveisagenser. Pa
den annen side er over 50 % av alle ovre luft-
veisinfeksjoner forarsaket av rhinovirus og
coronavirus, og mikrobiologisk diagnostikk
er vanligvis ikke pakrevd. Dersom luftveis-
infeksjoner i hovedsak skal bli gjenstand for
nukleinsyrediagnostikk med dagens tekno-
logi, vil belastningen pa helsebudsjettet oke
betydelig, uten at det er penbart at dette vil
gjenspeiles i en tilsvarende helsegevinst.

Kvalitetskontroll og sikkerhetskrav
Egenutviklede varianter av nukleinsyretes-
ter er 1 utstrakt bruk, ogsa i Norge. Dette har
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medfort viktig kompetansebygging og mu-
ligheter til & utvikle diagnostiske metoder
for nye agenser for kommersielle tester er
tilgjengelige (20, 30). Egenutviklede tester
kan ogsa gi innsparinger i forhold til innkjep
av kommersielle tester, men stiller samtidig
store krav til standardisering og kontroller-
barhet. Ofte vil kommersielt tilgjengelige
analyser derfor bli foretrukket. En ulempe
ved at multinasjonale selskaper med ressur-
ser til utvikling og kvalitetssikring overtar
markedet, er at reagenskostnadene oftest blir
betydelig hoyere. Spersmélet blir ikke bare
hva som rent teknisk kan pavises og hvor
raskt, men hva den samfunnsgkonomiske
belastningen vil bli.

Erfaringene med 4 inkludere nukleinsyre-
testene i de nasjonale ringtester er svart
gode. Dette representerer verdifull kvalitets-
sikring som ber opprettholdes og utvikles.
Det finnes ogsa gode og relativt rimelige
europeiske ringtestordninger, for eksempel
det EU-baserte Quality Control for Mole-
cular Diagnostics (QCMD).

Fremtidsutsikter

Det er grunn til & vaere kritisk bade til kost-
nadene forbundet med de ulike metodene og
til deres anvendelsesomrader. I mange sam-
menhenger er tradisjonell diagnostikk med
immunologiske teknikker fremdeles & fore-
trekke, mens nukleinsyrebaserte metoder
kan vere et nyttig og nedvendig supple-
ment. P4 andre omrader er nukleinsyredia-
gnostikk helt nedvendig og en forutsetning
for & sikre store pasientgrupper nedvendig
diagnostikk og behandling og for & kunne
mete nye utfordringer. Det er nok & nevne
SARS, trusselen om en forestdende influ-
ensapandemi og det ekende problem med
antibiotikaresistens for 4 illustrere viktighe-
ten av nukleinsyrediagnostikken. Det er der-
for avgjerende at norske mikrobiologiske la-
boratorier rustes til & mete kravene til mo-
derne diagnostikk, bade ved vedlikehold og
bygging av kompetanse og ved & sikres til-
gang til tekniske lgsninger.

Den viktigste nyvinning i mikrobiologisk
nukleinsyrediagnostikk de siste fem &rene
er automatisert nukleinsyreekstraksjon og
kvantitativ sanntids-PCR. Strekkoding og
robotisert serickobling av rensetrinn — sann-
tids-PCR-dataregistrering — gir fortsatt stort
rom for forbedring av nukleinsyrediagnos-
tikken.

Til undersokelse av genekspresjon for
forskningsformal finnes i dag kort i sékalt
LDA-format (low density array). Dette er
kort med 384 smébrenner som inneholder
primere og probe for en TagMan-sanntids-
PCR. I dette formatet kan kvantitativ sann-
tids-PCR kjeres pa inntil 381 forskjellige se-
kvenser samtidig i 2 pl reaksjonsvolum. Det
virker fristende & utvikle et liknende format
for mikrobiologisk diagnostikk.

DNA-mikromatriseteknologien har enda
storre kapasitet enn LDA-PCR. I dag kan
oligonukleotider som representerer spesifik-
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ke sekvenser, avsettes pa inntil 50 000 ulike
punkter i et vanlig objektglassformat. Alter-
nativt kan noen tusen sekvenser repeteres
i for eksempel ti identiske felter, slik at ti
ulike pasientprover kan underspkes pa ett
objektglass. Mikromatriseteknologien vil
imidlertid kreve en uspesifikk foramplifika-
sjon av nukleinsyre i pasientpreven, er be-
heftet med uspesifikk krysshybridisering og
har et langt smalere dynamisk signalomrade
enn sanntids-PCR.

Det er vanskelig 4 ansla hvilken plass dis-
se nyere teknologiene vil fa i fremtidig dia-
gnostikk. Det som imidlertid synes klart, er
at nukleinsyrediagnostikken i det kommen-
de tiaret vil fortsette & utvikle seg med hen-
blikk pa repertoar, kapasitet, sensitivitet og
spesifisitet og dermed fortsette & revolusjo-
nere mikrobiologisk diagnostikk.

Manuskriptet ble godkjent 23.6. 2005.
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