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Microbiology and Immunology,
Robert Wood Johnson Medical School,
New Bruuswick, NJ, USAAðü ôçí ðëçèþñá ìåèüäùí ÌïñéáêÞò Âéïëïãßáò, ç ðïëõðëåêôéêÞ áëõóé-

äùôÞ áíôßäñáóç ðïëõìåñÜóçò êáé ïé ìéêñïóõóôïé÷ßåò ðáñïõóéÜæïõí åîáé-
ñåôéêü åíäéáöÝñïí. Êáé ïé äýï áõôÝò ìÝèïäïé áðïôåëïýí, óå äéáöïñåôé-
êïýò âáèìïýò, èåáìáôéêÝò âåëôéþóåéò õðáñ÷ïõóþí ôå÷íéêþí, åðéöÝñï-
íôáò óå áõôÝò åîåëéêôéêÞ ðñüïäï. Êáé óôéò äýï ðåñéðôþóåéò åðéôåý÷èçêå,
êáôÜ ôÜîåéò ìåãÝèïõò, ðïëëáðëáóéáóìüò ôçò áðïôåëåóìáôéêüôçôáò ôùí
áñ÷éêþí ìåèüäùí, ãåãïíüò ðïõ ïäÞãçóå óôçí áíÜðôõîç ìéáò óåéñÜò óõ-
íáöþí ðåäßùí ãéá áíÜëõóç, åðåîåñãáóßá êáé áîéïëüãçóç ôùí áðïôåëå-
óìÜôùí. ÅéäéêÜ ïé óõóôïé÷ßåò åðÝôñåøáí ôç äçìéïõñãßá íÝùí õðïêëÜäùí
óôéò ÂéïåðéóôÞìåò, êáèþò ðñïóöÝñïõí óôï ìÝãéóôï âáèìü ôçí éêáíüôçôá
ðïõ Ýãéíå ãíùóôÞ ùò «ðáñÜëëçëç åðåîåñãáóßá õøçëïý ñõèìïý äéåêðå-
ñáßùóçò». Ìå ôïí ôñüðï áõôüí åìöáíßóôçêáí ç ÃïíéäéùìáôéêÞ, ç Öáñìá-
êïãïíéäéùìáôéêÞ, ç ÐñùôåúíùìáôéêÞ, ç ÌåôáâïëéóìéêÞ, ç Ôïîéêïãåíåôé-
êÞ/ÔïîéêïãïíéäéùìáôéêÞ, ç ÃåíåôéêÞ Ïéêïôïîéêïëïãßá êáé ç Âéïðëçñïöï-
ñéêÞ. ÐáñÜ ôéò ôåñÜóôéåò áðáéôÞóåéò åðáëÞèåõóçò, ó÷åäéáóìïý, õðïäï-
ìÞò, ôå÷íïãíùóßáò êáé åîåéäéêåõìÝíçò áíÜðôõîçò, ï óõíäõáóìüò ôùí äýï
ìåèüäùí, õðïóôçñéæüìåíïò áðü óýã÷ñïíåò ôå÷íéêÝò äçìéïõñãßáò, áíß-
÷íåõóçò, áîéïëüãçóçò êáé áíÜëõóçò óÞìáôïò, åðéôñÝðåé äõóèåþñçôá
åðßðåäá áíáëõôéêÞò åîÝôáóçò ìéêñïý üãêïõ äåéãìÜôùí, ìå åîáéñåôéêÝò
åöáñìïãÝò óôçí åñãáóôçñéáêÞ äéÜãíùóç. ¼ìùò, ïé åöáñìïãÝò óôï ÷þñï
ôçò äéÜãíùóçò öÝñïõí Ýíôïíá ôá óçìÜäéá Üëëùí êëÜäùí, üðùò ôçò Ãå-
íåôéêÞò, ðïõ åß÷áí óôñáöåß íùñßôåñá óå áõôÝò ôéò ôå÷íéêÝò êáé áð� üðïõ
ìåôáóêåõÜóôçêáí ãéá íá ÷ñçóéìïðïéçèïýí óôïí Ýëåã÷ï êëéíéêþí äåéã-
ìÜôùí. Ðáñüëá áõôÜ êáé ðáñÜ ôá ðñïâëÞìáôá ðïõ ðñïÝñ÷ïíôáé áðü ôéò
ìç âåëôéóôïðïéçìÝíåò óõóôïé÷ßåò (ó÷åäéáóìÝíåò ãéá ôçí ðïëõáíß÷íåõóç
êáôçãïñéþí âéïìáêñïìïñßùí ìéêñïý áñéèìïý ïñãáíéóìþí), åßíáé äåäï-
ìÝíï üôé ç íÝá, óõæåõãìÝíç ìåèïäïëïãßá äõíçôéêÜ ìðïñåß íá ðñïóöÝñåé
ôçí åîáéñåôéêÞ äéáêñéôéêÞ éêáíüôçôá ðïõ áðáéôåßôáé ãéá ôçí é÷íçëÜôçóç
üëï êáé ðåñéóóüôåñùí ðáèïãüíùí ðáñáãüíôùí (ëïéìïãüíùí Þ ü÷é). Ìå-
óïðñüèåóìá, öáßíåôáé ðùò ç íÝá ìåèïäïëïãßá áðïôåëåß ìïíüäñïìï óôçí
áõîáíüìåíç ðïëõðëïêüôçôá ôùí äéáãíùóôéêþí ðñïêëÞóåùí.
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1. ÅÉÓÁÃÙÃÇ

Áðü ôá ìÝóá ôçò äåêáåôßáò ôïõ ’90 Ý÷åé äñïìïëïãç-

èåß ìéá ìåèïäïëïãéêÞ åðáíÜóôáóç óôï ÷þñï ôçò Ìï-

ñéáêÞò Âéïëïãßáò, ôçò ïðïßáò ôá áðïôåëÝóìáôá ìüëéò

ðñüóöáôá áñ÷ßæïõí íá ãßíïíôáé áéóèçôÜ. ÌåñéêÝò áðü

ôéò íÝåò ìåèïäïëïãßåò õðüó÷ïíôáé åîåôÜóåéò êáé áíáëý-

óåéò êëßìáêáò, ôá÷ýôçôáò, åíäåëÝ÷åéáò êáé åéäéêüôçôáò,

ðïõ ðñï ïëßãùí åôþí Þôáí äýóêïëï íá óõëëÜâåé êÜ-

ðïéïò. Ç õðïó÷üìåíç áîéïðïßçóÞ ôïõò óôçí éáôñéêÞ ðñÜ-

îç åóôéÜæåôáé ìåí óôç äéáãíùóôéêÞ áëëÜ äåí åîáíôëåß-

ôáé åêåß, áöïý ïé åöáñìïãÝò åßíáé üíôùò ðïëõäéÜóôáôåò.

Ïé ôå÷íéêÝò áõôÞò ôçò íÝáò åðï÷Þò åßíáé ðÜñá ðïëëÝò

êáé áõîÜíïíôáé, óôçí êõñéïëåîßá, êáèçìåñéíÜ. Êáèþò ç

åöåýñåóç, êáôáîßùóç êáé íïìéêÞ êáôï÷ýñùóç ìéáò áðï-

ôåëåóìáôéêÞò ìåèïäïëïãßáò óõíåðÜãåôáé ôåñÜóôéá åìðï-

ñéêÜ ïöÝëç, åßíáé áëÞèåéá üôé, áíôß ôçò áðëÞò ðëçèþ-

ñáò, ðáñáôçñåßôáé Ýíáò ðëçèùñéóìüò íåïåìöáíéæüìåíùí,

ËÝîåéò åõñåôçñßïõ

ÄéáãíùóôéêÞ ìåèïäïëïãßá
ÐïëõðëåêôéêÞ PCR
Óõóôïé÷ßåò
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óõ÷íÜ äå éäéáßôåñá ðåñßðëïêùí êáé ìáèçìáôéêïðïéçìÝ-

íùí ôå÷íéêþí. ÐïëëÝò áðü áõôÝò åßíáé óáöþò áíÜîéåò

ëüãïõ, ùò óýëëçøç, ùò åöáñìïãÞ Þ ùò åõñýôçôá äõíá-

ôïôÞôùí. Áõôü áêñéâþò ôï öáéíüìåíï Ý÷åé ðñïêáëÝóåé

ìéá áðïëýôùò äéêáéïëïãçìÝíç äõóðéóôßá óôïõò ôåëéêïýò

áðïäÝêôåò ôÝôïéùí åðéññïþí, äçëáäÞ ôç Âéïìç÷áíßá êáé

(êõñßùò) ôïõò ïñãáíéóìïýò ðñïóöïñÜò õðçñåóéþí õãåßáò.

ÐñáêôéêÜ, Ý÷åé áíáêýøåé, äéåèíþò, ìéá íÝá äéáßñåóç óôéò

ÂéïúáôñéêÝò ÅðéóôÞìåò (öáéíüìåíï ìå ðñïçãïýìåíï óôç

×çìåßá) ìåôáîý ìåèïäïëüãùí/ôå÷íïëüãùí êáé ÷ñçóôþí

áõôþí ôùí ìåèüäùí êáé ôå÷íéêþí ãéá âáóéêÞ, åöáñìï-

óìÝíç êáé âéïìç÷áíéêÞ Ýñåõíá.

Áí êáé óáöþò åëÜ÷éóôåò áðü ôéò êáèçìåñéíÜ äçìï-

óéåõüìåíåò ìåèïäïëïãßåò èá åðéâéþóïõí, ãéá ìéá ðëç-

èþñá ëüãùí, Þäç ìåñéêÝò Ý÷ïõí ðëÝïí ùñéìÜóåé åðáñ-

êþò êáé óçìáôïäïôïýí ôçí ðñïáíáöåñèåßóá íÝá åðï÷Þ.

Ïé äýï âáóéêüôåñåò (áí êáé ïðùóäÞðïôå ü÷é ìüíåò) åßíáé

ç ôå÷íïëïãßá óõóôïé÷éþí (array technology) êáé ç ðï-

ëõðëåêôéêÞ áëõóéäùôÞ áíôßäñáóç ðïëõìåñÜóçò/Ð-ÁÁÐ

(multiplex PCR).

Ïé ìÝèïäïé áõôÝò åßíáé áðüëõôá äéáöïñåôéêÝò ìåôáîý

ôïõò, ôüóï óôçí ðñùôïôõðßá êáé óôïõò óôü÷ïõò ôïõò,

üóï êáé óôçí åîåëéêôéêÞ ïäü ðñïÝëåõóçò êáé ôéò áðáéôÞ-

óåéò ãéá åðéôõ÷Þ ÷ñÞóç ôïõò. Êáôüðéí áõôïý, åßíáé óá-

öÝò üôé áóöáëþò óõíåëÞöèçóáí óå äéáöïñåôéêïýò ÷ñü-

íïõò ãéá äéáöïñåôéêïýò ëüãïõò êáé ðñïêåéìÝíïõ ç ìéá

íá äñá áíåîáñôÞôùò ôçò Üëëçò êáé (êáôÜ ðñïôßìçóç) ìå

åöéêôÞ ôç óýæåõîÞ ôïõò ìå üóï ôï äõíáôü ðåñéóóüôåñåò

õðÜñ÷ïõóåò Þ áíáðôõóóüìåíåò ôå÷íéêÝò êáé ìåèüäïõò.

Ðáñüëá áõôÜ, ç ìÝãéóôç áðïôåëåóìáôéêüôçôÜ ôïõò ðñïÝñ-

÷åôáé áðü ôç óõíäõáóìÝíç ÷ñÞóç ôïõò, ôá áðïôåëÝóìá-

ôá ôçò ïðïßáò ìðïñïýí íá ÷áñáêôçñéóôïýí åðáíáóôáôé-

êÜ, óå áíôßèåóç ìå ôç ìåìïíùìÝíç ÷ñÞóç, ðïõ áðëþò

åðÝöåñå èåáìáôéêÝò âåëôéþóåéò.

ÐñïêåéìÝíïõ íá ãßíåé êáôáíïçôÞ ç óçìáóßá ôïõò óõí-

äõáóôéêÜ, êñßíåôáé áðáñáßôçôç ìéá ôåëåßùò ðåñéëçðôéêÞ

åîÝôáóç ôùí áñ÷þí, ìå âÜóç ôéò ïðïßåò ëåéôïõñãïýí.

2. ÔÅ×ÍÏËÏÃÉÁ ÓÕÓÔÏÉ×ÉÙÍ

2.1. Óôïé÷åéþäçò ðåñéãñáöÞ ôçò ìåèïäïëïãßáò óõóôïé÷éþí

Ç ôå÷íïëïãßá óõóôïé÷éþí ïõóéáóôéêÜ åßíáé íÝá åîÝëé-

îç. ÊÜðïéïò èá ìðïñïýóå ßóùò íá é÷íçëáôÞóåé ìéá ðñï-

ãïíéêÞ ôçò ìïñöÞ óôéò ìåèüäïõò ðïëëáðëþí ìåìïíù-

ìÝíùí åëÝã÷ùí (kits), üðùò ç áíïóïåíæõìéêÞ ìÝèïäïò

(ELISA), ç ñáäéïáíïóïëïãéêÞ (RIA) ê.ëð., áöïý êáé åêåß

õðÜñ÷åé ç éäÝá åíüò ðñïôõðïðïéçìÝíïõ êáé ðñïðáñá-

óêåõáóìÝíïõ õðïóôñþìáôïò óå ðïëëáðëÞ äéåõèÝôçóç,

ðïõ åðéôñÝðåé åöÜðáî ìåãÜëï áñéèìü åëÝã÷ùí. Åðßóçò,

êïéíü óçìåßï áðïôåëïýí ìåñéêïß áðü ôïõò ôñüðïõò áíÜ-

ãíùóçò ôùí áðïôåëåóìÜôùí ôùí óõóôïé÷éþí. ¼ìùò, óôçí

ðñÜîç ðñüêåéôáé ãéá Ýíá Üëìá –êáé ü÷é âÞìá– ðÝñáí

ôùí ðñïáíáöåñèåéóþí ôå÷íéêþí. Óõãêñéíüìåíç ìå ôéò

ELISA êáé RIA, ç ôå÷íïëïãßá ôùí óõóôïé÷éþí âáóßæåôáé

óå Ýíá ðïëý åõñýôåñï öÜóìá âéïëïãéêþí êáé âéï÷çìé-

êþí öáéíïìÝíùí êáé áíôéäñÜóåùí, óôï ìïñéáêü êáôÜ

âÜóç åðßðåäï. ¸ôóé, óôçí áëëçëåðßäñáóç áíôéãüíïõ-

áíôéóþìáôïò ôþñá ðñïóôßèåôáé ç áëëçëåðßäñáóç õðï-

äï÷Ýá-õðïêáôáóôÜôç, åíæýìïõ-õðïóôñþìáôïò êáé óõìðëç-

ñùìáôéêþí âÜóåùí íïõêëåúíéêþí ïîÝùí, åíþ Üëëåò

áëëçëåðéäñÜóåéò (ð.÷. åéäéêÝò áëëçëåðéäñÜóåéò ðñùôï-

ôáãþí Þ áíþôåñùí äïìþí íïõêëåúíéêþí ïîÝùí ìå ðñù-

ôåÀíåò Þ ëïéðïýò ðáñÜãïíôåò êáé ðñùôåúíþí ìå ìç ðñù-

ôåúíéêÜ ìüñéá êáé ìáêñïìüñéá) áíáìÝíïíôáé ëßáí óõíôü-

ìùò. Áîßæåé íá ôïíéóôåß üôé óôçí ðåñßðôùóç óõóôïé÷éþí

äåóïîõïëéãïíïõêëåïôéäßùí ÷ñçóéìïðïéåßôáé åõñýôáôá ï

üñïò “DNA chips”.1 Áí êáé ç éäÝá äåí öáßíåôáé ôüóï

åðáíáóôáôéêÞ, ôïõëÜ÷éóôïí óôç âéïëïãéêÞ ôçò äéÜóôáóç,

ï ôñüðïò ôçò åöáñìïãÞò ôçò áíáìößâïëá åßíáé. Óå áõôü

óõíôåëåß ìéá ôåñÜóôéá óåéñÜ áðü ìç âéïëïãéêÝò ðñïüäïõò,

ðïõ åíóùìáôþíåôáé êáé êáèéóôÜ õëïðïéÞóéìç ôçí åí ëüãù

ìåèïäïëïãßá. Ðñüïäïé óôçí çëåêôñïíéêÞ, ôç ìç÷áíéêÞ

(éäßùò ôç ìéêñïôå÷íïëïãßá) êáé ôçí ïñãáíéêÞ ÷çìåßá

åðéôñÝðïõí ôçí ðïéïôéêÞ õëïðïßçóç ôùí èåùñçôéêþò

ðáñáôçñïõìÝíùí áëëçëåðéäñÜóåùí óôçí êáôáóêåõÞ ôùí

óõóôïé÷éþí, åíþ ç ðïóïôéêÞ ðáñÜìåôñïò åßíáé åîßóïõ

óçìáíôéêÞ: Ðñüïäïé óôïõò ðñïáíáöåñèÝíôåò ôïìåßò êáé,

åðéðëÝïí, óå ôå÷íïëïãßåò áíß÷íåõóçò/áíÜãíùóçò/åì-

öÜíéóçò áðïôåëåóìÜôùí (÷ñùìïãüíá, LASER, êõôôá-

ñïìåôñßá ñïÞò ê.ëð.) åðéôñÝðïõí ôç ñåáëéóôéêÞ ÷ñÞóç

ìéêñïáíáëýóåùí. ÓÞìåñá, åðß ìéáò áíôéêåéìåíïöüñïõ

ðëÜêáò ìðïñïýí íá äéåîá÷èïýí ìåñéêÝò ÷éëéÜäåò áíôé-

äñÜóåéò äïêéìßïõ* ãéá ìéá ðïéêéëßá áíáëýóåùí êáé ðñïó-

äéïñéóìþí, óå ó÷Ýóç ìå ôéò 96 ìéáò óõíçèéóìÝíçò ðëÜ-

êáò, ðïõ ÷ñçóéìïðïéåßôáé ãéá ELISA Þ ãéá ìåñéêÝò íåü-

ôåñåò ÁÁÐ. Ïé åöáñìïãÝò ôùí ôåëåõôáßùí ðåñéëáìâÜ-

íïõí ôçí áíß÷íåõóç éþí óå êõôôáñïëïãéêÜ äåßãìáôá,2

âáêôçñßùí3 Þ áëëåñãéïãüíùí ðáñáãüíôùí óå ôñüöéìá.4

Ç áðüäïóç äéáöÝñåé, ëïéðüí, êáôÜ ôÜîåéò ìåãÝèïõò êáé

óáöþò óå áõôüí ôïí ôïìÝá ôï üñéï ôùí íÝùí ìåèüäùí

äåí Ý÷åé åîáíôëçèåß. Áðü ôçí Üëëç ìåñéÜ, ï ðåñéïñéóìüò

ôïõ üãêïõ, ôïõ âÜñïõò êáé ôùí äéáóôÜóåùí áðïôåëïýí

ìéá ëéãüôåñï äéáöçìéóìÝíç áëëÜ åîßóïõ óçìáíôéêÞ äéÜ-

óôáóç. Ôá ðñïâëÞìáôá áãïñÜò, ìåôáöïñÜò êáé áðïèÞ-

êåõóçò ôùí áðáéôïýìåíùí õëéêþí ìåéþíïíôáé åêèåôéêÜ,

êáèþò ðïëý ìéêñüôåñåò ðïóüôçôåò áíôéäñáóôçñßùí áðáé-

* Ôï áíôéêåßìåíï, õëéêü (öñåÜôéï ðëÜêáò ìéêñïôéôëïðïßçóçò) Þ ìç õëé-

êü (ìÝèïäïò), äéÜ ôïõ ïðïßïõ ðñáãìáôïðïéåßôáé ìéá åîÝôáóç
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ôïýíôáé áíÜ åîÝôáóç êáé óáöþò ìéêñüôåñùí äéáóôÜóåùí

õÜëéíåò Þ ðëáóôéêÝò åðéöÜíåéåò äéåîáãùãÞò ôùí áíáëý-

óåùí. Ôá áíùôÝñù, öõóéêÜ, äéåõêïëýíïõí ðïëý ôçí áðü-

êôçóç õëéêïý êáé ìç÷áíçìÜôùí ðñïò åðåîåñãáóßá. Åíþ

ìéá ðëÜêá ìéêñïôéôëïðïßçóçò ELISA öõãïêåíôñåßôáé ðïëý

äýóêïëá, êáèáñÜ ëüãù äéáóôÜóåùí, ãéá ôç öõãïêÝ-

íôñçóç áíôéêåéìåíïöüñùí (êáé äç óå óçìáíôéêïýò áñéè-

ìïýò) åíáëëáêôéêÝò êåöáëÝò åßíáé Þäç óå ÷ñÞóç ãéá

ëïãéêïý ìåãÝèïõò åðéôñáðÝæéåò öõãïêÝíôñïõò. Ìå ôïí

ôñüðï áõôüí åðéôñÝðåôáé ðïëý ìåãáëýôåñç ìåèïäïëïãé-

êÞ åõêáìøßá óôéò ôå÷íéêÝò ðïõ ÷ñçóéìïðïéïýí áíôéêåé-

ìåíïöüñïõò, áöïý ìðïñïýí íá öõãïêåíôñçèïýí óå

åéäéêÜ ðñïóáñìïóìÝíåò öõãïêÝíôñïõò êáé ãåíéêÜ åßíáé

äåêôéêÝò ìéáò óåéñÜò åðåîåñãáóéþí, ðïõ êõìáßíïíôáé áðü

äõó÷åñåßò Ýùò áäýíáôåò ãéá ïãêùäÝóôåñá õðüâáèñá*

äïêéìßùí.

Åäþ èá ðñÝðåé íá ôïíéóôåß üôé ôï ðïëý ìéêñüôåñï

ìÝãåèïò äåí åßíáé ôï ìüíï ïýôå ôï ðëÝïí óçìáíôéêü

ðëåïíÝêôçìá, áðü ôå÷íéêÞò êáé åðéóôçìïíéêÞò ðëåõñÜò.

Ôï ìéêñü ìÝãåèïò, áñãüôåñá Þ íùñßôåñá, ëüãù ôùí ôå-

ñÜóôéùí ðëåïíåêôçìÜôùí êüóôïõò, èá åðéêñáôïýóå ãéá

áíáëýóåéò ðïëëáðëÞò åðåîåñãáóßáò, üðùò áêñéâþò åì-

öáíßóôçêáí ïé åíéáßåò ðëÜêåò ìéêñïôéôëïðïßçóçò ðïë-

ëáðëþí äåéãìÜôùí ãéá ELISA êáé ïé óýã÷ñïíåò RIA

ðñïò áíôéêáôÜóôáóç ðñïçãïýìåíùí ìåèïäïëïãéþí (üðùò

ïé ðáëáéüôåñåò RIA, ðïõ ÷ñçóéìïðïéïýóáí áôïìéêÜ öéá-

ëßäéá Þ ìéêñïóùëçíÜñéá).

Ôï âáóéêü óôïé÷åßï ôçò åðáíÜóôáóçò ôùí óõóôïé÷éþí

åßíáé ç äéáöïñåôéêüôçôá óôçí ôáõôüôçôá ôùí ðñïóäåäå-

ìÝíùí ìáêñïìïñßùí åðß ìßáò ìüíï åðéöÜíåéáò, åî ïõ êáé

ôï üíïìá. Óå êÜèå õðïìïíÜäá ôçò åðéöÜíåéáò äéåîáãù-

ãÞò åîÝôáóçò, åßôå áõôÞ åßíáé äéóäéÜóôáôç åðéöÜíåéá (óôçí

ðåñßðôùóç ôùí áíôéêåéìåíïöüñùí êáé ôùí ìåìâñáíþí)

åßôå öñåÜôéï (óå ðëÜêá ðïëõáíôéäñÜóåùí), õðÜñ÷åé ðñïó-

äåäåìÝíïò äéáöïñåôéêüò, ðëÞñùò ïìïéïãåíÞò, ðëçèõóìüò

ìïñßùí-õðïäï÷Ýùí. Ç ðñùôïöáíÞò ðõêíüôçôá áõôÞò ôçò

äéáöïñåôéêüôçôáò êáèéóôÜ åöéêôÞ ôç ëåãüìåíç «ðáñÜë-

ëçëç åðåîåñãáóßá», üðïõ åðß ìéáò åðéöÜíåéáò, óôçí ïðïßá

äéåîÜãåôáé ç äïêéìÞ, ðñïóäéïñßæåôáé ìéá ìåãÜëç óåéñÜ

éäéïôÞôùí åíüò äåßãìáôïò, ìå áðïôÝëåóìá ôç ëåðôïìåñÝ-

óôáôç áíÜëõóÞ ôïõ ìå ôåñÜóôéá ïéêïíïìßá ÷ñüíïõ. Ðá-

ëáéüôåñá, ôÝôïéåò «ðáñÜëëçëåò» ôå÷íïëïãßåò –óå ðñù-

ôüãïíç êáôáöáíþò ìïñöÞ ìåñéêþí äåêÜäùí áíôéäñÜ-

óåùí áíÜ åðéöÜíåéá äéåîáãùãÞò åîåôÜóåùí–÷ñçóéìï-

ðïéïýíôáí âáóéêÜ ãéá ðñïóäéïñéóìü ìåôáâïëéêÞò ôáõôü-

ôçôáò ìéêñïïñãáíéóìþí óôá ðëáßóéá ôáîéíïìéêÞò ìåëÝ-

ôçò Þ áêñéâïýò ôáõôïðïßçóçò áðïìïíùèÝíôùí ðáèïãü-

íùí ìéêñïïñãáíéóìþí êáé ãéá ôïõò åëÝã÷ïõò åõáéóèç-

óßáò áõôþí óå öáñìáêåõôéêÜ óêåõÜóìáôá. ÐáñÜäåéãìá

ôÝôïéïõ åëÝã÷ïõ åßíáé ï ðñïóäéïñéóìüò ôçò åëÜ÷éóôçò

áíáóôáëôéêÞò ðõêíüôçôáò ôùí öáñìÜêùí ìå ôç ìÝèïäï

ôùí ìéêñïáñáéþóåùí.

ÂåëôéùìÝíç åöáñìïãÞ ôùí ðáëáéüôåñùí ðñáêôéêþí

ðáñÜëëçëçò åðåîåñãáóßáò áðïôåëïýí óÞìåñá ôá áõôï-

ìáôïðïéçìÝíá óõóôÞìáôá ôáõôïðïßçóçò ðñïêáñõùôéêþí

ìéêñïïñãáíéóìþí, æõìïìõêÞôùí êáé íçìáôïåéäþí ìõêÞ-

ôùí (Biolog), ôá ïðïßá óå ìéá ðëÜêá ìéêñïôéôëïðïßçóçò

åëÝã÷ïõí 96 öáéíïôõðéêÝò éäéüôçôåò áõôþí êáé áðïêá-

ëïýíôáé öáéíïôõðéêÝò óõóôïé÷ßåò. Èá Þôáí ðáñÜëåéøç,

âÝâáéá, íá ìçí áíáöåñèåß üôé öáéíïôõðéêÝò óõóôïé÷ßåò

÷ñçóéìïðïéïýíôáé óÞìåñá åõñÝùò, ôüóï ãéá ôçí ôá÷åßá

êáé áîéüðéóôç ôáõôïðïßçóç ðñïêáñõùôéêþí ìéêñïïñãá-

íéóìþí, üóï êáé ãéá ôéò äïêéìáóßåò åëÝã÷ïõ ëåéôïõñãé-

êüôçôáò ãïíéäßùí. Áõôïý ôïõ ôýðïõ ïé óõóôïé÷ßåò ïíï-

ìÜæïíôáé öáéíïôõðéêÝò (ìéêñï)óõóôïé÷ßåò (âë. ðáñÜãñá-

öï 2.3) êáé óÞìåñá ìðïñïýí íá áíáãíùñßæïõí ìåôáë-

ëáãÝò óôï ðáèïãüíï Gram-áñíçôéêü âáêôÞñéï Escheri-

chia coli, ðïõ óõíäÝïíôáé ìå áíôï÷Þ óôá áíôéâéïôéêÜ.5

ÓõãêåêñéìÝíá, óå 24 þñåò, 700 äéáöïñåôéêïß öáéíïôõ-

ðéêïß ÷áñáêôÞñåò áíÜ óôÝëå÷ïò E. coli ìðïñïýí íá åëåã-

÷èïýí ôáõôü÷ñïíá ãéá ìåôáëëÜîåéò åíïöèáëìßæïíôáò

ìüëéò 10 ìL åíáéùñÞìáôïò ôïõ ìéêñïïñãáíéóìïý óå

êáèÝíá áðü ôá öñåÜôéá, óõíïëéêÜ åðôÜ ðëáêþí ìéêñï-

ôéôëïðïßçóçò.

Åîáéñåôéêü ðñïóüí ôçò äñáìáôéêÞò óìßêñõíóçò (÷á-

ñáêôçñéóôéêü ôçò íÝáò ôå÷íïëïãßáò) åßíáé ôï ãåãïíüò

üôé ôï ìÝãåèïò ôïõ áðáéôïýìåíïõ ðñïò åîÝôáóç äåßãìá-

ôïò ãéá äéáöïñåôéêÝò äïêéìáóßåò ðáñáìÝíåé ìéêñü (åéê.

1). ÃåíéêÜ, äåí îåðåñíÜ ôï ìÝãåèïò ôïõ äåßãìáôïò ðïõ

áðáéôåßôï ãéá ìéá ìïíáäéêÞ äïêéìáóßá óôï ðáñåëèüí.

Áõôü öõóéêÜ óçìáßíåé üôé, óôá ðáñáóêÞíéá ôùí óõóôïé-

÷éþí, ìéá Üëëç ôå÷íïëïãßá áíáðôý÷èçêå èåáìáôéêÜ êáé

êáôÝóôçóå äõíáôÞ ôçí ýðáñîÞ ôïõò: ç ôå÷íïëïãßá âéï-

÷çìéêÞò ðáñáãùãÞò/åíßó÷õóçò óÞìáôïò, ðïõ ðëÝïí

åðéäåéêíýåé ôåñÜóôéá áðïôåëåóìáôéêüôçôá, åõáéóèçóßá êáé

÷áìçëüôáôï ðïóïóôü áõôïðáñåìâïëÞò/áëëçëåðßäñáóçò.

Óõíåðþò, åíôüò åíéáßïõ êáé ðåñéïñéóìÝíïõ üãêïõ äåßã-

ìáôïò åêáôïíôÜäåò Þ ÷éëéÜäåò áíôéäñÜóåéò ðáñáãùãÞò

óÞìáôïò äéåîÜãïíôáé áîéüðéóôá, ôáõôü÷ñïíá, ôá÷ýôáôá

êáé ìå åêðëçêôéêÞ åéäéêüôçôá. Ãé’ áõôüí ôï ëüãï, ç áíÜ-

ãíùóç ôùí áðïôåëåóìÜôùí áðáéôåß áíôßóôïé÷á ëïãéóìé-

êÜ êáé åîåéäßêåõóç ôùí ÷ñçóôþí.6 Ç åéóáãùãÞ ðåñßðëï-

êùí ëïãéóìéêþí ðáêÝôùí ãéá ôçí åðåîåñãáóßá ìáèçìá-

* Ôï õëéêü (ç áíôéêåéìåíïöüñïò Þ ç ìåìâñÜíç åðß ôçò ïðïßáò èá ôõðù-

èïýí ïé óõóôïé÷ßåò Þ ç ðëÜêá ìéêñïôéôëïðïßçóçò, óôá öñåÜôéá ôçò

ïðïßáò åßíáé åíóùìáôùìÝíï ôï ìïíüêëùíï áíôßóùìá) åðß ôïõ ïðïßïõ

äéåîÜãïíôáé ôá äïêßìéá. ÄçëáäÞ, ï õëéêüò öïñÝáò ôùí äïêéìßùí
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Åéêüíá 1. ÐáñÜäåéãìá ìéêñïóõóôïé÷ßáò äéáóôÜóåùí 12´13, ðïõ ðåñéëáìâÜíåé 148 ïëéãïäåïîõñéâïíïõêëåïôéäéêïýò ôüðïõò-êçëßäåò. Ïé áðïóôÜ-

óåéò ìåôáîý ôùí ôüðùí åßíáé 250 ìm. ÊÜèå ôüðïò äéåõêñéíßæåé Ýíá äéìïñöéóìü óçìåéáêÞò ìåôÜëëáîçò áíôéêáôÜóôáóçò åíôüò ôïõ áõôïý áíèñþðéíïõ

äåßãìáôïò. Ç äéåõêñßíçóç ãßíåôáé ìåôÜ áðü åíßó÷õóç ôùí 148 ôüðùí ôïõ äåßãìáôïò (10 ng DNA) ìå ðïëõðëåêôéêÞ áëõóéäùôÞ áíôßäñáóç (Ð-ÁÁÐ)

êáé óÞìáíóç ôïõ åéäéêïý áíÜ ôüðï é÷íçèÝôç ìå ôç ìÝèïäï ôçò  «åðéìÞêõíóçò êáôÜ Ýíá íïõêëåïôßäéï» (single nucleotide extension). Ôá ÷ñçóéìï-

ðïéïýìåíá óå áõôÞ ôç ìÝèïäï íïõêëåïôßäéá äåí åðéôñÝðïõí ðåñáéôÝñù åðéìÞêõíóç (äéäåïîõíïõêëåïôßäéá) êáé åßíáé óçìáóìÝíá ìå êõáíßíç-5 Þ

êõáíßíç-3. Ç åðéëïãÞ ôùí äéìïñöéóìþí åßíáé ôÝôïéá, þóôå ôá äýï ðéèáíÜ íïõêëåïôßäéá, ðïõ áíôéóôïé÷ïýí óôá äýï áëëÞëéá ôïõ êÜèå ôüðïõ, íá

äéáöÝñïõí êáôÜ ôç ÷ñùóôéêÞ. Ôá áìéãÞ ÷ñþìáôá äåß÷íïõí ïìïæõãùôßá ãéá ôï óõãêåêñéìÝíï ôüðï óôï óõãêåêñéìÝíï Üôïìï, åíþ ïé äß÷ñùìïé ôüðïé

ôåêìçñéþíïõí åôåñïæõãùôßá. (á) Åßíáé åìöáíÞ ôá ðïëõðïßêéëá ðñïâëÞìáôá ðïõ áíáêýðôïõí óôçí ðñÜîç áðü ôéò ìéêñïóõóôïé÷ßåò: áíïìïéïãåíÞò

åíôýðùóç, ìåãÜëåò äéáöïñÝò óôçí ðáñáãùãÞ óÞìáôïò, áíïìïéïãåíÞò äéáóðïñÜ ôïõ åäñáßïõ ïëéãïíïõêëåïôéäßïõ åíôüò ôçò åíôõðùìÝíçò êçëßäáò.

(â) Óõóôïé÷ßá âåëôéùìÝíçò ìåèïäïëïãßáò åíôýðùóçò, üðïõ ôï ìÝãåèïò, ç áôïìéêüôçôá êáé ôï ó÷Þìá ôùí êçëßäùí åßíáé óáöþò ðåñéóóüôåñï

ïìïéüìïñöá. Ïé äéáöïñÝò óôçí Ýíôáóç óÞìáôïò óõíå÷ßæïõí õöéóôÜìåíåò, êáèþò åîáñôþíôáé áðü Üëëïõò ðáñÜãïíôåò (Ð-ÁÁÐ, óÞìáíóç é÷íçèÝôç,

ëåðôïìÝñåéåò õâñéäéóìïý) Üó÷åôïõò ìå ôç ìåèïäïëïãßá åíôýðùóçò. (ã) Óõóôïé÷ßá åíôõðùìÝíç õðü âÝëôéóôåò óõíèÞêåò. Ï õâñéäéóìüò åðéôåý÷èçêå

ìå äßùñï ðñùôüêïëëï åíôüò ôïõ áõôüìáôïõ óõóôÞìáôïò åðåîåñãáóßáò åíôõðùìÝíùí óõóôïé÷éþí åðß áíôéêåéìåíïöüñùí Lucidea Slidepro ôçò

Amersham. Åßíáé åíôõðùóéáêÞ ç ïìïéïãÝíåéá óÞìáôïò êáé ó÷Þìáôïò ôùí ôüðùí, ç ðëÞñçò áðïõóßá ôå÷íïõñãçìÜôùí êáé ç áðïõóßá åéäéêïý

èïñýâïõ õðïâÜèñïõ ôùí ôüðùí ðïõ äåí ðáñïõóéÜæïõí åéäéêü óÞìá (Áðü áäçìïóßåõôá áðïôåëÝóìáôá ôùí óõããñáöÝùí).

ôéêïðïéçìÝíùí ãåíåôéêþí äåäïìÝíùí åßíáé Ýêäçëç óå

êÜèå ìåãÜëçò êëßìáêáò ìåëÝôç, üðùò áõôÞ ôïõ ãïíé-

äéþìáôïò ôïõ áíèñþðïõ,7 êáèþò êáé óôç Öáñìáêïãïíé-

äéùìáôéêÞ,8 ç ïðïßá åîåôÜæåé ôï ãßãíåóèáé ôùí íüóùí

êáé ôïõò ìç÷áíéóìïýò áíôáðüêñéóçò óôç èåñáðåßá ìå

åîåéäéêåõìÝíïõ óôü÷ïõ öáñìáêåõôéêÜ óêåõÜóìáôá.

ÁõôÞ ç èåùñçôéêÜ áðëÞ áñ÷Þ ôùí óõóôïé÷éþí åß÷å

ôåñÜóôéåò åðéðôþóåéò óôçí åñåõíçôéêÞ êáé óôçí åìðïñé-

êÞ ðñÜîç.

2.2. Ïé óõóôïé÷ßåò äéåõñýíïõí ôéò ãíùóôéêÝò ðåñéï÷Ýò
ôùí âáóéêþí åðéóôçìþí (ÃïíéäéùìáôéêÞ,
ÐñùôåúíùìáôéêÞ, ÌåôáâïëéóìéêÞ,
ÔïîéêïãïíéäéùìáôéêÞ, ÃåíåôéêÞ Ïéêïôïîéêïëïãßá)

Äéåèíþò ðëÝïí áíáöÝñïíôáé íÝïé êëÜäïé/ãíùóôéêÝò

ðåñéï÷Ýò ôçò Âéïëïãßáò, âáóéóìÝíåò óôéò äõíáôüôçôåò

áíÜëõóçò, Ýñåõíáò êáé óýãêñéóçò ðïõ ðáñÝ÷ïõí ïé óõ-

óôïé÷ßåò. Ç ïíïìáóßá ãßíåôáé áíÜëïãá ìå ôï åßäïò ôùí

ðñïóäåäåìÝíùí Þ ôùí õðü ìåëÝôç ìáêñïìïñßùí (êÜèå

óõóôïé÷ßá öÝñåé äéáöïñåôéêÞò ôáõôüôçôáò, ðëçí ßäéïõ

åßäïõò ìáêñïìüñéá, üðùò óÜê÷áñá, ðïëõðåðôßäéá, áíôé-

óþìáôá Þ Ýíá åßäïò ðïëõíïõêëåïôéäßùí, åßôå äåóïîõñé-

âïíïõêëåïôßäéá åßôå ñéâïíïõêëåïôßäéá). ̧ ôóé, óôçí ðåñß-

ðôùóç ôçò ÷ñÞóçò óõóôïé÷éþí ïëéãïíïõêëåïôéäßùí Þ

ðïëõíïõêëåïôéäßùí áíáöåñüìáóôå ðëÝïí óôç «Ãïíéäéù-

ìáôéêÞ» (Genomics), ç ïðïßá åîåôÜæåé ôï áêñéâÝò ðåñéå-

÷üìåíï ôçò ãåíåôéêÞò ðëçñïöïñßáò êáé, êáô’ åðÝêôáóç,

ôçí ðëÞñç öýóç êáé äïìÞ åðéëåãìÝíùí êÜèå öïñÜ êá-

ôçãïñéþí Þ ôüðùí íïõêëåúíéêþí ïîÝùí. Êáô’ áõôüí ôïí

ôñüðï äéåîÜãåôáé ç ìåëÝôç ôïõ áíèñþðéíïõ ãïíéäéþìá-

ôïò9 êáé ôçò ãåíåôéêÞò âÜóçò áóèåíåéþí10 êáé ç åðá-

íáîéïëüãçóç ôùí ðñüäñïìùí äåäïìÝíùí ðïõ åß÷áí ðñï-

êýøåé áðü ôç ìåëÝôç ôïõ ãïíéäéþìáôïò ôùí ðáèïãüíùí

ìõêÞôùí, üðùò ôùí æõìïìõêÞôùí, ôùí íçìáôïåéäþí ìõ-

êÞôùí, ôùí äßìïñöùí ìõêÞôùí Histoplasma capsulatum,

ôçò Pneumocystis carinii, êáèþò êáé ôïõ ãïíéäéþìáôïò

ôïõ âáóéäéïìýêçôá Cryptococcus neoformans (ðßí. 1).

Óå áíôßèåóç ðñïò ôç ÃïíéäéùìáôéêÞ, ç ÃåíåôéêÞ åîÝôá-

æå ôç äéÜäïóç êëçñïíïìïýìåíùí éäéïôÞôùí, äçëáäÞ âá-
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óéêÜ Ýíá öáéíïìåíïëïãéêü áðïôÝëåóìá, ðïõ ü÷é ìüíï

åîáñôÜôï ìåñéêþò áðü åîùãïíéäéùìáôéêïýò ðáñÜãïíôåò,

áëëÜ, åêôüò áõôïý, áðïôåëïýóå ôï Ýììåóï –Þ Üìåóï–

áíôéêåßìåíï ìéêñïý ìüíï ìÝñïõò ôïõ ãïíéäéþìáôïò. Âá-

óéêüôåñç äéáöïñÜ åßíáé ôï üôé, óôç ÃåíåôéêÞ, ìïíÜäá

ìåëÝôçò åßíáé ïõóéáóôéêÜ ôï Üôïìï (ìïíïêýôôáñïò Þ

ðïëõêýôôáñïò ïñãáíéóìüò). Áíôßèåôá, óôç Ãïíéäéùìáôé-

êÞ ôï áíôéêåßìåíï åßíáé ï öïñÝáò ôçò ðëçñïöïñßáò, ï

ïðïßïò åîåôÜæåôáé êáé áíáëýåôáé ÷ñçóéìïðïéþíôáò ìåèï-

äïëïãßá, ôå÷íïãíùóßá êáé áñ÷Ýò ÌïñéáêÞò Âéïëïãßáò

êáé Âéï÷çìåßáò, áëëÜ ÷ùñßò ôçí åíáó÷üëçóç ìå ôá áíôé-

êåßìåíá ôùí äýï ðñïáíáöåñèÝíôùí ÊëÜäùí. Ïé ôåëåõ-

ôáßïé ðëÝïí èåùñåßôáé üôé åîáíôëïýíôáé óôç öýóç êáé

óôï ãßãíåóèáé ôùí åíå÷üìåíùí áëëçëåðéäñÜóåùí ôçò

ÃåíåôéêÞò êáé ôçò ÃïíéäéùìáôéêÞò êáé óôá öáéíüìåíá

ðïõ ôéò äéÝðïõí. Áíôßèåôá, ç ÃïíéäéùìáôéêÞ, ÷ùñßò íá

áó÷ïëåßôáé ìå ôï «ãéáôß êáé ðþò» ôùí áëëçëåðéäñÜóåùí,

ôéò ÷ñçóéìïðïéåß ðñïò åîé÷íßáóç ôçò óýíèåóçò ìÝñïõò Þ

ôïõ óõíüëïõ ôïõ ãïíéäéþìáôïò åíüò ïñãáíéóìïý.11,12

Áíôßóôïé÷ç êáôçãïñßá ôçò ÃïíéäéùìáôéêÞò, êáé ìå âñá-

÷õðñüèåóìá åêñçêôéêüôåñç äéÜäïóç êáé åìðïñéêüôåñåò

åöáñìïãÝò, åßíáé ç åðéêåíôñïýìåíç óôéò ðñùôåÀíåò

«ÐñùôåúíùìáôéêÞ»* (proteomics). ÁíåîÜñôçôá ìå ôï ðþò

ìåëëïíôéêÜ èá áðïäïèåß óôá åëëçíéêÜ ï üñïò «prote-

omics» (êÜôé êáèüëïõ äåõôåñåýïí), ôï áíôéêåßìåíï ôïõ

êëÜäïõ åßíáé, êáô’ áíôéóôïé÷ßá ôçò ÃïíéäéùìáôéêÞò, ç

ôá÷ýôáôç êáé åíäåëå÷Þò ìåëÝôç ìÝñïõò Þ üëïõ ôïõ ðñù-

ôåúíéêïý ðåñéå÷ïìÝíïõ ìéáò âéïëïãéêÞò ïíôüôçôáò, üóïí

áöïñÜ ôç óýíèåóç, ôç äïìéêÞ êáé ëåéôïõñãéêÞ óõããÝ-

íåéá êáé ôéò åîåëéêôéêÝò ó÷Ýóåéò.

Ïé åöáñìïãÝò áõôÞò ôçò ìåèïäïëïãßáò ðåñéëáìâÜ-

íïõí ôçí ôáõôïðïßçóç óôü÷ùí ãéá ôç èåñáðåßá ðñùôï-

ðáèþí äõóëåéôïõñãéþí ôïõ ìåôáâïëéóìïý, åðéôõã÷Üíï-

íôáò ôç äéáöïñéêÞ áíÜëõóç ôçò åêöñáæüìåíçò ðñùôåÀ-

íçò óå õãéÞ êáé ðáèïëïãéêÜ êýôôáñá.13 Ïé äéáöïñÝò óôá

åðßðåäá Ýêöñáóçò, ðïõ åíôïðßæïíôáé áðü ôéò óõóôïé÷ßåò,

åßíáé äõíáôü íá õðïäåßîïõí ðñùôåúíéêïýò ôüðïõò ðïõ

åßôå åõèýíïíôáé ãéá ìéá íüóï åßôå åìðëÝêïíôáé óå âéï÷ç-

ìéêÝò ïäïýò ó÷åôéæüìåíåò ìå áõôÞ. Óõíåðþò, ôï öáñìá-

êåõôéêü óêåýáóìá, êáôåõèõíüìåíï åðß åéäéêþí óôü÷ùí,

ìðïñåß íá äñÜóåé êáé íá êáôáóôåßëåé ôá ðáèïëïãéêÜ öáé-

íüìåíá. Ç Ýñåõíá óå áõôü ôï åðßðåäï Ý÷åé óõìâÜëåé óôïí

ðñïêáôáñêôéêü ó÷åäéáóìü öáñìáêåõôéêþí óêåõáóìÜôùí

ðïõ óôï÷åýïõí óôïí Ýëåã÷ï êáé óôçí áäñáíïðïßçóç ôùí

ìç÷áíéóìþí ðïõ ðñïêáëïýí éó÷áéìßá ôïõ ìõïêáñäßïõ,14

êáèþò êáé óôïí Ýëåã÷ï ôçò ãÞñáíóçò ôùí éóôþí.15

Óôç «ìåôáãïíéäéùìáôéêÞ» åðï÷Þ, ðïõ äéáíýïõìå, äåí

èá Þôáí äõíáôü íá ìç ìåëåôçèïýí ìå ôïí ßäéï åíäåëå÷Þ

ôñüðï ôá ìåôáâïëéêÜ ðñïúüíôá óå ðñïêáñõùôéêÜ êáé

åõêáñõùôéêÜ êýôôáñá. ÄåäïìÝíïõ üôé áëëáãÝò óôçí Ýê-

öñáóç ãïíéäßùí (åéê. 2) ðïõ êùäéêïðïéïýí ðñùôåÀíåò

åðéöÝñïõí, óå ìåñéêÝò ðåñéðôþóåéò, áëëáãÝò óôï ìåôá-

âïëéóìü, èåùñçôéêÜ åßíáé åöéêôü, áíé÷íåýïíôáò ôéò äåý-

ôåñåò, íá åîÜãïíôáé óõìðåñÜóìáôá áíÜäñïìá ãéá ôéò

ðñþôåò Þ, áíôßèåôá, áíé÷íåýïíôáò ôéò ðñþôåò, íá ðñïãé-

ãíþóêïíôáé ïé äåýôåñåò. Ôá ôåëåõôáßá ÷ñüíéá ðéóôåýåôáé

üôé åíþ ôï ãïíéäßùìá ÷ñçóéìïðïéåßôáé ãéá ìáêñïðñüèå-

óìç áðïèÞêåõóç ðëçñïöïñéþí, ôï «ðñùôåÀíùìá» åê ôùí

ðñáãìÜôùí ëåéôïõñãåß ùò öïñÝáò âñá÷õðñüèåóìçò áðï-

èÞêåõóçò ðëçñïöïñéþí, åíþ ç åëåã÷üìåíç áðü ðáñÜ-

ãïíôåò ìåôáãñáöÞò áíÜêôçóç ðëçñïöïñéþí åðçñåÜæå-

ôáé áðü ôç ìåôáâïëéêÞ êáôÜóôáóç ôïõ êõôôÜñïõ. Óõíå-

ðþò, ïé êõôôáñéêÝò ëåéôïõñãßåò ìðïñåß íá èåùñçèåß üôé

Ðßíáêáò 1. Äéåõèýíóåéò äéáäéêôýïõ, üðïõ êáôáãñÜöïíôáé ïé ðëçñïöïñßåò ãéá ôï ãïíéäßùìá ðáèïãüíùí ìõêÞôùí.

Ìýêçôáò                  Äéåýèõíóç

Candida albicans (2 ´ 16 Mb)* http://www-sequence.stanford.edu./group/candida  —  http://genolist.pasteur.fr./CandidaDB

Aspergillus fumigatus (32 Mb)* http://www.tigr.org/tdb/e2k1/afu1  —  http://www.sanger.ac.uk/Projects/A_fumigatus

Cryptococcus neoformans (23–25 Mb)* http://www-sequence.stanford.edu/group/C.neoformans  —  http://cneo.genetics.duke.edu

Pneumocystis carinii (8 Mb)* http://pneumocystis.uk.edu

Histoplasma capsulatum (23–25 Mb)* http://www.genome.wustl.edu./projects/hcapsulatum

Candida tropicalis** http://cbi.libri.u-bordeaux.fr.Genolevures/genolevures.php3

ÄéåèíÞò Ðñùôïâïõëßá ãéá ôç ÌåëÝôç http://www-genome.wi.mit.edu/seq/fgi
ôïõ Ãïíéäéþìáôïò ôùí ÌõêÞôùí

 * ÌÝãåèïò ãïíéäéþìáôïò (êáôÜ ðñïóÝããéóç)
** Ôï ìÝãåèïò ôïõ ãïíéäéþìáôïò äåí Ý÷åé áêüìç õðïëïãéóôåß

* Ç ðëÝïí äüêéìç åëëçíéêÞ áðüäïóç èá Þôáí «ÐñùôåúíùìáôéêÞ», ìå

ôçí ðáñáôÞñçóç üôé ôï óýíïëï ôùí ðñùôåúíþí ìéáò âéïïíôüôçôáò óðá-

íßùò áðïêáëåßôáé óôá åëëçíéêÜ «ðñùôåÀíùìá». ÅíáëëáêôéêÜ, óå ðá-

ëáéüôåñåò ïñïëïãßåò, ðåñéãñáöéêÜ ðáñüìïéïò üñïò õðÞñ÷å êáé å÷ñç-

óéìïðïéåßôï åíôáôéêÜ: ï üñïò «ëåýêùìá» ðåñéãñÜöåé áêñéâþò ìéá ôÝ-

ôïéá óõëëïãéêÞ ïíôüôçôá êáé, ÷ñçóéìïðïéïýìåíïò ùò âÜóç, èá Ýäéíå

ôçí –ðñùôüôõðç– åëëçíéêÞ åêäï÷Þ «ëåõêùìáôéêÞ»

Åã÷ñùìç
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åðçñåÜæïíôáé áðü ïìÜäåò åôåñïãåíþí óõíéóôùóþí Þ

åðéðÝäùí ïñãÜíùóçò, ðïõ áëëçëåðéäñïýí åíôüò åíüò

ïëïêëçñùìÝíïõ óõóôÞìáôïò êáé, åðïìÝíùò, åßíáé áíé-

÷íåýóéìåò óå äéÜöïñá åðßðåäá ïñãÜíùóçò, óõìðåñéëáì-

âáíïìÝíïõ êáé ôïõ ìåôáâïëéóìéêïý.

ÅðéðëÝïí, ç õðü áíÜðôõîç «ìåôáâïëéóìéêÞ» ôå÷íïëï-

ãßá (metabolome technology/metabolomics) äåí ðñïû-

ðïèÝôåé ôçí ðëÞñç áíÜëõóç ôïõ ãïíéäéþìáôïò åíüò ïñ-

ãáíéóìïý ðñïêåéìÝíïõ íá ìåëåôçèïýí ïé ìåôáâïëßôåò

ôïõ. Áíé÷íåýïíôáé äå åõêïëüôåñá, åöüóïí ôá åêêñéíüìå-

íá ìåôáâïëéêÜ ðñïúüíôá åíüò ïñãáíéóìïý åßíáé óçìá-

íôéêÜ ëéãüôåñá (ðåñßðïõ 1000 áíÜ ïñãáíéóìü) áðü ôá

ãïíßäéá (áñêåôÝò ÷éëéÜäåò óôï ìéêñüôåñï ãíùóôü âá-

êôçñéáêü ãïíéäßùìá êáé äåêÜäåò ÷éëéÜäåò óôïõò ðïëõ-

êõôôÜñéïõò ïñãáíéóìïýò) Þ áðü ôéò ðñùôåÀíåò. Ðñïò ôï

ðáñüí, ç ôå÷íïëïãßá ôùí óõóôïé÷éþí óôç Ìåôáâïëéóìé-

êÞ ðåñéïñßæåôáé óôçí áíß÷íåõóç ìåôáâïëéêþí ðñïúüíôùí

öõôþí ïéêïíïìéêÞò óçìáóßáò. Åßíáé üìùò ïñáôü ôï åí-

äå÷üìåíï åöáñìïãþí óôçí áíß÷íåõóç ðïëëáðëþí ìå-

ôáâïëéôþí ðïéêéëßáò ðáèïãüíùí ìéêñïïñãáíéóìþí óå

Ýíá êëéíéêü äåßãìá.16

ÖõóéêÜ, ïé ñáãäáßåò åîåëßîåéò óå üëïõò ôïõò ôïìåßò

ôçò ÌïñéáêÞò Âéïëïãßáò äåí èá Þôáí äõíáôü íá ìçí

åðçñåÜóïõí ôéò ìåèïäïëïãßåò åëÝã÷ïõ áëëçëåðéäñÜóå-

ùí ôùí âéïëïãéêþí ïíôïôÞôùí ìåôáîý ôïõò êáé ìå ôï

ðåñéâÜëëïí, óôï ïðïßï äéáâéïýí. Áõôü ïäÞãçóå óôç äç-

ìéïõñãßá ìéáò íÝáò ãíùóôéêÞò ðåñéï÷Þò ôçò Ôïîéêïëï-

ãßáò, ðïõ ïíïìÜóôçêå ÔïîéêïãïíéäéùìáôéêÞ (Toxico-

genomics), êáé ìéáò íÝáò ãíùóôéêÞò ðåñéï÷Þò ôçò Ïéêï-

ôïîéêïëïãßáò, áíáöåñüìåíç ùò ÃåíåôéêÞ Ïéêïôïîéêïëï-

ãßá (Genetic Ecotoxicology). Ùò ÔïîéêïãïíéäéùìáôéêÞ ïñß-

æåôáé «ç ìåëÝôç ôçò ó÷Ýóçò ìåôáîý äïìÞò êáé ëåéôïõñ-

ãßáò ôïõ ãïíéäéþìáôïò êáé ôùí âëáâþí ðïõ áõôü õöß-

óôáôáé, üðùò ìåôáëëáîïãÝíåóç, ðïõ ðñïêáëåßôáé óôï

ãïíéäßùìá ôïõ áíèñþðïõ áðü åîùãåíåßò ðáñÜãïíôåò

(öáñìáêåõôéêïß, âáñÝá ìÝôáëëá üðùò ôï êÜäìéï Þ ï

øåõäÜñãõñïò, ÷ñùóôéêÝò, ÷çìéêÜ ëéðÜóìáôá, ðáñáóéôï-

êôüíá êáé åíôïìïêôüíá êáé ïñãáíéêïß äéáëýôåò), ðïõ

ìïëýíïõí ôï ðåñéâÜëëïí.17,18 Ç ÃåíåôéêÞ Ïéêïôïîéêïëï-

ãßá êáëýðôåé ôç ìåëÝôç ôùí ìïñéáêþí ìç÷áíéóìþí ìå-

ôáëëáîïãÝíåóçò êáé ôåñáôïãïíßáò óå üëá ôá åðßðåäá

âéïëïãéêÞò ïñãÜíùóçò áôüìùí Þ ðëçèõóìþí (ðßí. 2).19–21

2.3. ÁðïôåëÝóìáôá ôçò ôå÷íïëïãßáò ôùí óõóôïé÷éþí
(ëïéìþîåéò êáé ãåíéêüôåñç âéïúáôñéêÞ ðñÜîç)

ÁöÝèçêå ôåëåõôáßï ôï êáèüëá åðáíáóôáôéêü óôïé÷åßï

ðïõ ðñïêýðôåé áðü ôçí ôå÷íïëïãßá óõóôïé÷éþí. ÁíáöÝñ-

èçêå ðñùôýôåñá ç Ýííïéá ôçò ðáñÜëëçëçò åðåîåñãá-

óßáò êáé áíÜëõóçò. ÐñáêôéêÜ, áõôü óçìáßíåé ìéá ôåñÜ-

óôéá âåëôßùóç éêáíïôÞôùí. Ìéá åðéöÜíåéá äéåîáãùãÞò

ðïëëáðëþí áíáëýóåùí åîåôÜæåé ðëÝïí Ýíá êáé ìüíï

äåßãìá êáôÜ ôñüðï åíäåëå÷Þ, áðëü êáé ôá÷ý, áíôéêáèé-

óôþíôáò ôéò åõÜñéèìåò îå÷ùñéóôÝò áíôéäñÜóåéò ãéá êÜèå

äïêéìáóßá ðáñåëèïõóþí ðñáêôéêþí. ¼ëåò ïé äïêéìáóßåò

ãßíïíôáé ôáõôü÷ñïíá, óôïí ßäéï ÷þñï êáé ÷ñüíï, êáé

áíáãéãíþóêïíôáé ìå åíéáßï ôñüðï êáé åöÜðáî, ìå áðï-

ôÝëåóìá åîïéêïíüìçóç ü÷é ìüíï ÷ñüíïõ êáé åñãáôïù-

ñþí, áëëÜ êáé åîïðëéóìïý/õðïäïìÞò áíÜãíùóçò êáé

õðïóôÞñéîçò. ÔÝôïéåò óõëëÞøåéò äåí åßíáé êáéíïöáíåßò.

Ïé áíáëõôÝò ðïõ ÷ñçóéìïðïéïýíôáé óå ìéêñïâéïëïãéêÜ

êáé âéï÷çìéêÜ åñãáóôÞñéá êáé ôá åìðïñéêÜ óõóôÞìáôá

ðïëëáðëþí äïêéìáóéþí ôáõôïðïßçóçò ìéêñïïñãáíéóìþí

áðïôåëïýí åöáñìïãÞ áõôÞò ôçò áñ÷Þò. Ôï ßäéï éó÷ýåé,

êáôÜ ìåßæïíá ëüãï, ãéá ôïõò ðëÝïí óýã÷ñïíïõò áíáëõ-

ôÝò õøçëÞò ôå÷íïëïãßáò ðïõ ÷ñçóéìïðïéïýíôáé ãéá ôçí

ôáõôïðïßçóç ìéêñïïñãáíéóìþí, üðùò ïé ðñïáíáöåñèåß-

óåò öáéíïôõðéêÝò óõóôïé÷ßåò.5 ¼ìùò, ç ôåñÜóôéá ðïéêé-

ëßá êáé áíáëõôéêÞ éêáíüôçôá ôùí óõóôïé÷éþí, ôï ìéêñü

ìÝãåèïò, ç êáèéÝñùóç ôçò åíéáßáò åðéöÜíåéáò äéåîáãù-

ãÞò áíôßäñáóçò Þ åîÝôáóçò, ï ðïëëáðëáóéáóìüò ôçò

äéáêñéôéêÞò éêáíüôçôáò ôçò ìåèüäïõ ìå ôçí ðáñÜëëçëç

äõíáôüôçôá äéåîáãùãÞò åêáôïíôÜäùí Þ ÷éëéÜäùí áíôé-

äñÜóåùí êáé ç ðëÞñçò ôõðïðïßçóç ðñïò ÷ñÞóç ñïìðï-

ôéêþí ìåèüäùí óå üëç ôç äéáäéêáóßá áðïôåëïýí áðü

êïéíïý ôç ÷áñáêôçñéóôéêÞ ìßîç éäéïôÞôùí ôçò ôå÷íïëï-

ãßáò ðïõ áíáöÝñåôáé ùò (ìéêñï)óõóôïé÷ßåò (åéê. 1). Ôõ-

ðéêü ðáñÜäåéãìá ôçò óõìâïëÞò ôùí ìéêñïóõóôïé÷éþí óôç

ìéêñïâéïëïãßá ôùí ëïéìþîåùí êáé óôç ãåíéêüôåñç éáôñé-

êÞ ðñÜîç åßíáé ç ôá÷åßá áíáãíþñéóç ãïíéäßùí ôùí ìé-

êñïâéáêþí ôïîéíþí, óõã÷ñüíùò ìå ôçí áíß÷íåõóç ãïíé-

Åéêüíá 2. Âáóéêü äüãìá ôçò ÌïñéáêÞò Âéïëï-

ãßáò. Ç áðïèÞêåõóç, åðåîåñãáóßá êáé åêôÝëåóç

åíôïëþí ãéá ôçí ïëïêëÞñùóç  ôùí êõôôáñéêþí

ëåéôïõñãéþí åèåùñåßôï üôé óõíéóôïýóáí äéáêñé-

ôÜ åðßðåäá ïñãÜíùóçò. Áðïäåéêíýåôáé ðëÝïí üôé

ïé áíèñþðéíïé üñïé êáé óõíèÞêåò ïñãÜíùóçò

äåí ôõã÷Üíïõí åêôßìçóçò áðü ôç öýóç.



ÓÕÓÔÏÉ×ÉÅÓ ÊÁÉ ÐÏËÕÐËÅÊÔÉÊÇ PCR 431

Ðßíáêáò 2. ÅöáñìïãÝò óõóôïé÷éþí Þ êáé ðïëõðëåêôéêÞò áëõóéäùôÞò áíôßäñáóçò ðïëõìåñÜóçò (Ð-ÁÁÐ) óôç âéïúáôñéêÞ ðñÜîç

Ãíùóôéêü  Óõ÷íüôåñåò åöáñìïãÝò  ÁíôéðñïóùðåõôéêÝò
áíôéêåßìåíï âéâëéïãñáöéêÝò áíáöïñÝò

ÃåíåôéêÞ ÊëçñïíïìéêÜ íïóÞìáôá, ãåíåôéêÞ âÜóç ôïõ êáñêßíïõ, ðëçèõóìéáêÞ ãåíåôéêÞ, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
ðñïóäéïñéóìüò ìåôáëëÜîåùí, ÐñùôåúíùìáôéêÞ, ÌåôáâïëéóìéêÞ, ó÷åäéáóìüò 12, 13, 14, 15, 16,
÷çìåéïèåñáðåõôéêþí êáé áíôéâéïôéêþí ðáñáãüíôùí (ÖáñìáêïãïíéäéùìáôéêÞ) 22, 27, 30, 50, 54, 55
ðñïò äñÜóç åðß åéäéêþí óôü÷ùí

Âáêôçñéïëïãßá/ ÄéáöïñéêÞ äéÜãíùóç âáêôçñéáêþí ëïéìþîåùí, áíß÷íåõóç/ôáõôïðïßçóç ìç÷áíéóìþí 22, 31, 32, 33, 34,
Ìõêïâáêôçñéïëïãßá áíôï÷Þò óôá áíôéâéïôéêÜ, ðñïóäéïñéóìüò ìåôáëëÜîåùí êáé ëïéìïãüíùí ðáñáãüíôùí, 35, 36, 59, 60, 61

ÖáñìáêïãïíéäéùìáôéêÞ, äéáöïñéêÞ äéÜãíùóç Staphylococcus spp áíèåêôéêþí
óôç ìåèéêéëßíç óå êëéíéêÜ äåßãìáôá, ôáõôü÷ñïíç äéáöïñéêÞ äéÜãíùóç ëïéìïãüíùí
êáé ìç ëïéìïãüíùí Bacillus anthracis êáé B. cereus

Éïëïãßá Ôáõôü÷ñïíç áíß÷íåõóç/äéáöïñïðïßçóç åíôåñïúþí (Poliovirus, Coxsackie, Echovirus) 8, 6, 37, 38, 58
êáé çðáôßôéäáò Á, ðñïóäéïñéóìüò ééêïý öïñôßïõ êõôôáñïìåãáëïúïý (CMV), ôáõôü÷ñïíç
äéáöïñéêÞ äéÜãíùóç CMV, Epstein-Barr (EBV), varicella-zoster (VZV),
herpes simplex (HSV) óå êëéíéêÜ äåßãìáôá, ðáñÜëëçëç áíß÷íåõóç HIV-RNA ôýðïõ É,
RNA éïý çðáôßôéäáò C êáé DNA éïý çðáôßôéäáò Â

Ôïîéêïëïãßá ÔïîéêïãïíéäéùìáôéêÞ (ìïñéáêïß ìç÷áíéóìïß ôïîéêÞò äñÜóçò ïñãáíéêþí åíþóåùí 17, 18, 19, 20, 22,
óôïí áíèñþðéíï ïñãáíéóìü, ðñïóäéïñéóìüò áíåðéèýìçôùí åíåñãåéþí öáñìÜêùí, 34, 39, 62, 63
ôïîéêïëïãéêÞ áîéïëüãçóç ÷çìéêþí ðñïúüíôùí), ôáõôü÷ñïíç äéáöïñïðïßçóç
ãïíéäßùí ðïõ êùäéêïðïéïýí  ìõêïôïîßíåò Á. flavus êáé A. parasiticus,
äéáöïñïðïßçóç áöëáôïîéíïðáñáãùãþí êáé ìç áöëáôïîéíïðáñáãùãþí Á. flavus

ÃåíåôéêÞ ¸ëåã÷ïò ôùí óõíåðåéþí îåíïâéïôéêþí ïõóéþí (ôïîéíþí ðñùôåúíéêÞò Þ ìç ðñùôåúíéêÞò 19, 21, 22
Ïéêïôïîéêïëïãßá öýóçò), ôùí ïñãáíéêþí êáé áíüñãáíùí áðïâëÞôùí åðß ôçò äïìÞò êáé ëåéôïõñãßáò ôïõ DNA,

þóôå íá ðñïóäéïñéóôåß ç ó÷Ýóç áéôßïõ-áéôéáôïý óôç ìåôáëëáîéïãÝíåóç, óôçí ôåñáôïãïíßá
Þ óôç ìéêñïåîÝëéîç óå üëá ôá åðßðåäá âéïëïãéêÞò ïñãÜíùóçò, áôüìùí Þ ðëçèõóìþí,
ìåëÝôç ôçò åðßäñáóçò ðåñéâáëëïíôéêþí ðáñáãüíôùí åðß ôçò ãåíåôéêÞò ðëçèõóìþí,
ðñïóäéïñéóìüò óå åðßðåäï ãïíéäßùí ðïëëáðëþí âëáâþí, ðïõ ðñïêáëåß ôï êÜäìéï êáé
ôï ôñé÷ëùñïáéèõëÝíéï åöüóïí åéóÝëèïõí óôç äéáôñïöéêÞ áëõóßäá

Ìéêñïâéïëïãßá ÄéáöïñéêÞ äéÜãíùóç ìéêñïïñãáíéóìþí ðïõ ìåôáäßäïíôáé ìå ôá ôñüöéìá 19, 20, 21, 22,
Ôñïößìùí/ äéÜ ôçò óýã÷ñïíçò áíß÷íåõóçò Ýîé ãïíéäßùí (eaeA, slt-I, slt-II,  fliC, 32, 33, 34, 35
Ìéêñïâéïëïãßá rfbE êáé ipaH) ôùí Salmonella, Shigella, E. coli, ôáõôü÷ñïíç áíß÷íåõóç
ÐåñéâÜëëïíôïò/ êáé ôáõôïðïßçóç Clostridium botulinum ôýðùí A, B, E êáé F, Listeria monocytogenes êáé
Äçìüóéá Õãåßá Salmonella spp, äéáöïñéêÞ ôáõôïðïßçóç Escherichia coli O157:H7 óå ÷þìá êáé íåñü

Ðáñáóéôïëïãßá ÖáñìáêïãïíéäéùìáôéêÞ (ó÷åäéáóìüò áíèåëïíïóéáêþí öáñìÜêùí), ãïíéäéùìáôéêÞ êáé 42, 43, 44, 45, 46,
ðñùôåúíùìáôéêÞ ãéá ôçí áíÜëõóç ìç÷áíéóìþí áíôï÷Þò ôïõ Plasmodium falciparum 47, 48, 51, 56, 64,
óôá áíèåëïíïóéáêÜ öÜñìáêá, Ýëåã÷ïò ìåãÜëïõ áñéèìïý äåéãìÜôùí áßìáôïò ðëçèõóìþí 65, 66, 67, 68
õøçëïý êéíäýíïõ ãéá åëïíïóßá, ôáõôü÷ñïíç äéáöïñéêÞ äéÜãíùóç P. vivax, P. ovale,
P. falciparum, P. malariae óå êëéíéêÜ äåßãìáôá, ôáõôïðïßçóç ôùí óôáäßùí êýêëïõ æùÞò
ôïõ Toxoplasma gondii, äéáöïñéêÞ äéÜãíùóç åéäþí Trichinella, ôáõôü÷ñïíç äéáöïñéêÞ
äéÜãíùóç íçìáôåëìßíèùí êôçíéáôñéêÞò êáé ïéêïíïìéêÞò óçìáóßáò, äéáöïñéêÞ äéÜãíùóç
êýóôåùí Entamoeba histolytica êáé E. dispar óå êüðñáíá, äéáöïñéêÞ äéÜãíùóç ùïêýóôåùí
Cryptosporidium parvum êáé Cryptosporidium spp óå êüðñáíá, ôáõôü÷ñïíç äéáöïñéêÞ
äéÜãíùóç ëåìöþìáôïò êåíôñéêïý íåõñéêïý óõóôÞìáôïò êáé ôïîïðëÜóìùóçò óå áóèåíåßò
ìå AIDS

Åíôïìïëïãßá ÃïíéäéùìáôéêÞ êáé ðñùôåúíùìáôéêÞ ìåëÝôç Anopheles gambiae (êýñéïò äéáâéâáóôÞò 69, 70, 71, 72
ôïõ Plasmodium gambiae, ðïõ ðñïêáëåß ðÜíù áðü 1 åêáôïììýñéï èáíÜôïõò/Ýôïò),
óõãêñéôéêÞ ãïíéäéùìáôéêÞ Á. gambiae êáé A. funestus, ãïíéäéùìáôéêÞ ìåëÝôç
ãéá ôïí ðñïóäéïñéóìü ôùí ìç÷áíéóìþí áíôï÷Þò ôùí Áíùöåëþí óôá åíôïìïêôüíá,
ôáõôïðïßçóç ôùí åðôÜ åéäþí Áíùöåëþí ôïõ óõìðëÝãìáôïò Anopheles dirus, äéáâéâáóôþí
åëïíïóßáò óôç ÍÁ Áóßá

Ìõêçôïëïãßá ÃïíéäéùìáôéêÞ, ðñùôåúíùìáôéêÞ, ìåôáâïëéóìéêÞ, ôïîéêïãïíéäéùìáôéêÞ ìåëÝôç ìç÷áíéóìþí 11, 23, 39, 40,
áíôï÷Þò óôá áíôéìõêçôéáêÜ öÜñìáêá, ðáñÜëëçëç äéáöïñéêÞ ôáõôïðïßçóç ìõêÞôùí áðü 41, 49, 54, 73, 74
êáèáñÜ êáëëéåñãÞìáôá, éóôïýò êáé áðü öéÜëåò áéìïêáëëéåñãåéþí, ðñïóäéïñéóìüò íÝùí
óôü÷ùí ãéá ôá áíôéìõêçôéáêÜ öÜñìáêá

äßùí ðïõ åõèýíïíôáé ãéá ôçí áíôï÷Þ óå áíôéâáêôçñéáêÜ

Þ áíôéìõêçôéáêÜ öÜñìáêá, êáèþò êáé ôïí ôáõôü÷ñïíï

ðñïóäéïñéóìü ãïíüôõðïõ ãíùóôþí ðïëõìïñöéêþí ôü-

ðùí. Êáô’ áõôüí ôïí ôñüðï, ìéá ðïéêéëßá ÷ñïíïâüñùí êáé

õøçëïý êüóôïõò åñãáóôçñéáêþí äïêéìþí õðïêáèßóôá-

íôáé áðü ìéá ôá÷åßá êáé ìåóïðñüèåóìá ïéêïíïìéêüôåñç

åîÝôáóç.22,23 Óôï ðáñåëèüí, ç ðáñÜëëçëç åðåîåñãáóßá

(ìå åîáßñåóç ðåñéðôþóåéò üðùò ôá åìðïñéêÜ óõóôÞìáôá
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ãéá ôçí ôáõôïðïßçóç ìéêñïïñãáíéóìþí ìå âÜóç ôéò âéï-

÷çìéêÝò ôïõò éäéüôçôåò Þ ôéò ìåôñÞóåéò åëÜ÷éóôçò áíá-

óôáëôéêÞò ðõêíüôçôáò) áöïñïýóå ïìïéïåéäÞ åðåîåñãá-

óßá äéáöïñåôéêþí äåéãìÜôùí óå ìéá óåéñÜ ïìïåéäþí

õðïóôñùìÜôùí. Ôï áðïôÝëåóìá Þôáí ÷ñïíéêïß ðåñéïñé-

óìïß (üðùò ç áíáìïíÞ óõãêÝíôñùóçò åðáñêïýò áñéè-

ìïý äåéãìÜôùí ãéá äéåîáãùãÞ äïêéìáóßáò ELISA ãéá

ôïí ðñïóäéïñéóìü ôßôëïõ áíôéóùìÜôùí Þ áíôéãüíïõ). Ìå

ôéò ìéêñïóõóôïé÷ßåò, Ýíá êáé ìüíï äåßãìá åðáñêåß ãéá

íá ïñßóåé ôç äéåîáãùãÞ ìéáò ðïëõáíÜëõóçò, ÷ùñßò öõ-

óéêÜ íá áðáéôåßôáé, óå ïñéóìÝíåò ðåñéðôþóåéò, ç ÷ñÞóç

üëùí ôùí ðñïóöåñïìÝíùí äõíáôïôÞôùí. Ìðïñïýí, äç-

ëáäÞ, íá äéåîá÷èïýí ìåñéêÝò ìüíï áðü ôéò äéáèÝóéìåò

áíôéäñÜóåéò ãéá ðñïóäéïñéóìü óõãêåêñéìÝíùí êáé áõ-

óôçñÜ åðéëåãìÝíùí ðáñáìÝôñùí, ÷ùñßò áýîçóç ôïõ êü-

óôïõò áíÜ åîÝôáóç. Áíáëõôéêüôåñç ðåñéãñáöÞ ôùí áñ-

÷þí áõôþí áêïëïõèåß êáôùôÝñù.

Ïé óõóôïé÷ßåò áðáíôïýí ôï åñþôçìá «õðÜñ÷åé áõôÞ ç

ïíôüôçôá óå Ýíáí ðëçèõóìü;» êáé ôçí áðáíôïýí ãéá

ðÜñá ðïëëÝò ïíôüôçôåò äéÜ ìéáò (åéê. 1). Ðáñáäåßãìáôá

ôÝôïéùí åöáñìïãþí, ìå ôéò ïðïßåò õðïêáèßóôáíôáé Üë-

ëåò ìÝèïäïé ÌïñéáêÞò Âéïëïãßáò, åßíáé ç äéåõêñßíçóç

ýðáñîçò óõãêåêñéìÝíùí ïãêïãïíéäßùí óå Üôïìá Þ ðëç-

èõóìïýò, ç áíß÷íåõóç ìéáò óçìåéáêÞò ìåôÜëëáîçò óå

óõãêåêñéìÝíåò èÝóåéò áíèñþðéíïõ ãïíéäßïõ ìå ðéèáíÝò

åðéðôþóåéò óôçí åõáéóèçóßá Ýíáíôé óõãêåêñéìÝíùí ðá-

èÞóåùí üðùò ôïõ êáñêßíïõ ôïõ åíôÝñïõ,22 ç ðáñïõóßá

óõãêåêñéìÝíùí áëëçëüìïñöùí ãïíéäßùí, ðïõ ïñßæïõí

ôç ãåùãñáöéêÞ ðñïÝëåõóç êÜðïéïõ åîåôáæüìåíïõ ìýêç-

ôá Ýíåêá åßôå ìåìïíùìÝíùí êáé ãåùãñáöéêÜ ïñéïèåôç-

ìÝíùí åîåëéêôéêþí ìç÷áíéóìþí, åßôå ãåíåôéêþí öáéíï-

ìÝíùí, üðùò áõôþí ôçò áíåõðëïåéäßáò, äéðëïåéäßáò Þ

ðïëõðëïåéäßáò,24 êáé, öõóéêÜ, ç áíß÷íåõóç ðáñïõóßáò

ãïíéäßùí áíôï÷Þò óå óõãêåêñéìÝíåò ïìÜäåò áíôéâáêôç-

ñéáêþí Þ áíôéìõêçôéáêþí öáñìÜêùí.25

Áíôßèåôá, ïé óõóôïé÷ßåò, áðü ìüíåò ôïõò, äåí ìðïñïýí

íá åðåîåñãáóôïýí ôï åñþôçìá «ôé õðÜñ÷åé óå áõôüí ôïí

ðëçèõóìü;» êáé, áêüìç ëéãüôåñï, íá åíôïðßóïõí êáé íá

ôáõôïðïéÞóïõí Üãíùóôåò ïíôüôçôåò åíôüò Þ åêôüò åíüò

ïìïåéäïýò êáé ïìïéïãåíïýò ðëçèõóìïý. Áðáéôïýí ëå-

ðôïìåñÞ ãíþóç êáé ó÷åäéáóìü. Ãíþóç ôïõ ôé áíáìÝíåôáé

íá õðÜñ÷åé êáé ôïõ ðþò áõôü ìðïñåß íá åíôïðéóôåß êáé

ó÷åäéáóìü ãéá ôï ðþò èá åðéôåõ÷èåß áõôüò ï åíôïðéóìüò

ìáæß ìå ðïëëïýò Üëëïõò ïìïåéäåßò. ÅðéãñáììáôéêÜ, ðñÝ-

ðåé íá åßíáé ãíùóôü ôï «ôé ìðïñåß íá õðÜñ÷åé», ãéá íá

áðáíôÞóïõí óôï åñþôçìá «ôé üíôùò õðÜñ÷åé» êáé áõôü

öõóéêÜ ìüíï áí ôï äåýôåñï óýíïëï áðïôåëåß, ìå ôçí

áõóôçñÞ ìáèçìáôéêÞ Ýííïéá, ãíÞóéï õðïóýíïëï ôïõ

ðñþôïõ.

ÕðÜñ÷åé êáé ç Üðïøç üôé ìðïñïýí íá äþóïõí –åêôüò

áðü ðïéïôéêÝò– êáé ðïóïôéêÝò áðáíôÞóåéò êáé ìÜëéóôá óå

ëßãï ùò ðïëý áðüëõôåò êáé åíäåéêôéêÝò ôéìÝò.13,26 Öõóé-

êÜ, åð’ áõôïý õðÜñ÷åé ðÜíôá ç áìöéóâÞôçóç üóùí èåù-

ñïýí ôçí ðïóïôéêïðïßçóç âéïáíôéäñÜóåùí êáé âéïöáéíï-

ìÝíùí in vitro («åí äïêéìßù») åðéóöáëÞ äéáäéêáóßá êáé

åðéóôçìïíéêÜ ìåìðôÞ, ôïõëÜ÷éóôïí ìÝ÷ñé ôçí Ýëåõóç

äõíáôïôÞôùí ðëÞñïõò ìåëÝôçò êáé ðïóïôéêïý ðñïóäéï-

ñéóìïý ôïõ ðëÞèïõò ôùí ðáñáãüíôùí ðïõ ôá äéÝðïõí.27

3. ÐÏËÕÐËÅÊÔÉÊÇ ÁËÕÓÉÄÙÔÇ ÁÍÔÉÄÑÁÓÇ
ÐÏËÕÌÅÑÁÓÇÓ

3.1. Óôïé÷åéþäçò ðåñéãñáöÞ ôçò ìåèüäïõ

Áðü ôçí åìöÜíéóÞ ôçò ìÝ÷ñé óÞìåñá, ç ÁëõóéäùôÞ

Áíôßäñáóç ÐïëõìåñÜóçò (ÁÁÐ) Ý÷åé åîåëé÷èåß óå üíôùò

õðåñâïëéêü âáèìü. ÍÝåò ðáñáëëáãÝò åìöáíßæïíôáé ìå

åíï÷ëçôéêÞ óõ÷íüôçôá, óõíÞèùò Ý÷ïíôáò ìÜëëïí ëßãá

íá ðñïóöÝñïõí ìå ôçí ðéèáíÞ äéåýñõíóç ôçò åöáñìï-

ãÞò ôïõò (ðëçí ìåñéêþí äçìïóéåýóåùí áðü ôçí ïìÜäá

ðïõ ôçí åðéíüçóå). Ãåíéêþò, üìùò, êÜðïéïò ìðïñåß íá

èåùñÞóåé üôé áõôÞ ç äéÜ÷õôç äñáóôçñéüôçôá ôñïðïðïßç-

óçò êáé åîÝëéîçò ôçò áñ÷éêÞò éäÝáò ïäÞãçóå óôçí åîÜíôëç-

óç ôùí ðéèáíþí (Þ êáé áðßèáíùí) ÷ñÞóéìùí ìåôáôñï-

ðþí ôçò âáóéêÞò éäÝáò. ÅíäåéêôéêÜ, áíáöÝñïíôáé ç áëõ-

óéäùôÞ áíôßäñáóç ðïëõìåñÜóçò óôåñåÞò öÜóçò ðïõ óõí-

äõÜæåôáé ìå ïëéãïíïõêëåïôéäéêÝò óõóôïé÷ßåò, ç éóïèåñ-

ìéêÞ êõëéüìåíïõ êýêëïõ, ç óåéñéáêÞ äéåéóäõôéêïý óÞìá-

ôïò êáé ç ðïëõðëåêôéêÞ ðñáãìáôéêïý ÷ñüíïõ áíÜãíù-

óçò.25–29

Ôá ðñïâëÞìáôá ðïõ áíáêýðôïõí ìå ôç ÷ñÞóç ôçò

ÁÁÐ åßíáé ðïëëÜ êáé åîáñôþíôáé êõñßùò áðü ôï öÜóìá

÷ñÞóçò ôçò. Ç ìÝèïäïò Ý÷åé óõãêåêñéìÝíåò áäõíáìßåò,

áëëÜ ôï ðïéåò áðü áõôÝò ôáëáíßæïõí Ýíá óõãêåêñéìÝíï

÷ñÞóôç åîáñôÜôáé ðåñéóóüôåñï áðü ôéò åöáñìïãÝò, óôéò

ïðïßåò áõôüò åìðëÝêåé ôç ìÝèïäï. Ìéá áäõíáìßá, ü÷é

ìåéïíÝêôçìá, ôçò ìåèüäïõ, óå üëåò ôéò áñ÷éêÝò êáé åîå-

ëéãìÝíåò ðáñáëëáãÝò ôçò, õðÞñîå ç äõíáôüôçôá åîÝôá-

óçò ìßáò ìüíï ìïñéáêÞò ðáñáìÝôñïõ óå Ýíá äåßãìá áíÜ

áíôßäñáóç. ÓÞìåñá, áõôïý ôïõ åßäïõò ïé áíôéäñÜóåéò,

üðïõ åîåôÜæåôáé ìéá áëëçëïõ÷ßá-óôü÷ïò (Üó÷åôá ìå ôéò

ôñïðïðïéÞóåéò ðïõ ìðïñïýí íá åðÝëèïõí óôçí áêñéâÞ äéá-

äéêáóßá), ïíïìÜæïíôáé «ÌïíïðëåêôéêÝò» (simplex) M-AAÐ,

êáèþò ôï ðñïúüí ðñïêýðôåé áðü ôçí «ðëïêÞ» áíôéãñá-

öÞò áëëçëïõ÷éþí-óôü÷ùí, ðïõ ðåñéâÜëëïõí Ýíá ìïñéá-

êü ôüðï-óôü÷ï óå Ýíá Þ ðåñéóóüôåñá áíôßãñáöá. Ç åðá-

íÜóôáóç äåí åðÞëèå áðü ôçí ôñïðïðïßçóç ôçò âáóéêÞò

éäÝáò åðß ôçò äéáêñéôéêÞò éêáíüôçôáò Ýíáíôé åíüò (ðéèá-

íþò ðïëëáðëïý, üðùò ðñïáíáöÝñèçêå) óôü÷ïõ åíôüò
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åíüò äåßãìáôïò áíÜ áíôßäñáóç. ÅðÞëèå áðü ôéò ôñïðï-

ðïéÞóåéò ðñïò ôçí ôáõôü÷ñïíç åíßó÷õóç ðåñéóóïôÝñùí

ôïõ åíüò ìïñéáêþí ôüðùí (ðéèáíþò ðïëëáðëþí áíôé-

ãñÜöùí, Ýêáóôï óôï åîåôáæüìåíï DNA). Ç ìÝèïäïò áõôÞ

ïíïìÜóôçêå «ÐïëõðëåêôéêÞ ÁÁÐ» (multiplex PCR) êáé

åðÝôñåðå äñáóôéêÝò âåëôéþóåéò Ýíáíôé ìåèïäïëïãéþí ðïõ

÷ñçóéìïðïéïýóáí ôéò âáóéêÜ ìïíïðëåêôéêÝò ôå÷íéêÝò.30

Ç ðïëõðëåêôéêÞ ìÝèïäïò áñ÷éêÜ åðÝôñåðå ôçí åõ÷åñÝ-

óôåñç äéåõêñßíçóç åíüò äåßãìáôïò ìå ëéãüôåñåò áíôé-

äñÜóåéò. Áõôü, åíþ Üñãçóå íá åêôéìçèåß óôç äéáãíùóôé-

êÞ ôùí ëïéìþîåùí, ôåëéêÜ åöáñìüóôçêå óôç äéáöïñéêÞ

äéÜãíùóç áðåéëçôéêþí ãéá ôç äçìüóéá õãåßá ìéêñïïñ-

ãáíéóìþí, üðùò Bacillus anthracis,31 E. coli O159:H7,32

Listeria monocytogenes êáé åéäþí ôïõ ãÝíïõò Salmonel-

la,33 Clostridium botulinum,34 Mycobacterium tuberculosis,35

ìéêñïïñãáíéóìþí ðïõ åõèýíïíôáé ãéá íïóïêïìåéáêÝò

ëïéìþîåéò, üðùò ôùí áíèåêôéêþí óôç ìåèéêéëßíç óôáöõ-

ëïêüêêùí,36 êáèþò êáé áíß÷íåõóçò åíôåñïúþí óõã÷ñü-

íùò ìå áõôÞ ôïõ éïý ôçò çðáôßôéäáò Á êáé áíß÷íåõóç

ðÝíôå ôýðùí åñðçôïúþí (HV) óå åãêåöáëïíùôéáßï õãñü

áóèåíþí ìå HIV-ëïßìùîç.37,38 H ðïëõðëåêôéêÞ ìÝèïäïò

÷ñçóéìïðïéÞèçêå ðñüóöáôá óôç ÄéáãíùóôéêÞ Ðáñáóé-

ôïëïãßá êáé Ìõêçôïëïãßá. Ç êõñéüôåñç êáé éäéáßôåñá

óçìáíôéêÞ óõìâïëÞ ôçò Ð-ÁÁÐ óôç äçìüóéá õãåßá åß-

íáé ç áíß÷íåõóç ãïíéäßùí ìõêïôïîéíþí óå åðéâåâáéùìÝ-

íåò åðéìïëýíóåéò ôñïößìùí áðü Aspergillus parasiticus.39

Ïé ðáëáéüôåñåò ôå÷íéêÝò áíß÷íåõóçò Þôáí ÷ñïíïâüñåò

ùò ðñïò ôçí åðåîåñãáóßá ôïõ õðü Ýëåã÷ï äåßãìáôïò êáé

áðáéôïýóáí ÷ñÞóç õøçëÞò ðéóôüôçôáò õãñï÷ñùìáôïãñá-

ößáò (High Performance Liquid Chromatography, HPLC).

ÃåíéêÜ, ç åöáñìïãÞ ôçò ðïëõðëåêôéêÞò ôå÷íéêÞò óôïí

ôïìÝá ôçò Ìõêçôïëïãßáò õóôåñåß Ýíáíôé ôùí ðïëëáðëþí

åöáñìïãþí ðïõ éó÷ýïõí óôç Âáêôçñéïëïãßá, åîáéôßáò

ôçò âñáäåßáò ðñïüäïõ óôçí áíÜãíùóç ôïõ ãïíéäéþìá-

ôïò ôùí ìõêÞôùí. ÅðéðëÝïí, ôï ãïíéäßùìá ôùí ìõêÞôùí,

ëüãù ôùí ðïéêßëùí êáé éäéüôõðùí öáéíïìÝíùí áíáóõí-

äõáóìïý, Ý÷åé ìåôáâëçôü ÷áñáêôÞñá, óôïé÷åßï ðïõ äõ-

ó÷åñáßíåé ôï ó÷åäéáóìü êáé ðåñéïñßæåé ôçí ðéóôüôçôá ôùí

åíáñêôþí ãéá ôçí Ð-ÁÁÐ. Ïé äõóêïëßåò áõôÝò áíáäåé-

êíýïíôáé ìÝóù ôùí áðïôåëåóìÜôùí Ð-ÁÁÐ ãéá ôç äéá-

öïñïðïßçóç åéäþí Candida, Cryptococcus êáé Aspergillus

áðü êáèáñÜ êáëëéåñãÞìáôá êáé áðü öéÜëåò èåôéêþí

áéìïêáëëéåñãåéþí, ðáñÜ ôçí Ýêäçëç åõöïñßá ùò ðñïò

ôçí ôáõôïðïéçôéêÞ áîéïðéóôßá ôçò ìåèüäïõ, ðïõ äéáöáß-

íåôáé ìÝóù ôùí ó÷ïëßùí ôùí óõããñáöÝùí.40,41 Éäéáßôåñá

óçìáíôéêÞ åßíáé ç óõíåéóöïñÜ ôçò Ð-ÁÁÐ óôçí Ýãêáé-

ñç áíáãíþñéóç åëïíïóßáò êáé óôçí ôáõôü÷ñïíç ôáõôï-

ðïßçóç åéäþí Ðëáóìùäßïõ óå äåßãìáôá ïëéêïý áßìáôïò

(Plasmodium vivax, P. ovale, P. falciparum, P. malariae),42

óôçí áíáãíþñéóç êáé äéáöïñïðïßçóç ôñïöïæùéôþí

Entamoeba histolytica áðü áõôïýò ôçò E. dispar,43 ðáñÜ

ôá õøçëÜ üñéá áíß÷íåõóçò (20 ôñïöïæùßôåò E. dispar Þ

1000 ôñïöïæùßôåò E. histolytica) Ýíáíôé ôçò õøçëüôåñçò

åõáéóèçóßáò ôùí 5 êáé 10 êýóôåùí E. histolytica êáé E.

dispar ìå Ì-ÁÁÐ êáé ôçò ðñüóöáôá áíáðôõ÷èåßóáò Ð-

ÁÁÐ ãéá ôáõôü÷ñïíç áíß÷íåõóç êýóôåùí óå êëéíéêÜ

äåßãìáôá, ìå åéäéêüôçôá 1,00 êáé åõáéóèçóßá 0,9444–46

óôç äéáöïñïðïßçóç üëùí ôùí åéäþí Trichinella47 êáé

åéäþí Cryptosporidium48 (ðßí. 2).

Áíôßèåôá, ïé ãåíåôéóôÝò, ðïõ åî áíôéêåéìÝíïõ ÷åéñßæï-

íôáé ôåñÜóôéïõò áñéèìïýò äåéãìÜôùí êáé ôüðùí, Ýóðåõ-

óáí íá õéïèåôÞóïõí ôçí Ð-ÁÁÐ áðü ðïëý íùñßò. Óå

äéáãíùóôéêÞ âÜóç, ç íÝá ìÝèïäïò åðÝôñåðå èåùñçôéêÜ

ôç äéåõêñßíçóç åíüò äåßãìáôïò ãéá ðïéêéëßá ðáèïãüíùí

óå ìßá ìüíï áíôßäñáóç. Áõôü, ôõðéêÜ, åíåß÷å Üìåóç

ïéêïíïìßá áíáëþóéìùí êáé áíôéäñáóôçñßùí, êÜôé ðïõ

áðü ìüíï ôïõ Ýðñåðå íá Ý÷åé ðñïóåëêýóåé åíäéáöÝñïí.

¼ìùò, ôï ôåñÜóôéï ðëåïíÝêôçìá Þôáí áëëïý: Ç ðëÞñçò

äéåõêñßíçóç áðáéôïýóå ëéãüôåñåò áíôéäñÜóåéò, ìå áðï-

ôÝëåóìá åðÜñêåéá ìéêñüôåñïõ üãêïõ äåßãìáôïò. Ç åëá-

÷éóôïðïßçóç ôïõ áðáéôïýìåíïõ üãêïõ äåßãìáôïò åßíáé

åõåñãåôéêÞ óôï ÷åéñéóìü êëéíéêïý õëéêïý áðü äåéãìáôï-

ëçøßá ìå ðåñéïñéóìÝíç áðüäïóç, üðùò ç õáëïåéäåêôï-

ìÞ, ç âéïøßá êáé ç ëÞøç âéïëïãéêþí õãñþí áðü íåïãíÜ

Þ âáñÝùò ðÜó÷ïíôåò áóèåíåßò. ÅðéðëÝïí, ïé áðáéôÞóåéò

ëÞøçò, åðåîåñãáóßáò êáé óõíôÞñçóçò äåéãìÜôùí ìåéþ-

íïíôáé. Ç äéåîáãùãÞ ìéáò áíôßäñáóçò ãéá ðåñéóóüôå-

ñïõò ôüðïõò óÞìáéíå üôé ç äéåõêñßíçóç áõôþí Þôáí ðëÝïí

ôáõôü÷ñïíç, åíôüò ìéáò èÝóçò ìéáò êõøÝëçò (block) åíüò

èåñìéêïý êõêëïðïéçôÞ. Ðáëáéüôåñá, êÜôé ôÝôïéï èá áðáé-

ôïýóå ÷ñÞóç ðåñéóóïôÝñùí èÝóåùí êáé äéáöïñåôéêþí

êõøåëþí ôïõ èåñìéêïý êõêëïðïéçôÞ (áí Þôáí äéáèÝóé-

ìåò) Þ, åíáëëáêôéêÜ, äéáäï÷éêÝò åðåîåñãáóßåò ôïõ ßäéïõ

äåßãìáôïò, ìå áðïôÝëåóìá ôçí êáèõóôÝñçóç áðáíôÞóåùí

êáé ôç ìéêñüôåñç áðüäïóç õëéêïý êáé åñãáóßáò.

Ç åðáíáóôáôéêüôçôá ôçò ìåèüäïõ, üóïí áöïñÜ ôï

äõíáìéêü ôùí áðïôåëåóìÜôùí êáé ôçò áîéïðïßçóçò, äåí

óõìâÜäéæå ìå êÜðïéï åîùôéêü óôïé÷åßï, üðùò óõíÝâáéíå

ìå ôéò óõóôïé÷ßåò. Åäþ ôá Þäç õðÜñ÷ïíôá õëéêÜ, áíôé-

äñáóôÞñéá, ìÝèïäïé êáé üñãáíá, åðáñêïýóáí ðëÞñùò

ãéá ôçí åöáñìïãÞ, áíÜãíùóç êáé áîéïðïßçóç ôùí íÝùí

äõíáôïôÞôùí. Ïé ðñþôåò Ð-ÁÁÐ áíáãéãíþóêïíôáí üðùò

ïé ðñüãïíïß ôïõò, óå ðçêôþìáôá áãáñüæçò Þ ðïëõáêñõ-

ëáìéäßïõ, ìå Þ ÷ùñßò ðåñáéôÝñù âåëôéþóåéò ðñï ôçò çëå-

êôñïöüñçóçò (üðùò, ãéá ðáñÜäåéãìá, ç åöáñìïãÞ ÁíÜ-

ëõóçò Ðåñéïñéóôéêþí ÐÝøåùí, ÁÐÐ) Þ ìåôÜ áðü áõôÞ

(üðùò ç ðñüóäåóç Southern êáé ï õâñéäéóìüò ìå –ãåíé-

êþò ñáäéåíåñãü Þ ÷ñùìïãüíï– é÷íçèÝôç). Óôçí áíôßëç-

øç êáé ôçí ôå÷íïëïãßá, ïé ðñþôåò Ð-ÁÁÐ Þôáí óõìâá-
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ôéêÝò (óçìåéþíåôáé üôé ðïëëÝò åîåëéãìÝíåò ìïñöÝò Ì-

ÁÁÐ Þôáí áðåßñùò åîùôéêüôåñåò, üðùò ï óõíäõáóìüò

PCR-ELISA), åíþ õðÝöåñáí áðü ôá ßäéá ðñïâëÞìáôá ìå

ôéò áðëÝò Ì-ÁÁÐ êáé ìÜëéóôá ðïëëáðëáóéáóìÝíá.2,4

ÓõãêåêñéìÝíá, ôá ðñïâëÞìáôá áëëçëåðßäñáóçò åíáñ-

êôþí äéáöïñåôéêþí èåñìïêñáóéþí ôÞîçò êáé åéäéêïôÞ-

ôùí Þ óõããåíåéþí ðñüóäåóçò êáé, ôÝëïò, ç åíßó÷õóç

áíåðéèýìçôùí åíáëëáêôéêþí áëëçëïõ÷éþí-óôü÷ùí (åéê.

3) ðïëëáðëáóéÜæïíôáí óå åêèåôéêü âáèìü, ùò óõíÜñôç-

óç ôïõ áñéèìïý ôùí ôüðùí ðïõ ðåñéëáìâÜíïíôáí óôçí

ðïëõðëåêôéêÞ áíôßäñáóç. Ç äå äõíáìéêüôçôÜ ôïõò Þôáí

áðü ìåñéêïß Ýùò ëßãåò äåêÜäåò ôüðïé áíÜ áíôßäñáóç,

áðüäïóç ðïõ Þôáí ôÜîåéò ìåãÝèïõò áíþôåñç áðü áõôÞ

ôùí Ì-ÁÁÐ.

3.2. Ó÷åäéáóìüò åíáñêôþí êáé ó÷üëéá
ãéá ôçí ðïëõðëåêôéêÞ Ýíáíôé ôçò ìïíïðëåêôéêÞò
áíôßäñáóçò ðïëõìåñÜóçò

Ôï óçìåßï-êëåéäß óôéò Ð-ÁÁÐ Þôáí ç ó÷åäßáóç ôùí

åíáñêôþí, ðïõ ðëÝïí áðïêôïýóå åîáéñåôéêÞ âáñýôçôá,

áöïý Ýðñåðå íá áðïöåýãïíôáé ïé áëëçëåðéäñÜóåéò ôùí

åíáñêôþí ðÜóç èõóßá, ü÷é ìüíï åíôüò áëëÜ êáé ìåôáîý

ôùí äéáöïñåôéêþí æåõãþí. ÅðéðëÝïí, Ýðñåðå, éäáíéêÜ,

íá ìçí õðÜñ÷ïõí ðïëëáðëÜ óçìåßá ìç åéäéêÞò ðñüóäå-

óçò, éäßùò åíôüò ôùí áëëçëïõ÷éþí-óôü÷ùí, åðåéäÞ èá

äçìéïõñãïýóáí ôå÷íïõñãçìáôéêÝò Þ êáé Üôõðåò æþíåò

óôçí çëåêôñïöüñçóç. ÔåëéêÜ, ïé áðáéôÞóåéò êáé ïé ðåñéï-

ñéóìïß Þôáí áõôü ðïõ ðåñéóóüôåñï áðü êÜèå Üëëï äåí

åðÝôñåøå ôçí Üìåóç êáôáîßùóç ôçò ìåèüäïõ: Ï åðáêñé-

âÞò ðñïóäéïñéóìüò ôùí áëëçëåðéäñÜóåùí, áêüìç êáé

óå áðëÝò Ì-ÁÁÐ, ïõóéáóôéêÜ áðáéôåß ÷ñÞóç õðåñõðï-

Åéêüíá 3. Ôáõôïðïßçóç ãïíéäßïõ ERG 11 ôïõ æõìïìýêçôá C. albicans ùò óôü÷ïõ ðáñáãþãùí ôùí ôñéáæïëþí. Ïé óõóôïé÷ßåò åßíáé åêôõðùìÝíåò ìå

ôï ñïìðïôéêü óýóôçìá Virtek SDDC2 16 áêßäùí (Telechem SMP3) óå ðñïðáñáóêåõáóìÝíç áíôéêåéìåíïöüñï ðëÜêá (Motorola 3D-Link).

ëïãéóôþí. Ç ôå÷íéêÞ ðïõ ÷ñçóéìïðïéÞèçêå ôá ôåëåõôáßá

÷ñüíéá, ìå åíáñêôÝò ó÷åäéáæüìåíïõò áðü õðïëïãéóôÝò

ìÝóù ðñïãñáììÜôùí, Þôáí çìé-åìðåéñéêÞ óôçí êáëýôåñç

ðåñßðôùóç êáé åðéêåíôñùíüôáí óôç èåñìïêñáóßá ôÞîçò

(Tm) ôùí áëëçëïõ÷éþí-óôü÷ùí ãéá ôçí åðáýîçóç ôçò åé-

äéêüôçôáò. Ïé åêèåôéêÜ ðåñéóóüôåñåò áëëçëåðéäñÜóåéò ôùí

Ð-ÁÁÐ áðáéôïýóáí áðåßñùò ìåãáëýôåñç õðïëïãéóôéêÞ

éó÷ý. Ïé õðïëïãéóôÝò ôçò åðï÷Þò áäõíáôïýóáí íá åðåîå-

ñãáóôïýí áêüìç êáé ôá ðëÝïí åìðåéñéêÜ Þ çìéåìðåéñéêÜ

äåäïìÝíá áëëçëåðéäñÜóåùí óå áðïäåêôïýò ÷ñüíïõò.

ÔÝëïò, óå áíôßèåóç ìå ôïõò ãåíåôéóôÝò, ðïõ äïýëåõáí

ìå ãåíéêÜ óôáèåñüôåñï êáé ðÜíôùò ðñïôõðïðïéçìÝíï

ìïñéáêü õëéêü, óôéò ðåñéðôþóåéò üðïõ ç Ì-ÁÁÐ å÷ñçóé-

ìïðïéåßôï ãéá äéáãíùóôéêïýò óêïðïýò ç óôáèåñüôçôá

ôùí áëëçëïõ÷éþí-óôü÷ùí Þôáí êÜôé áðßèáíï, ìå áðïôÝ-

ëåóìá Ýíá áðáñÜäåêôï äßëçììá: (á) ôç ìåßùóç ôçò åéäé-

êüôçôáò, ãéá áýîçóç ôïõ öÜóìáôïò áíß÷íåõóçò ðáèïãü-

íùí ïñãáíéóìþí, ìå óõíÝðåéá üìùò ôç äåäïìÝíç áýîç-

óç ôùí ðáñáðñïúüíôùí, ôùí ôå÷íïõñãçìÜôùí, ôïõ èï-

ñýâïõ, ôùí ìç åéäéêþí ðñïúüíôùí êáé êáôÜ óõíÝðåéá

ôçí ðéèáíÞ óêßáóç ôïõ åéäéêïý óÞìáôïò êáé ôçí ðáñáôÞ-

ñçóç øåõäþò èåôéêþí áðïôåëåóìÜôùí, Þ (â) ôç äéáôÞ-

ñçóç õøçëÞò åéäéêüôçôáò áëëÜ ìå áðþëåéá óå äéáãíù-

óôéêü åýñïò, áöïý ðïëëïß (éäßùò åõêáéñéáêþò) ðáèïãü-

íïé ìéêñïïñãáíéóìïß, üðùò ïé ìýêçôåò, åìöáíßæïõí ìé-

êñÝò äéáöïñÝò óå áëëçëïõ÷ßåò ìåôáîý êïéíþí áëëÜ êáé

óðáíéüôåñùí ðáèïãüíùí åéäþí, áêüìç êáé óå ðåñßðôù-

óç öõëïãåíåôéêÞò óõããÝíåéáò. Åäþ êÜðïéïò èá ìðï-

ñïýóå ðÜëé íá ðñïóèÝóåé ôç óáöþò áñãüôåñç ðñüïäï

óôïí ôïìÝá ôùí ìõêçôéÜóåùí êáé ôçò ìïñéáêÞò äéÜãíù-

óçò áõôþí, óå ó÷Ýóç ìå Üëëåò ðåñéï÷Ýò ôçò âéïúáôñéêÞò
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Ýñåõíáò. ÁõôÞ ç êáèõóôÝñçóç ïöåßëåôáé óôçí áðïóðá-

óìáôéêÞ, åëëéðÞ êáé áíáêñéâÞ ãíþóç ãïíéäéáêþí äåäï-

ìÝíùí, ðïõ èá ìðïñïýóáí íá åðéâïçèÞóïõí óôçí áíôé-

ìåôþðéóç ôùí ðñïâëçìÜôùí ó÷åäßáóçò åíáñêôþí (÷ù-

ñßò ðÜíôùò íá èåùñåßôáé üôé èá åðÝöåñáí ôçí åðßëõóç

üëùí áõôþí ôùí ðñïâëçìÜôùí). ÔåëéêÜ, êáé Üêñùò åðé-

ãñáììáôéêÜ, ìéá óåéñÜ ðáñáãüíôùí ðÜóçò öýóåùò, áðü

ôï óõíôçñçôéóìü ïñéóìÝíùí åñåõíçôþí ùò ôçí ôå÷íïëï-

ãéêÞ áäõíáìßá, ôç ãíùóôéêÞ áíåðÜñêåéá êáé ôéò ïéêïíï-

ìéêÝò ðñïôåñáéüôçôåò, åß÷áí ùò áðïôÝëåóìá ôçí ðñáêôé-

êÞ áäõíáìßá äéáãíùóôéêÞò áîéïðïßçóçò ôçò Ð-ÁÁÐ.

ÊáèÝíáò ìðïñåß íá ðáñáôçñÞóåé üôé ç áîéïðïßçóç áõôÞ,

èåùñçôéêÜ, èá ìðïñïýóå íá åßíáé äõíáôÞ, áëëÜ óôçí

ðñÜîç äåí Þôáí êáé áõôü åîáéôßáò ôùí ðñïáíáöåñèÝ-

íôùí ðåñéïñéóìþí.

4. ÓÕÓÔÏÉ×ÉÅÓ ÊÁÉ ÐÏËÕÐËÅÊÔÉÊÇ ÁËÕÓÉÄÙÔÇ
ÁÍÔÉÄÑÁÓÇ ÐÏËÕÌÅÑÁÓÇÓ: ÌÉÁ ÅÐÉÔÕ×ÇÓ ÓÕÆÅÕÎÇ

4.1. ÐñïâëÞìáôá åöáñìïãþí óôç äéÜãíùóç

Áðü üóá áíáöÝñèçêáí áíùôÝñù, ãßíåôáé óáöÝò üôé

ïé äýï ôå÷íéêÝò ü÷é ìüíï áíáðôý÷èçêáí îå÷ùñéóôÜ êáé

ãéá íá ëåéôïõñãïýí áíåîÜñôçôá, áëëÜ åðéðëÝïí åß÷áí

ðïëý äéáöïñåôéêÜ áíôéêåßìåíá. Åíþ ç Ð-ÁÁÐ âåëôßùíå

èåáìáôéêÜ óå ÷ñüíï êáé ïéêïíïìéêÝò ðáñáìÝôñïõò ôï

ðáëáéü êáé ëåðôü èÝìá ôçò äéåõêñßíçóçò åîáéñåôéêÜ ðå-

ñéïñéóìÝíùí ðïóïôÞôùí äåßãìáôïò, ïé óõóôïé÷ßåò åðÝ-

ôñåðáí ôçí ôáõôü÷ñïíç êáé åîáíôëçôéêÞ äéåõêñßíçóç

äåéãìÜôùí åðáñêïýò ìåãÝèïõò. ÐñÜãìáôé, ïé óõóôïé÷ßåò

óôåñïýíôáí âÞìáôïò åíßó÷õóçò óÞìáôïò êáé, ùò åê ôïý-

ôïõ, áðáéôïýóáí ìåãÜëïõò üãêïõò äåßãìáôïò ãéá íá

åðéôåëÝóïõí ôéò ðïëëáðëÝò áíé÷íåýóåéò. Áí êáé óôç âé-

âëéïãñáößá áíáöÝñåôáé üôé ÷ñçóéìïðïéïýíôáé ãéá ôçí

áíÜëõóç ôïõ ðåñéå÷ïìÝíïõ (ðñùôåúíéêïý, mRNA ê.ëð.)13,22

åíüò êõôôÜñïõ Þ ìïíïêýôôáñïõ ïñãáíéóìïý, óôçí ðñáã-

ìáôéêüôçôá ðñüêåéôáé ãéá áóÜöåéá êáé ëáíèáóìÝíç Ýê-

öñáóç. ×ñçóéìïðïéïýíôáé ãéá ôçí áíÜëõóç ðåñéå÷ïìÝ-

íïõ åíüò ôýðïõ êõôôÜñïõ Þ óôåëÝ÷ïõò ìéêñïïñãáíéóìïý,

áëëÜ ôï äåßãìá áðïôåëåßôáé áðü ìåãÜëï áñéèìü áôüìùí,

áðü ìïíïêáëëéÝñãåéåò, éóôïêáëëéÝñãåéåò Þ êõôôáñéêÝò

óåéñÝò. Ùò åê ôïýôïõ, ïé óõóôïé÷ßåò öáßíïíôáí óáöþò

áêáôÜëëçëåò ãéá ôç äéÜãíùóç, üðïõ åßíáé áðáñáßôçôç ç

áíß÷íåõóç ðïëý ìéêñþí ðïóïôÞôùí äéáöüñùí ìïñßùí

êáé, ôï êõñéüôåñï, åíôüò óáöþò ìåãáëýôåñïõ áñéèìïý

áíèñþðéíùí ìáêñïìïñßùí, êõôôÜñùí êáé ëïéðþí äïìþí,

åíßïôå (êáé óõíçèÝóôáôá) äå åíôüò ìåãÜëùí –ó÷åôéêÜ–

üãêùí óùìáôéêþí õãñþí.

Åíþ ç äéáêñéôéêÞ éêáíüôçôá ôùí óõóôïé÷éþí õðåñÝ-

âáéíå êÜèå ðñïçãïýìåíï, ç åéäéêÞ åõáéóèçóßá ôïõò äåí

Þôáí êáèüëïõ åíôõðùóéáêÞ. Áíôßèåôá, ç åéäéêÞ åõáéóèç-

óßá ôùí Ð-ÁÁÐ Þôáí åîáéñåôéêÞ, üðùò êáé ç äéáêñéôéêÞ

ôïõò éêáíüôçôá. Ç ôåëåõôáßá üìùò ðåñéïñéæüôáí áðü ôçí

ðåðåñáóìÝíç äõíáìéêüôçôá ôùí ìåèüäùí áíÜãíùóçò.

Ïé ðïëëáðëÝò âåëôéþóåéò åðß ôçò ôå÷íïëïãßáò êáé ìåèï-

äïëïãßáò ôùí Ì-ÁÁÐ åðÝöåñáí âåëôéþóåéò ôçò (áðüëõ-

ôçò êáé åéäéêÞò) åõáéóèçóßáò êáé ôçò åéäéêüôçôáò, áëëÜ

ç äéáêñéôéêÞ éêáíüôçôá ðáñÝìåíå ðåñéïñéóìÝíç áíÜ äï-

êéìáóßá.13 Ïé ðëÝïí åîåëéãìÝíåò çëåêôñïöïñçôéêÝò ôå-

÷íéêÝò äåí åðÝôñåðáí ðåñéóóüôåñåò áðü ìåñéêÝò äåêÜ-

äåò æùíþí óå áíÜëõóç (åéê. 4). Áí êáé áõôü Þôáí Ýíá

óçìáíôéêü åðßôåõãìá óå ó÷Ýóç ìå ôéò êëáóéêÝò éêáíüôç-

ôåò ôùí Ì-ÁÁÐ êáé áðïôåëïýóå Ýíá åîåëéêôéêü âÞìá,

óå êáìéÜ ðåñßðôùóç äåí Þôáí åðáíáóôáôéêü, õðïëåéðü-

ìåíï ðáñáóÜããáò áðü ôéò äõíáôüôçôåò áíÜãíùóçò ðïõ

åðéäåßêíõáí ïé óõóôïé÷ßåò. ÅðéðëÝïí, ïé Ì-ÁÁÐ, óå äéá-

ãíùóôéêÞ ÷ñÞóç, áíôéìåôþðéæáí ðñïâëÞìáôá åéäéêüôçôáò

ãéá ôïõò ðñïáíáöåñèÝíôåò ëüãïõò, ìå ðáñáãùãÞ ðëåï-

íáóìáôéêþí æùíþí ðñïúüíôùí (åíäåéêôéêÜ, âë. åéê. 4),

êÜôé ðïõ ìåßùíå ôçí åõáéóèçóßá êáé äçìéïõñãïýóå êéí-

äýíïõò êïñåóìïý ôùí ìåèüäùí áíÜãíùóçò êáé áíÜëõ-

óçò ëüãù ôùí ðïëëáðëþí ðñïúüíôùí (ðñüâëçìá ðïõ

åðéôåéíüôáí óå ðåñßðôùóç åöáñìïãÞò ÁíÜëõóçò Ðåñéï-

ñéóôéêþí ÐÝøåùí).

Åéêüíá 4. ÐïëõðëåêôéêÝò áíôéäñÜóåéò 148 ôüðùí óå áíèñþðéíï DNA.

Ïé äéáäñïìÝò áíôéðñïóùðåýïõí äéáöïñÝò ðïóïôéêÞò õöÞò óôï ìßãìá

áíôßäñáóçò. Ôï ðñüãñáììá åíßó÷õóçò, ï üãêïò áíôßäñáóçò, ôá 148

æåýãç åíáñêôþí, ç ðïóüôçôá ôïõ åíæýìïõ êáé  ôï DNA-óôü÷ïò åßíáé

óôáèåñÜ. Ç åìöÜíéóç êáôÜ ôï ìÜëëïí Þ Þôôïí åõêñéíþí æùíþí åßíáé

ðáñáðåéóôéêÞ, êáèþò ôá 140 –ðåñßðïõ– áðü ôá 148 áíáìåíüìåíá ðñïúü-

íôá Ý÷ïõí ìÝãåèïò ìåôáîý 89 êáé 149 æåõãþí âÜóåùí, äçëáäÞ ó÷åäüí

3 æþíåò áíÜ äéáâÜèìéóç ìÞêïõò ìßáò âÜóçò! (Áðü áäçìïóßåõôá áðïôå-

ëÝóìáôá ôùí óõããñáöÝùí). Óôçí ðÝìðôç äéáäñïìÞ: Åíäåßêôçò ìïñéá-

êþí ìåãåèþí, ðëáóìßäéï pBR322 ´ Msp I.
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Ìå áõôÜ ôá äåäïìÝíá, Þôáí åìöáíÝò üôé ïé Ð-ÁÁÐ

èá äçìéïõñãïýóáí ôåñÜóôéá ðñüêëçóç ãéá ôéò äõíáôü-

ôçôåò áíÜãíùóçò, áíÜëõóçò êáé åðåîåñãáóßáò ôùí õðáñ-

÷ïõóþí ôå÷íéêþí çëåêôñïöüñçóçò, áêüìç êáé áí üëá

ôá Üëëá ðñïâëÞìáôá ðïõ åíåß÷áí (üðùò ðåñéãñÜöçêáí

ðñùôýôåñá) åðéëýïíôáí. Ùò åê ôïýôïõ, ç Ð-ÁÁÐ ìðï-

ñïýóå èåùñçôéêÜ íá Ý÷åé áíôéêåßìåíï ôç äéÜãíùóç, áëëÜ

õðÞñ÷áí ðñáêôéêÝò äõóêïëßåò ðïõ áíÝóôåéëáí ôç ÷ñÞóç

ôçò (åéêüíåò 4, 5). Áðü ôçí Üëëç ìåñéÜ, ïé óõóôïé÷ßåò,

åíþ åéóÞãáãáí Ýíá óçìáíôéêüôáôï ÷áñáêôçñéóôéêü, åê

ó÷åäéáóìïý äåí ìðïñïýóáí íá ÷ñçóéìïðïéçèïýí ëüãù

ôçò áðáßôçóçò åõìåãÝèïõò äåßãìáôïò (êÜôé ðïõ óå ãå-

íåôéêÝò ìåëÝôåò äåí áðïôåëåß óçìáíôéêü ðñüâëçìá). Ôï

åõìÝãåèåò äåßãìá ìåñéêÝò öïñÝò åßíáé åöéêôü íá áðï-

êôçèåß ãéá äéáãíùóôéêïýò ëüãïõò (ôÝôïéï ðáñÜäåéãìá

åßíáé ïé ìéêñïïñãáíéóìïß ðïõ áíáðôýóóïíôáé óå êáë-

ëéÝñãåéåò ðáèïëïãéêþí äåéãìÜôùí), áëëÜ êáé óå áõôÝò

áêüìç ôéò ðåñéðôþóåéò ìåôáöñÜæåôáé, ðïëý óõ÷íÜ, óå

áõîçìÝíï êüóôïò êáé ÷ñüíï. Áí ãéá ãåíåôéêÝò êáé Üëëåò

ìåëÝôåò ôï êüóôïò êáé ï ÷ñüíïò áðïôåëïýí áðëÜ ðñï-

âëÞìáôá, ãéá ôç äéÜãíùóç áðïôåëïýí ìÜóôéãåò, êáèþò

ìéá åîÝôáóç ñïõôßíáò ïöåßëåé íá äßíåé áîéüðéóôåò êáé

ôá÷åßåò áðáíôÞóåéò êáé íá åßíáé áðïëýôùò ïéêïíïìéêÞ.

4.2. Ç óýæåõîç

Ç áíáðÜíôå÷ç åðáíÜóôáóç ðñïÞëèå üôáí êÜðïéá

óôéãìÞ Ýãéíå áíôéëçðôÞ ç äõíçôéêÜ óõìðëçñùìáôéêÞ öýóç

áõôþí ôùí äýï ôå÷íïëïãéþí êáé ç äõíáôüôçôá ïëïêëÞ-

ñùóÞò ôïõò óå ìéá íÝá ìåèïäïëïãßá. Ç Ð-ÁÁÐ, Ý÷ï-

íôáò ôï ðëåïíÝêôçìá ôçò ìåãÜëçò åõáéóèçóßáò, ìðï-

ñïýóå íá áíáëÜâåé ôçí åíßó÷õóç åéäéêïý óÞìáôïò óå

ðïëý ðåñéïñéóìÝíá äåßãìáôá éäéáæüíôùò ìéêñïý åìðëïõ-

ôéóìïý. Ìå ôïí ôñüðï áõôüí, ôá ðñïò äéáêñßâùóç ìüñéá

ðïëëáðëáóéÜæïíôáí óå ôÜîåéò ìåãåèþí, üðïõ ãßíïíôáí

ðëÝïí «ïñáôÜ» áðü ôéò óõóôïé÷ßåò. Ïé óõóôïé÷ßåò, áðü

ôçí Üëëç, Ý÷ïíôáò äõíáôüôçôåò ðïëëáðëÞò äéáêñßâùóçò

(ðáñÜëëçëç åðåîåñãáóßá), åîáéñåôéêÞò åéäéêüôçôáò êáé

êáèïñéæüìåíçò äéáêñéôéêÞò éêáíüôçôáò, õðïâáèìßæïíôáí

ìåñéêþò óå ìÝèïäï áíÜãíùóçò óÞìáôïò ãéá ôçí Ð-

ÁÁÐ, áëëÜ õðüó÷ïíôáí ðëÞñç áíÜäåéîç ôïõ äõíáìéêïý

ôùí Ð-ÁÁÐ óôéò ðïëëáðëÝò åîåôÜóåéò êáé óå ìåñéêÝò

ðåñéðôþóåéò êáôáñãïýóáí ôçí áíÜãêç ãéá åðáêüëïõèåò

äïêéìáóßåò äéáöïñïðïßçóçò, üðùò óõíÝâáéíå ìå ôç Ì-

ÁÁÐ. Ç áëÞèåéá åßíáé üôé, ìå ôçí åéóáãùãÞ ôùí óõóôïé-

÷éþí ùò ìåèüäïõ áíÜãíùóçò, óÞìåñá ôï üñéï óôïõò

ôáõôü÷ñïíá äéåõêñéíéæüìåíïõò ôüðïõò Ý÷åé åêôïîåõèåß

óôéò ìåñéêÝò åêáôïíôÜäåò Þ óå ìåñéêÝò ÷éëéÜäåò (åéê. 1).

Ãéá ðáñÜäåéãìá, ç óýã÷ñïíç ôå÷íïëïãßá åðéôñÝðåé ôçí

ôáõôü÷ñïíç áíÜãíùóç 25.000 ãåíåôéêþí ôüðùí (ð.÷.

ãïíßäéá) ôïõ ãïíéäéþìáôïò ôïõ æõìïìýêçôá C. albicans

êáé Ýùò 30.000 ãïíéäßùí ôïõ áíèñþðéíïõ ãïíéäéþìá-

ôïò. Óõíåðþò, ï ðåñéïñéóìüò ðëÝïí åíôïðßæåôáé óôï âÞìá

ôçò Ð-ÁÁÐ (ðïõ Ý÷åé ìáèçìáôéêÜ êáèïñéóìÝíá ðåñéèþ-

ñéá áíÜðôõîçò ðñéí áðü ôçí Ýëåõóç áíáðüöåõêôïõ êï-

ñåóìïý áðü áëëçëåðéäñÜóåéò) êáé ü÷é áðü ôç ìÝèïäï

áíÜãíùóçò, üðùò óõíÝâáéíå ìå ôéò çëåêôñïöïñÞóåéò.

ÐñáêôéêÜ, áõôÞ ç ìåôáôüðéóç ôïõ ðåñéïñéóôéêïý ðáñÜ-

ãïíôá óçìáßíåé ìåôñéïðáèþò ôçí áýîçóç êáôÜ ìßá ôÜîç

ìåãÝèïõò ôçò áðïôåëåóìáôéêüôçôáò. Áðü ìåñéêÝò äåêÜ-

äåò, ðïõ áíÝëõáí ïé çëåêôñïöïñÞóåéò, ôþñá áíáëýïíôáé

ìåñéêÝò åêáôïíôÜäåò Þ ÷éëéÜäåò (ôïíßæåôáé üôé åíþ ôï

äõíáìéêü ôùí óõóôïé÷éþí åßíáé õøçëü, åßíáé áìößâïëï

áí ç Ð-ÁÁÐ Ý÷åé ðáñüìïéï åîåëéêôéêü äõíáìéêü).

Åéêüíá 5. ÐáñÜäåéãìá êáêÞò åðéëïãÞò åíáñêôþí ãéá ìïíïðëåêôéêÞ

áëõóéäùôÞ áíôßäñáóç ðïëõìåñÜóçò (ÁÁÐ) óå ôõðéêü ðÞêôùìá ðïëõá-

êñõëáìéäßïõ: bis. Ì: Åíäåßêôçò ìïñéáêþí ìåãåèþí, ðëáóìßäéï pBR322

åðùáóìÝíï ìÝ÷ñé ðëÞñïõò ðÝøåùò ìå ðåñéïñéóôéêÞ åíäïíïõêëåÜóç Msp

I. Óôç äéáäñïìÞ (1) öáßíåôáé ôï áðïôÝëåóìá åíßó÷õóçò áðü 1 ìüíï

æåýãïò åíáñêôþí åðß ïëéêïý áíèñþðéíïõ DNA. Ç áíáìåíüìåíç æþíç

õðïäåéêíýåôáé (156 æåýãç âÜóåùí). Áðü ìéá ôÝôïéá åéêüíá êáèßóôáôáé

åìöáíÝò ôï ðñüâëçìá êïñåóìïý ìåèïäïëïãßáò áíÜãíùóçò êáé óêßá-

óçò ôùí åéäéêþí ðñïúüíôùí, ðïõ áíáìÝíåôáé íá ðñïêýøåé õðü óõíèÞ-

êåò Ð-ÁÁÐ. Ôïíßæåôáé üôé ç åìöÜíéóç ìç åéäéêþí æùíþí äåí åßíáé óå

üëåò ôéò ðåñéðôþóåéò åðáíáëÞøéìç, êáèéóôþíôáò ðáñáêéíäõíåõìÝíç ôç

÷ñÞóç áëãïñßèìùí óýãêñéóçò öùôåéíüôçôáò/Ýíôáóçò/ðïóüôçôáò (Áðü

áäçìïóßåõôá áðïôåëÝóìáôá ôùí óõããñáöÝùí). ÄéáäñïìÝò 2, 3, 4: Ôõðé-

êÞ åìöÜíéóç áðïôåëåóìÜôùí õøçëïý âáèìïý ðïëõðëåêôéêüôçôáò (148

æåýãç åíáñêôþí). Ç áíåðÜñêåéá ôçò ìåèïäïëïãßáò ôçò çëåêôñïöïñçôé-

êÞò áíÜãíùóçò åßíáé ôïõëÜ÷éóôïí åìöáíÞò. Ïé äéáäñïìÝò áíôéðñïóù-

ðåýïõí äéáöïñÝò ðïóïôéêÞò õöÞò óôï ìßãìá áíôßäñáóçò. Ôï ðñüãñáììá

åíßó÷õóçò, ï üãêïò áíôßäñáóçò, ôá 148 æåýãç åíáñêôþí, ç ðïóüôçôá

ôïõ åíæýìïõ êáé ôï DNA-óôü÷ïò åßíáé óôáèåñÜ.

2 3 4 M 1

bp

-156



ÓÕÓÔÏÉ×ÉÅÓ ÊÁÉ ÐÏËÕÐËÅÊÔÉÊÇ PCR 437

4.3. Åðéêåßìåíåò åöáñìïãÝò óå äéáãíùóôéêïýò ôïìåßò

Äåí õðÜñ÷åé áìöéâïëßá üôé ç óõíäõáóìÝíç ìåèïäï-

ëïãßá Ð-ÁÁÐ êáé óõóôïé÷éþí èá åéóÝëèåé óôï äéáãíù-

óôéêü ÷þñï, éäßùò üóï ïé ó÷åôéêÝò ôå÷íïëïãßåò ðñïï-

äåýïõí ôá÷ýôáôá êáé ìåéþíïõí ôï êüóôïò êáé ôéò äõóêï-

ëßåò åöáñìïãÞò êáé áíôéìåôùðßæïõí ìßá ðñïò ìßá ôéò

áäõíáìßåò. Ôá âáóéêÜ ðñïâëÞìáôá èá åßíáé (á) ç áíÜ-

ãêç äçìéïõñãßáò ôå÷íïãíùóßáò êáé åìðåéñßáò ãéá Ýíá

ôåëåßùò íÝï åßäïò ôå÷íéêþí, Üãíùóôùí ìÝ÷ñé ôþñá óôïõò

áó÷ïëïýìåíïõò ìå ôçí åñãáóôçñéáêÞ äéÜãíùóç êáé (â)

ç ðïëõðëïêüôçôá ðïõ áõôÝò ïé ôå÷íéêÝò åíÝ÷ïõí. Ç ðï-

ëõðëïêüôçôá áõôÞ åßíáé ôï ôßìçìá ôçò åðáýîçóçò ôçò

áðïäïôéêüôçôáò. Áíôß ôïõ ðáëéïý ðçêôþìáôïò çëåêôñï-

öüñçóçò, ôþñá ÷ñåéÜæåôáé ï ó÷åäéáóìüò êáé ç ðáñáããå-

ëßá ìéáò (ìéêñï)óõóôïé÷ßáò, ç ïðïßá, áí êáé ìðïñåß íá

ðáñáóêåõáóôåß áðü åéäéêÜ éäñýìáôá âéïôå÷íïëïãßáò ìå

Üñéóôåò ðñïäéáãñáöÝò åéäéêüôçôáò êáé åõáéóèçóßáò ãéá

ôïõò åëåã÷üìåíïõò ôüðïõò, ðåñéëáìâÜíïíôáò êáé êá-

ôÜëëçëïõò ìÜñôõñåò, áðáéôåß åíôïýôïéò áñêåôïýò ðïéïôé-

êïýò åëÝã÷ïõò ðñïêåéìÝíïõ íá åðéôåõ÷èåß ç åðáíáëç-

øéìüôçôá ôùí ðåéñáìÜôùí/åîåôÜóåùí. ÅíäåéêôéêÜ áíá-

öÝñïíôáé ç äïêéìáóßá êáôáëëçëüôçôáò åíüò áíôéìõêç-

ôéáêïý öáñìÜêïõ Ýíáíôé ôïõ æõìïìýêçôá C. albicans (åéê.

6), ç é÷íçëÜôçóç ãïíéäßïõ-óôü÷ïõ ãéá ðáñÜãùãá ôùí

ôñéáæïëþí (åéê. 3) êáé ïé éäéáßôåñá åõáßóèçôåò äïêéìá-

óßåò ãéá ôïí ðñïóäéïñéóìü ãïíéäßùí ðáèïãïíéêüôçôáò

ôùí ìõêÞôùí.23,49 Áíôß ôçò áðëÞò áíÜìéîçò ìå âñùìéïý-

÷ï áéèßäéï, ôþñá ìéá ïëüêëçñç ôå÷íéêÞ áðáéôåßôáé ãéá ôç

óÞìáíóç ôùí ðñïúüíôùí ôçò Ð-ÁÁÐ, þóôå íá áíáãíù-

óôïýí áðü ôéò óõóôïé÷ßåò. ×áñáêôçñéóôéêü ðáñÜäåéãìá

åßíáé ç ìÝèïäïò «ÅðéìÞêõíóçò Åíüò Íïõêëåïôéäßïõ» (åí-

äåéêôéêÞ åöáñìïãÞ, åéê. 1), ðïõ ÷ñçóéìïðïéåßôáé åõñÝùò

ãéá ôç äéÜãíùóç êëçñïíïìéêþí íïóçìÜôùí ïöåéëïìÝ-

íùí óå áíôéêáôÜóôáóç åíüò íïõêëåïôéäßïõ50 Þ ãéá ôçí

áíáãíþñéóç ìåôáëëÜîåùí ðáèïãüíùí ïñãáíéóìþí ïé

ïðïßåò åõèýíïíôáé ãéá áíôï÷Þ –ð.÷.– ôïõ P. falciparum

óôá áíôéðáñáóéôéêÜ öÜñìáêá.25,51,52 Áõôü ôï âÞìá åíßïôå

õðïêáèéóôÜ êáé Ýíá âÞìá äéáöïñïðïßçóçò ðñïúüíôùí,

üðùò ç ÁÐÐ. ÌÝ÷ñé óôéãìÞò, ç óçìáíôéêüôåñç åöáñìï-

ãÞ áõôÞò ôçò ôå÷íéêÞò óôçí ÉáôñéêÞ åßíáé ç ôá÷åßá áíá-

ãíþñéóç ôçò óçìåéáêÞò ìåôÜëëáîçò óôï åíéó÷õìÝíï ôìÞ-

ìá 422 æåõãþí âÜóåùí ôïõ ãïíéäßïõ CYP 21, ðïõ êù-

äéêïðïéåß ôï Ýíæõìï 21-õäñïîõëÜóç.53 Êáé, ôÝëïò, õðÜñ-

÷åé Ýíá èÝìá êüóôïõò, ôï ïðïßï èá óõæçôçèåß êáôùôÝñù.

Åßíáé áðüëõôá óáöÝò üôé ïé ðñþôåò ðåñéï÷Ýò ðïõ Ýóðåõ-

óáí íá åêìåôáëëåõôïýí ôéò êáéíïöáíåßò äõíáôüôçôåò

ôùí íÝùí ôå÷íïëïãéþí åßíáé ïé áó÷ïëïýìåíåò ìå ôç

äéÜãíùóç ãåíåôéêþí íüóùí êáé ìå ôç äéÜãíùóç êáñêß-

íïõ/êáêïçèåéþí, ðéèáíüí óå ðñþéìá óôÜäéá. Óå áõôÝò

ôéò ðåñéðôþóåéò äåí õðÜñ÷åé –óôçí ðñÜîç– Üëëç åíáë-

ëáêôéêÞ ïäüò, åíþ ïé ðëçñïöïñßåò ðïõ ðáñÝ÷åé (Þ èá

ðáñÝ÷åé óå ëßãá ÷ñüíéá) ç áîéüðéóôç äéåñåýíçóç ôïõ

áíèñþðéíïõ ãïíéäéþìáôïò èá åðéôñÝøåé ó÷åôéêÜ ëåðôï-

ìåñÞ ó÷åäéáóìü ïëéãïíïõêëåïôéäßùí ãéá êÜèå áðáéôïý-

ìåíç ÷ñÞóç, üðùò åíáñêôÝò ãéá ôçí Ð-ÁÁÐ êáé é÷íçèÝ-

ôåò ãéá ôç óõóôïé÷ßá.54,55 ¼ðùò Þäç áíáöÝñèçêå, ïé ëå-

ðôïìåñåßò ãïíéäéùìáôéêÝò ðëçñïöïñßåò åßíáé áðáñáßôçôï

óôïé÷åßï ãéá åðéôõ÷Þ ÷ñÞóç ôùí íÝùí ôå÷íïëïãéþí ÷ù-

ñßò ôå÷íéêü êßíäõíï êáé åìðåéñéóìïýò. Åêåß üìùò üðïõ ç

÷ñÞóç ôçò íÝáò ìåèïäïëïãßáò ìðïñåß íá öÝñåé åðáíÜ-

óôáóç, åßíáé ç äéÜãíùóç ìïëõóìáôéêþí íüóùí (ðßí. 2).

Äõóôõ÷þò, óå áõôÞ ôçí ðåñéï÷Þ åðéêñáôåß ðåñéóóüôåñïò

óêåðôéêéóìüò (åíßïôå äéêáéïëïãçìÝíïò). ÅðéðëÝïí, õðÜñ-

÷ïõí êáé Üëëåò åíáëëáêôéêÝò ëýóåéò, üðùò ôá åìðïñéêÜ

óõóôÞìáôá Ì-ÁÁÐ êáé Ð-ÁÁÐ, ìå ôñïðïðïéÞóåéò åðáý-

îçóçò ôçò åõáéóèçóßáò, äéáêñéôéêÞò éêáíüôçôáò êáé ÷ñï-

íïáðïäïôéêüôçôáò, êáèþò êáé ïé íåüôåñåò áíïóïïñïëï-

ãéêÝò ìÝèïäïé. Ùò åê ôïýôïõ, ÷ùñßò íá õðÜñ÷åé äéÜèåóç

õðïâÜèìéóçò ôùí äõíáôïôÞôùí ôùí óçìåñéíþí åðéôåõã-

ìÜôùí, åßíáé äõíáôÞ (êáé ðéèáíüôáôç) ç õðïôßìçóç ôçò

íÝáò ðñüêëçóçò ìå åõëïãïöáíÞ åðé÷åéñÞìáôá: (á) êü-

óôïò äçìéïõñãßáò õðïäïìÞò, (â) êüóôïò êáé áâåâáéüôç-

ôá áíÜðôõîçò åîåéäéêåõìÝíùí åöáñìïãþí ôçò íÝáò ôå-

÷íïëïãßáò, (ã) äéáèåóéìüôçôá ôå÷íïãíùóßáò, (ä) âñá÷õ-

ðñüèåóìåò ïéêïíïìéêÝò áãêõëþóåéò êáé (å) áðáéôÞóåéò

õðåñåîåéäéêåõìÝíçò (åðáí)åêðáßäåõóçò ðñïóùðéêïý.

Ðáñåìðéðôüíôùò, óÞìåñá óôéò ìïëõóìáôéêÝò íüóïõò

ç Ýñåõíá äñáóôçñéïðïéåßôáé ðåñéóóüôåñï óôç äéáñêÞ

áíáíÝùóç ôïõ öÜóìáôïò ôùí öáñìáêåõôéêþí óêåõá-

óìÜôùí êáé ëéãüôåñï óôçí áíÜðôõîç íÝùí Þ óôç âåëôßù-

óç Þäç õðáñ÷ïõóþí äéáãíùóôéêþí ìåèüäùí. Åßíáé áëÞ-

èåéá üôé åíþ ç áé÷ìÞ ôçò äéáãíùóôéêÞò ôå÷íïëïãßáò èá

ìðïñïýóå, õðü ðñïûðïèÝóåéò, íá èåùñçèåß åðáñêÞò, ç

åöáñìïãÞ ôçò óôçí êáèçìåñéíÞ éáôñéêÞ ðñÜîç õðïëåß-
Åéêüíá 6.  Äïêéìáóßá êáôáëëçëüôçôáò áíôéìõêçôéáêïý öáñìÜêïõ in

vitro ìå ôç ìÝèïäï ôïõ áíôáãùíéóôéêïý õâñéäéóìïý.

Åðåîåñãáóßá

êáô' áðïìßìçó
ç

(ìÜñôõñåò)

ÌåôáöïñÜ

ðñïúüíôùí PCR
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óÞìáíóç ôçò

åíóùìáôùìÝíçò

áäñáíïýò ïõóßáò~20 ãåíåÝò
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ðåôáé áñêåôÜ êáé åßíáé óáöþò åëáôôùìáôéêÞ. Ôï ðüóåò

äéáãíùóôéêÝò ìÝèïäïé õðÜñ÷ïõí êáé ðüóï áðïôåëåóìá-

ôéêÝò åßíáé, áðïôåëåß áíôéêåßìåíï áêáäçìáúêÞò óõæÞôç-

óçò. Ôï ðüóåò áðü áõôÝò åöáñìüæïíôáé, óå ðüóá éäñý-

ìáôá õãåßáò, ðüóï óõ÷íÜ êáé ðüóï åðéôõ÷þò, åßíáé Ýíá

óïâáñü èÝìá ìåãÜëçò ðñáêôéêÞò óçìáóßáò.

Åäþ ðñÝðåé íá ôïíéóôåß üôé, åêôüò áõôïý, ç êáèçìåñé-

íüôçôá êáé ïé ðñïâëÝøåéò äéáøåýäïõí áêüìç êáé ôç

èåùñçôéêÞ áéóéïäïîßá ðåñß äéáãíùóôéêÞò åðÜñêåéáò. Ïé

óçìåñéíïß ñõèìïß èá áñêïýóáí ãéá (èåùñçôéêÞ) åðßëõ-

óç ôùí õðáñ÷üíôùí äéáãíùóôéêþí ðñïâëçìÜôùí, êá-

èþò êáé ìåñéêþí åðéðëÝïí, ðïõ áíáêýðôïõí áðü ôç öõ-

óéêÞ åîÝëéîç êáé åìöÜíéóç íÝùí ðáèïãüíùí ìéêñïïñ-

ãáíéóìþí Þ íÝùí, äéáöïñåôéêþí óôåëå÷þí õðáñ÷üíôùí

ðáèïãüíùí ìéêñïïñãáíéóìþí. Äõóôõ÷þò, üìùò, ç ôÜóç

åßíáé ðñïò åìöÜíéóç üëï êáé ðåñéóóüôåñùí ðáèïãüíùí

ìéêñïïñãáíéóìþí Þ, ãéá íá åßìáóôå áêñéâåßò, óôçí áíá-

ãíþñéóç äõíçôéêÜ ðáèïãüíïõ äñÜóçò óå üëï êáé ðå-

ñéóóüôåñïõò ãíùóôïýò ìéêñïïñãáíéóìïýò. ÁõôÞ ç äéá-

ðßóôùóç Ý÷åé ðñïêáëÝóåé ôï åíäéáöÝñïí ôïõ Ðáãêü-

óìéïõ Ïñãáíéóìïý Õãåßáò, åöüóïí ïé íÝåò ôå÷íïëïãßåò

åðéôñÝðïõí ôïí ðáñÜëëçëï Ýëåã÷ï ìåãÜëïõ áñéèìïý õðï-

øçößùí ðáèïãüíùí ðáñáãüíôùí óå äåßãìáôá ãéá ëïé-

ìþîåéò ðñïêáëïýìåíåò áðü ðáñÜóéôá áßìáôïò, ïé ïðïßåò

åõèýíïíôáé ãéá ôï èÜíáôï åêáôïììõñßùí áíèñþðùí áíÜ

ôçí õöÞëéï.56 Ïé äéáãíùóôéêÝò ðñüïäïé åðéôñÝðïõí ëå-

ðôïìåñÝóôåñç äéáóÜöçóç ôùí åíå÷üìåíùí ðáñáãüíôùí,

ìå áðïôÝëåóìá ëïéìþîåéò ðïõ ðáëáéüôåñá áðïäßäïíôáí

Üäéêá óå «óõíÞèåéò ýðïðôïõò», íá áðïäßäïíôáé ðëÝïí

áêñéâïäßêáéá óå ëéãüôåñï ãíùóôïýò áéôéïëïãéêïýò ðá-

ñÜãïíôåò ðïõ åéóâÜëëïõí óôïí éáôñéêü ÷þñï.57 ÅðéðëÝïí

üìùò ôçò áêñéâÝóôåñçò äéáóÜöçóçò, åîÝ÷ïõóá èÝóç óôçí

êëßìáêá ôùí áéôßùí ôçò ðñïáíáöåñèåßóáò ôÜóçò êáôÝ-

÷åé ï êáëðÜæùí áñéèìüò áíïóïáíåðáñêþí áôüìùí ìå

áõîçìÝíá ðñïóäüêéìá åðéâßùóçò, ðïõ åðéöÝñïõí ïé ðñüï-

äïé óå Üëëïõò ôïìåßò ôçò ÉáôñéêÞò. ̧ íá Üëëï áßôéï åßíáé

ç êÜèåôç ìåßùóç ôçò áëçèïýò ðïéüôçôáò æùÞò ëüãù

áèñïéóôéêþí, óõíå÷üìåíùí êáé ðïëëáðëþí âçìÜôùí

õðïâÜèìéóçò ôïõ öõóéêïý ìáêñïðåñéâÜëëïíôïò êáé ìé-

êñïðåñéâÜëëïíôïò.56

¢ó÷åôá ìå ôá áßôéá, ôï èÝìá åðéêåíôñþíåôáé óôçí

áðáßôçóç ãéá ôå÷íïëïãßá éêáíÞ íá åìðíåýóåé ìåèïäï-

ëïãßåò áðïôåëåóìáôéêÝò óÞìåñá êáé ìå ðåñéèþñéá áíÜ-

ðôõîçò ãéá ôï ìÝëëïí, áí ç ôÜóç åìöÜíéóçò Þ áíáãíþ-

ñéóçò íÝùí, áíáäõüìåíùí ðáèïãüíùí óõíå÷ßóåé åðéôá-

÷õíüìåíç.

Ç äéáãíùóôéêÞ ÷ñÞóç ãéá ðáèïãüíïõò ìéêñïïñãáíé-

óìïýò ôçò ìåèïäïëïãßáò Ð-ÁÁÐ/óõóôïé÷éþí Ý÷åé íá

ðñïóöÝñåé ìéá ôåñÜóôéá óåéñÜ ðëåïíåêôçìÜôùí. Ôï âáóé-

êü óçìåßï Ýíáñîçò åßíáé üôé, óÞìåñá, ãéá ìåãÜëï áñéèìü

ðáèïãüíùí ðáñáãüíôùí õðÜñ÷ïõí åéäéêïß åíáñêôÝò. Ôï

ðñüâëçìá ðïõ áíôéìåôùðßæåôáé ãåíéêÜ åßíáé üôé ïé åíáñ-

êôÝò êáëýðôïõí Ýíá åßäïò Þ ìéá åõñýôåñç ïìÜäá åéäþí

(óõíÞèùò ÃÝíïò, Üëëåò öïñÝò Üëëåò ôáîéíïìéêÝò âáèìß-

äåò, üðùò ÕðïãÝíïò Þ ÏéêïãÝíåéá) êáé áõôü ðåñéðëÝêåé

ôñéðëÜ ôçí êáôÜóôáóç. ÐñïêåéìÝíïõ ãéá åíáñêôÝò åéäé-

êïýò ãéá åßäïò (åéê. 7) Þ ðïéêéëßá, áðáéôïýíôáé äéáöïñå-

ôéêÜ æåýãç ãéá é÷íçëÜôçóç öõëïãåíåôéêþò óõããåíþí

ìéêñïïñãáíéóìþí, ðïõ èá ìðïñïýóáí êÜëëéóôá íá åíï-

÷ïðïéçèïýí ãéá ðñüêëçóç ðïëý ðáñüìïéáò íüóïõ, áëëÜ

÷ùñßò íá é÷íçëáôïýíôáé áðü ôçí õðåñåîåéäéêåõìÝíç äï-

êéìáóßá. Áíôßèåôá, áí åðéëåãåß åõñýôåñïõ öÜóìáôïò æåý-

ãïò åíáñêôþí, ôüôå áðáéôïýíôáé åðéðëÝïí âÞìáôá áíÜ-

ëõóçò èåôéêïý ðñïúüíôïò, ðñïò ôáõôïðïßçóç ôïõ ß÷íïõò

êáé ôïõ ìéêñïïñãáíéóìïý, åíþ ôï ðñüâëçìá ôçò áêáôáë-

ëçëüôçôáò ãéá Üëëåò (áíþôåñåò Þ ôáõôïûøåßò) ôáîéíïìé-

êÝò âáèìßäåò ðáñáìÝíåé. ÔÝëïò, üôáí åîåôÜæåôáé äåßãìá

áóèåíïýò, ç óõìðôùìáôïëïãßá ðéèáíüí íá ðáñáðÝìðåé

óå ôåëåßùò äéáöïñåôéêÝò ïìÜäåò ðáèïãüíùí ùò äõíçôé-

Åéêüíá 7. ÐïëõðëåêôéêÞ áëõóéäùôÞ áíôßäñáóç ðïëõìåñÜóçò. Åíßó÷õ-

óç ãåíåôéêïý õëéêïý áðü ìéêôÞ êáëëéÝñãåéá ôñéþí ðáèïãüíùí åéäþí

íçìáôïåéäïýò ìýêçôá (ôñéðëåêôéêÞ äéáæåõêôéêÞ áíôßäñáóç). (á) Åéäéêïß

åíáñêôÝò ó÷åäéÜóôçêáí ãéá êáèÝíá áðü ôñßá åßäç ôïõ ßäéïõ ãÝíïõò.

ÄéáäñïìÝò 1 êáé 2: Åíßó÷õóç ôìçìÜôùí ôñéþí äéáöïñåôéêþí åéäþí íç-

ìáôïåéäïýò áóêïìýêçôá áðü ìéêôÜ êáëëéåñãÞìáôá. Äéáêñßíïíôáé ðïë-

ëáðëÝò Üôõðåò æþíåò ìéêñüôåñåò ôùí 180 æåõãþí âÜóåùí (bp). Äéáêñé-

ôïý ìåãÝèïõò ðñïúüíôá åíßó÷õóçò ëáìâÜíïíôáé ãéá êÜèå åßäïò (Phoma

herbarum -404 bp, P. foveata  ~380 bp, P. exigua -180 bp). (â) Äéáäñï-

ìÞ 4: É÷íçëÜôçóç ãåíåôéêïý õëéêïý ðáèïãüíïõ íçìáôïåéäïýò áóêïìý-

êçôá óå ðáèïëïãéêü äåßãìá (180 bp P. exigua). Ç åê÷ýëéóç ôïõ DNA-

óôü÷ïõ Ýãéíå áðü âéïðôéêü õëéêü ðíåõìüíùí ìå åðéâåâáéùìÝíç –ìå

êáëëéÝñãåéá– ìõêçôßáóç. Åðéôõã÷Üíåôáé åíßó÷õóç ìüíï åíüò ôìÞìáôïò

ôïõ ãïíéäéþìáôïò, ðïõ áíôéóôïé÷åß óå åßäïò P. exigua (äéáæåõêôéêÞ áíôß-

äñáóç). ÄéáäñïìÞ 5: Áñíçôéêüò ìÜñôõñáò. ÄéáäñïìÞ 7: ÄéðëåêôéêÞ áëõ-

óéäùôÞ áíôßäñáóç ðïëõìåñÜóçò áðü ìéêôü êáëëéÝñãçìá äýï åéäþí íç-

ìáôïåéäïýò áóêïìýêçôá, P. foveata -307 bp, P. exigua -180 bp. Äéáäñï-

ìÝò 3 êáé 6: Åíäåßêôçò ìïñéáêþí ìåãåèþí pBR322/Msp I (Áäçìïóßåõ-

ôá áðïôåëÝóìáôá: ÌðáëëÞò, ÂåëåãñÜêç, ÖñÜãêïõ, ÐåöÜíçò, 2002).

1 2 3 bp4 5 6 7
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êþí áéôßùí, ãéá êáèåìéÜ áðü ôéò ïðïßåò ðñÝðåé íá áêï-

ëïõèçèïýí êáé íá åöáñìïóôïýí ôá ðáñáðÜíù äéáëåêôé-

êÜ êáé ðåéñáìáôéêÜ/äéáãíùóôéêÜ âÞìáôá. Êáé áõôü ÷ù-

ñßò êÜðïéïò íá ëÜâåé õðüøç ôéò Üôõðåò óõìðôùìáôïëï-

ãßåò, ðïõ åìöáíßæïíôáé óõíçèÝóôáôá êáé áðñïåéäïðïßç-

ôá óå áíïóïáíåðáñêÞ Üôïìá. Ôï äéáãíùóôéêü ðñüâëç-

ìá, áðü ìüíï ôïõ óïâáñü, êáèßóôáôáé áêüìç óïâáñüôå-

ñï áðü ôçí áíÜãêç ÷ñÞóçò ìåãÜëùí üãêùí êëéíéêþí

äåéãìÜôùí, ðñïêåéìÝíïõ íá éêáíïðïéçèïýí ôá ðïëëá-

ðëÜ åíäå÷üìåíá ðïõ ðñïáíáöÝñèçêáí. H ëÞøç ðïëëá-

ðëþí äåéãìÜôùí åßíáé óõ÷íÜ áðáßôçóç áêüìç êáé ãéá

ôá ìïíïðëåêôéêÜ äïêßìéá, üðùò ãéá ðáñÜäåéãìá óôçí

áíß÷íåõóç áëëçëïõ÷éþí Candida êáé Aspergillus óå ïëéêü

áßìá âáñÝùò ðáó÷üíôùí áóèåíþí. Áíôßèåôá, ç áðáßôçóç

ìåãÜëùí üãêùí ãéá ìéá åîÝôáóç åíßïôå ðáñïõóéÜæåé

áíõðÝñâëçôá ðñïâëÞìáôá, ôá ïðïßá ðåñéðëÝêïíôáé áêü-

ìç ðåñéóóüôåñï åîáéôßáò ôïõ ÷ñïíïâüñïõ ôçò óåéñéáêÞò

åðåîåñãáóßáò. Áõôü ãåíéêÜ óçìáßíåé ôçí áíÜãêç ãéá

Ýíá âÞìá äéáëïãÞò êáé äéáãíùóôéêþí áðïöÜóåùí, üðïõ

èá äïèïýí ðñïôåñáéüôçôåò óôçí åîÝôáóç óõãêåêñéìÝ-

íùí åíäå÷ïìÝíùí, åíþ Üëëá åíäå÷üìåíá èá åîåôáóôïýí

áñãüôåñá (áí ôï ðñüâëçìá åíôïðßæåôáé óôç óåéñéáêÞ

åðåîåñãáóßá) Þ äåí èá åîåôáóôïýí êáèüëïõ (áí ôï ðñü-

âëçìá åíôïðßæåôáé óôçí áíåðÜñêåéá äåßãìáôïò). ÁõôÝò

ïé áðïöÜóåéò åñãáóôçñéáêÞò äéáãíùóôéêÞò ðñáêôéêÞò

ôõðéêÜ õðïâïçèïýíôáé áðü ôçí áíÜëõóç ôçò óõìðôùìá-

ôïëïãßáò êáé ôï éóôïñéêü ôùí áóèåíþí, áëëÜ, üðùò áíá-

öÝñèçêå, ç óõìðôùìáôïëïãßá ðïëý óõ÷íÜ ôá ôåëåõôáßá

÷ñüíéá åìöáíßæåôáé Üôõðç, åíþ ôï êáëü éóôïñéêü êáé ïé

áðáñáßôçôåò êëéíéêÝò ðëçñïöïñßåò ðïõ èá Ýðñåðå íá

óõíïäåýïõí Ýíá äåßãìá óôï åñãáóôÞñéï, áðïôåëåß åí

ãÝíåé, ãéá êïéíùíéêïýò âáóéêÜ ëüãïõò, äåßãìá õðü åîá-

öÜíéóç. Êáôüðéí áõôþí, êáé áí áêüìç äåí õðÞñ÷å ôï

ðñüâëçìá ôçò åìöÜíéóçò ìå åðéôá÷õíüìåíï ñõèìü íÝùí

ðáèïãüíùí ìéêñïïñãáíéóìþí, ç ìåôáâïëÞ ôçò óõìðôù-

ìáôïëïãßáò õðáñ÷ïõóþí íüóùí èá Ýðñåðå áðü ìüíç

ôçò íá ùèÞóåé óå åðáíáèåþñçóç ôùí äéáãíùóôéêþí ìå-

èüäùí êáé ôùí áðáéôÞóåùí êáé èá ïäçãïýóå óå Ýêäïóç

ðñïäéáãñáöþí (ãéá ôïí êáôÜ ðåñßðôùóç ÷åéñéóìü êáé

åðåîåñãáóßá êÜèå êëéíéêïý äåßãìáôïò) ðïõ èá éêáíï-

ðïéïýíôáí áðü ôçí ðñïáíáöåñèåßóá ìåèïäïëïãßá êáé

ðéèáíüí êáé áðü êÜðïéåò Üëëåò.

ÐñÜãìáôé, ÷Üñç óôçí Ð-ÁÁÐ èá åßíáé äõíáôÞ ç ôáõ-

ôü÷ñïíç ÷ñÞóç åíáñêôþí ãéá óõãêåêñéìÝíïõò (ôïõò

ðëÝïí ðéèáíüí åíå÷üìåíïõò) ìéêñïïñãáíéóìïýò óå ìéá

áíôßäñáóç, ç ïðïßá èá áðáíôÜ óôï åñþôçìá «ðïéïò áðü

ôïõò êáôùôÝñù ìéêñïïñãáíéóìïýò åìöáíßæåôáé» êáé ü÷é

óôï åñþôçìá «åìöáíßæåôáé ï óõãêåêñéìÝíïò ìéêñïïñãá-

íéóìüò;», ðïõ áðïôåëåß ôï áíôéêåßìåíï ôùí äéáãíùóôé-

êþí ìïñéáêþí ìåèüäùí óÞìåñá (ðëçí åîáéñÝóåùí).

Áêüìç êáé áí äåí õðÜñ÷ïõí åéäéêïß åíáñêôÝò ãéá óõ-

ãêåêñéìÝíá åßäç êáé ðïéêéëßåò, åßíáé åöéêôÞ, ìÝóù ðåñéó-

óüôåñï åîåéäéêåõìÝíùí ôñïðïðïéÞóåùí ôçò âáóéêÞò ìå-

èïäïëïãßáò, ç äéáêñßâùóç ôïõ «ðïéïò áðü ôïõò ìéêñï-

ïñãáíéóìïýò, ðïõ äßíïõí áðïôÝëåóìá ìå áõôïýò ôïõò

åíáñêôÝò, âñßóêåôáé óå áõôü ôï äåßãìá», ÷Üñç óôçí åíôõ-

ðùóéáêÞ äõíáôüôçôá äéá÷ùñéóìïý êáé äéáêñßâùóçò ôùí

óõóôïé÷éþí. Ôï äéáöïñéêü ðñïúüí åíüò æåýãïõò åíáñ-

êôþí ìðïñåß íá áíáãéãíþóêåôáé óå ðåñéóóüôåñïõò áðü

Ýíáí ôüðïõò óôç óõóôïé÷ßá, áíÜëïãá ìå ôï ðüóá ðéèáíÜ

äéáãíùóôéêÜ áðïôåëÝóìáôá áíáìÝíïíôáé. ÁõôÞ ç ìéêñÞ

ëåðôïìÝñåéá, äçëáäÞ ç äõíáôüôçôá äéåñåýíçóçò êáé äéåõ-

êñßíçóçò áðü ìéá óõóôïé÷ßá ðïëý ðåñéóóüôåñùí áíá-

ãíþóéìùí ôüðùí áðü ôá ÷ñçóéìïðïéïýìåíá æåýãç åíáñ-

êôþí ãéá ôçí åíßó÷õóç-ðáñáãùãÞ ôïõò óôçí Ð-ÁÁÐ,

äåí Ý÷åé ðñïóå÷èåß ôüóï, þóôå íá äéåñåõíçèïýí ðëÞñùò

ôá åíäå÷üìåíá óõíäõáóìÝíçò êáô’ áõôüí ôïí ôñüðï ÷ñÞ-

óçò ôùí äýï ìåèüäùí óôç äéÜãíùóç ëïéìþîåùí.36,58 Ç

åðéëïãÞ ó÷åôéêÜ ëßãùí, áëëÜ åõñÝïò öÜóìáôïò äéáöï-

ñéêÞò é÷íçëÜôçóçò æåõãþí åíáñêôþí ãéá áíß÷íåõóç

óõãêåêñéìÝíùí ïìÜäùí ðñïêáñõùôéêþí êáé åõêáñõùôé-

êþí ìéêñïïñãáíéóìþí óå åëÜ÷éóôç ðïóüôçôá êëéíéêïý

äåßãìáôïò êáé ï áêüëïõèïò äéá÷ùñéóìüò äéáöïñéêþí

ðñïúüíôùí åíßó÷õóçò óå ãåùìåôñéêÜ êáèïñéóìÝíïõò

åíáëëáêôéêïýò ôüðïõò ôçò êáôÜëëçëçò óõóôïé÷ßáò, èá

ìüñöùíå Ýíá åðé÷åßñçìá õðÝñ ôçò äõíáôüôçôáò áýîç-

óçò ôçò ðñáãìáôéêÞò éêáíüôçôáò åðåîåñãáóßáò/áíÜëõ-

óçò ôçò Ð-ÁÁÐ óå åðßðåäá áðëþò áíÝöéêôá ãéá ôç

óçìåñéíÞ «óõìâáôéêÞ» ôçò ÷ñÞóç êáé áíÜðôõîç, ðïõ

åóôéÜæåôáé óôçí áðëÞ áýîçóç ôïõ áñéèìïý ôùí æåõãþí

åíáñêôþí. ÁõôÞ ç ÷ñÞóç óõëëïãéêþí áíôéäñÜóåùí, ðïõ

ìåôáèÝôåé ìÝñïò ôïõ ðñïâëÞìáôïò ôçò äéáêñßâùóçò áðü

ôçí åéäéêÞ ÁÁÐ/åíßó÷õóç óôçí åéäéêÞ áíÜãíùóç åðé-

ôñÝðåé áéóéïäïîßá ãéá åðÜñêåéá ôçò óõãêåêñéìÝíçò ôå-

÷íéêÞò ãéá óåâáóôü ÷ñïíéêü äéÜóôçìá –ðáñÜ ôçí åðáý-

îçóç ôùí åìöáíéæüìåíùí äõíçôéêþí ðáèïãüíùí– êáé

áíáâïëÞ åìöÜíéóçò êïñåóìïý áõôÞò. ÖõóéêÜ, óå ïñé-

óìÝíåò ðåñéðôþóåéò èá ìðïñïýóå íá åîáêïëïõèÞóåé ç

óçìåñéíÞ ðñáêôéêÞ, åíüò æåýãïõò ãéá Ýíá ìéêñïïñãáíé-

óìü (åßäïò Þ ðïéêéëßá), éäßùò óå åîáéñåôéêÜ ïìïéïãåíÞ

åßäç (åéê. 7) Þ åîáéñåôéêÜ åðéèåôéêÝò Þ áíèåêôéêÝò ðïéêé-

ëßåò. ÁëëÜ ãåíéêüôåñá, ç ÷ñÞóç óõëëïãéêþí áíôéäñÜ-

óåùí, üðïõ ôï ðñïúüí åíüò æåýãïõò áðáíôÜ, ìå óôïé-

÷åéïèåôÞóéìåò äéáöïñÝò (ìÞêïõò Þ óýóôáóçò áëëçëïõ-

÷ßáò), óå äéÜöïñïõò ìéêñïïñãáíéóìïýò êáé ôáõôïðïéåß-

ôáé áðü äéáæåõêôéêïýò ðïëëáðëïýò ôüðïõò óôéò óõóôïé-

÷ßåò, èá äþóåé óôçí Ð-ÁÁÐ ðïëëáðëÜóéá äéáêñéôéêÞ

éêáíüôçôá ôáõôïðïßçóçò áðü áõôÞ ðïõ ðñïâëÝðåôáé áðü

ôïí áðëü ðñïóäéïñéóìü ôïõ áñéèìïý ôùí æåõãþí åíáñ-

êôþí, ðïõ ìðïñïýí íá óõí-åíéó÷õèïýí ÷ùñßò áðáãï-

ñåõôéêÝò áëëçëåðéäñÜóåéò. Êáôüðéí ôïýôïõ, ãßíåôáé óá-
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öÝò üôé åíþ óôçí áñ÷Þ ç íÝá ìåèïäïëïãßá èá óôñáöåß

ðñïò ôç ÷ñÞóç üóï ôï äõíáôü åéäéêüôåñùí åíáñêôþí

ðëÞñùò áîéüðéóôùí êáé äéáêñéâùìÝíùí, ãéá óõãêåêñéìÝ-

íåò áðáíôÞóåéò, ìå ôéò ðëÝïí äéáöïñïðïéçìÝíåò êáé áðëÝò

äéáìïñöþóåéò óõóôïé÷éþí (êÜôé ðïõ áðïôåëåß åðáíÜëç-

øç ôçò éóôïñßáò ôçò äéáãíùóôéêÞò ÷ñÞóçò ôùí Ì-ÁÁÐ),

óå äåýôåñï ÷ñüíï óáöþò èá ðñïôéìçèïýí åðéìåëþò ìå-

ëåôçìÝíá æåýãç åíáñêôþí ãåíéêÞò ÷ñÞóçò, ðïõ èá äß-

íïõí äéáöïñåôéêÜ, ðëçí ðëÞñùò åéäéêÜ ðñïúüíôá ìå ìå-

ãáëýôåñç äéáöïñéêÞ éêáíüôçôá áíáãíþñéóçò ìéêñïïñ-

ãáíéóìþí, åíþ ïé ôüðïé ôùí óõóôïé÷éþí èá áíáëáìâÜ-

íïõí ôï äéá÷ùñéóìü ôùí åí ëüãù ðñïúüíôùí. ÁõôÞ ç

ëýóç åßíáé ìïíüäñïìïò ãéá ôçí áýîçóç ôçò áðüäïóçò

ôçò Ð-ÁÁÐ óôá åðßðåäá ôùí óõóôïé÷éþí êáé ãéá ôçí

ðëçñÝóôåñç áîéïðïßçóç ôùí ôåëåõôáßùí.

ÖõóéêÜ, áõôü ôï âÞìá óçìáßíåé äýï ðñÜãìáôá: Ðñþ-

ôïí, ôçí áíÜãêç ãéá áêñéâÝóôåñåò ãïíéäéùìáôéêÝò ðëç-

ñïöïñßåò (ü÷é áðáñáßôçôá åîé÷íßáóç ïëüêëçñùí ãïíéäéù-

ìÜôùí, áí êáé áõôü èá Þôáí åõêôáßï) ãéá ôï ó÷åäéáóìü

ôùí ïëéãïíïõêëåïôéäéêþí åìöõôåõìÝíùí é÷íçèåôþí ôùí

óõóôïé÷éþí. Äåýôåñïí, ìéá åêôåôáìÝíç, ïñãáíùìÝíç êáé

óïâáñÞ Ýñåõíá êáé ìåëÝôç ãéá ó÷åäßáóç «áðïôåëåóìáôé-

êþí» åíáñêôþí ãåíéêÞò ÷ñÞóçò, ðïõ èá åíéó÷ýïõí óá-

öþò äéáöïñïðïéçìÝíåò áëëçëïõ÷ßåò –ìå óõíôçñçìÝíá

üìùò Üêñá– áðü ìåãÜëï åýñïò ìéêñïïñãáíéóìþí. Åñãá-

óßåò ôïõ ðñüóöáôïõ ðáñåëèüíôïò, ðïõ äçìéïõñãïýóáí

âéâëéïèÞêåò áðïôåëåóìÜôùí óõãêåêñéìÝíùí åíáñêôþí

ãåíéêÞò ÷ñÞóçò åðß ðïéêßëïõ äåßãìáôïò ìéêñïïñãáíéóìþí,

óáöþò ìðïñïýí íá áîéïðïéçèïýí åðß ôçò áñ÷Þò êáé íá

áðïôåëÝóïõí ôç âÜóç ãéá ôç äçìéïõñãßá ôïõ ãíùóôéêïý

õðüâáèñïõ ãéá ôéò íÝïõ ôýðïõ äéáãíùóôéêÝò óõóôïé÷ßåò,

áí êáé öõóéêÜ áðáéôåßôáé ðåñáéôÝñù êáé åîáíôëçôéêÞ åñ-

ãáóßá ãéá ôç óõóôçìáôéêÞ êáôáãñáöÞ êáé ðëÞñç äéåñåý-

íçóç ôçò ðñùôïôáãïýò äïìÞò ôùí äéáöïñåôéêþí ðñïúü-

íôùí åíßó÷õóçò ðïõ ðñïêýðôïõí áðü äéáöïñåôéêïýò ïñ-

ãáíéóìïýò. ÐÜíôùò, áõôü ôï õðÜñ÷ïí ãíùóôéêü õðüâá-

èñï áðïôåëåß ìéá óáöÞ åðÝíäõóç, êáèþò êáôáñãåß ôï

ìåãáëýôåñï ðïíïêÝöáëï: ôçí åê íÝïõ (Þ åê ôïõ ìçäå-

íüò) åýñåóç ãåíéêÞò ÷ñÞóçò óõíôçñçìÝíùí áëëçëïõ-

÷éþí-óôü÷ùí, ðïõ ðåñéâÜëëïõí ëéãüôåñï óõíôçñçìÝíåò Þ

óáöþò äéáöïñïðïéçìÝíåò ðåñéï÷Ýò óå åõñý öÜóìá ìé-

êñïïñãáíéóìþí êáé ÷ùñßò íá áðáéôïýíôáé áíáëõôéêÝò ãï-

íéäéùìáôéêÝò ðëçñïöïñßåò, ðïõ èá êáèéóôïýóáí –óå áíôß-

èåôç ðåñßðôùóç– ôï åã÷åßñçìá åöéêôü ìüíï ìå åêôåíÞ

÷ñÞóç åñåõíçôéêþí åñãáëåßùí ëïãéóìéêïý.

¸íá óçìåßï ðïõ óáöþò äåí ðñÝðåé íá ëçóìïíåßôáé

åßíáé ôï üôé ç óõíôÞñçóç/äéáöïñïðïßçóç ôùí ïìïéïåé-

äþí áëëçëïõ÷éþí äåí åßíáé ðÜíôá ãñáììéêÞ, êáèþò ç

åîÝëéîç áêïëïõèåß êáôåõèõíôÞñéåò ãñáììÝò äéêÞò ôçò

Ýìðíåõóçò êáé äåí áðáó÷ïëåßôáé ìå ôï íá ðáñÜãåé åßäç

êáé ïñãáíéóìïýò åýêïëá ôáîéíïìÞóéìïõò áðü ôçí áí-

èñþðéíç ãíþóç ôïõ 21ïõ áéþíá. Áõôü ðÜíôùò Ý÷åé ìé-

êñÞ óçìáóßá. ¼óï äéåóðáñìÝíç êáé íá åßíáé ç ôáîéíïìé-

êÞ êáé öõëïãåíåôéêÞ êáôáíïìÞ ìéêñïïñãáíéóìþí ðïõ

ìïéñÜæïíôáé Ýíá æåýãïò áëëçëïõ÷éþí-óôü÷ùí, Ýíáò åðé-

ðëÝïí ïñãáíéóìüò óçìáßíåé Ýíá ëéãüôåñï æåýãïò åíáñ-

êôþí ãéá ôç äéáãíùóôéêÞ Ð-ÁÁÐ. Áõôü äåí ìðïñåß íá

ìåôáöñáóôåß óå ëéãüôåñï ðïëýðëïêåò áíôéäñÜóåéò Ð-

ÁÁÐ, ìå ó÷åôéêþò ëßãá æåýãç, ðáñÜ ìüíï âñá÷õðñüèå-

óìá. Ïé áðáéôÞóåéò áíÜëõóçò óôç äéÜãíùóç åßíáé ôüóï

ìåãÜëåò êáé ôüóï ôá÷Ýùò áõîáíüìåíåò, ðïõ êÜèå ôÝôïéá

åîïéêïíüìçóç ðñÝðåé íá èåùñåßôáé ü÷é ùò Ýíá æåýãïò

ëéãüôåñï (ìå ðëåïíåêôÞìáôá ìåßùóçò èïñýâïõ, áýîçóç

åéäéêüôçôáò êáé áðüäïóçò êáé åðßëõóç ðñïâëçìÜôùí

ó÷åäéáóìïý êáé áëëçëåðéäñÜóåùí), áëëÜ ùò Ýíá áêüìç

äéáöïñåôéêü æåýãïò åíáñêôþí, ðïõ èá áíé÷íåýåé Ýíáí Þ

ðåñéóóüôåñïõò ìéêñïïñãáíéóìïýò åðéðëÝïí. Ç ôåñÜóôéá

ïéêïíïìßá áíôéäñÜóåùí, ðïõ åðéöÝñåé ç ÷ñÞóç ãåíéêþí

åíáñêôþí, äåí ìðïñåß íá ÷ñçóéìïðïéçèåß, ìåóïðñüèå-

óìá êáé ìáêñïðñüèåóìá, ðáñÜ ãéá ôïí åðéðëÝïí åìðëïõ-

ôéóìü ôïõ öÜóìáôïò áíß÷íåõóçò ôçò ìåèüäïõ óôï åããýò

ìÝëëïí, ãéá íá áðïôåëÝóåé õðïèÞêç áíÜðôõîçò ãéá ôçí

êÜëõøç ìåëëïíôéêþí äéáãíùóôéêþí áíáãêþí.

4.4. ÏéêïíïìéêÝò ðáñÜìåôñïé

¼ðùò ðñïáíáöÝñèçêå, ôï ìåãÜëï ïéêïíïìéêü ðëåï-

íÝêôçìá ôçò íÝáò ìåèïäïëïãßáò åßíáé ç ðïëëáðëÞ åðåîåñ-

ãáóßá äåéãìÜôùí (Þ, ãéá ôçí áêñßâåéá, äåßãìáôïò). Åíþ

ðáëáéüôåñåò äïêéìáóßåò ðïëëáðëïý õðüâáèñïõ áíÝëõáí

ðïëëÜ ïìïéïåéäÞ äåßãìáôá áðü äéáöïñåôéêïýò áóèåíåßò,

ìå áðïôÝëåóìá ïéêïíïìéêÝò áðþëåéåò üôáí ôá ðñïò åðå-

îåñãáóßá äåßãìáôá äåí Þôáí áñêåôÜ (êåíÜ öñåÜôéá åðß

åíôõðùìÝíçò ðëÜêáò, ðïõ äåí ìðïñïýóáí ðÜíôá íá

÷ñçóéìïðïéçèïýí óå åðüìåíç åîÝôáóç, êáôáíÜëùóç ìáñ-

ôýñùí êáé ðñüôõðùí äåéãìÜôùí ãéá ëéãüôåñá áðü ôï

ìÝãéóôï áñéèìü êëéíéêþí äåéãìÜôùí), óôéò óõóôïé÷ßåò ôï

ðñÜãìá áëëÜæåé. Ìéá óõóôïé÷ßá ìðïñåß íá åëÝãîåé ôï

äåßãìá åíüò áóèåíïýò ãéá ìéá ðïéêéëßá ìéêñïïñãáíé-

óìþí. Êáé ðÜëé üìùò õðÜñ÷åé Ýíáò ðáñÜãïíôáò óðáôÜ-

ëçò: Óå ðïëëÝò ðåñéðôþóåéò äåí èá åßíáé éáôñéêÜ óêüðé-

ìï íá åîåôáóôïýí áðü ôçí åðéöÜíåéá, äéÜ ôçò ïðïßáò

åêôåëåßôáé ç äïêéìáóßá, üëïé ïé áíé÷íåýóéìïé ìéêñïïñãá-

íéóìïß, ãéá ðïéêéëßá äéáãíùóôéêþí ëüãùí (Ýíá ðñüâëç-

ìá ðïõ áíôéìåôùðßæåôáé áðü ôá áóöáëéóôéêÜ ôáìåßá óôçí

Ýãêñéóç ìÝñïõò ìüíï ôùí äõíáôþí ìéêñïâéïëïãéêþí

åîåôÜóåùí ìåñéêþí äåéãìÜôùí). Óå ìåñéêÝò ðåñéðôþóåéò

ßóùò íá öáßíåôáé üôé ç Ì-ÁÁÐ åßíáé ðåñéóóüôåñï áðï-

äïôéêÞ ïéêïíïìéêÜ êáé ðëÞñùò åðáñêÞò ëýóç áðü ðëåõ-

ñÜò äéÜãíùóçò.
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ÕðÜñ÷ïõí äýï ëüãïé ãéá íá õðïóôçñé÷èåß üôé, åäþ,

áõôü ôï ðñüâëçìá óðáôÜëçò åßíáé ó÷åôéêÜ ìéêñü: Ðñþ-

ôïí, ôï ìéêñü êüóôïò ôùí áíôéäñÜóåùí (åðéðëÝïí áíôé-

äñÜóåéò áðáéôïýí ìüíï åðéðëÝïí åíáñêôÝò êáé ü÷é ðñï-

óèÞêç Üëëùí áíôéäñáóôçñßùí óå áõîçìÝíåò ðïóüôçôåò)

êáé ç áíõðáñîßá áêñéâþí êáé ðåñéïñéóìÝíçò ðïóüôçôáò

ðñïôýðùí êáé ìáñôýñùí ãéá ôçí áíÜãíùóç ìÝóù ðñï-

ôýðùí êáìðõëþí. Äåýôåñïí, ç äõíçôéêÞ åõêáìøßá ôçò

ôå÷íéêÞò. Óôéò áíùôÝñù ðáñáãñÜöïõò ðåñéãñÜöçêå ç

éäÝá ôçò «ìÝãéóôçò ðõêíüôçôáò» åðéöÜíåéáò äïêéìáóéþí,

áëëÜ áõôü äåí åßíáé áðáñáßôçôá ôï âÝëôéóôï åíäå÷üìå-

íï ãéá ôçí åñãáóôçñéáêÞ äéÜãíùóç íüóùí Þ ëïéìþ-

îåùí. Ðéèáíþò, èá ðñÝðåé íá äçìéïõñãçèïýí åéäéêÝò

óõóôïé÷ßåò, ðïõ èá äéá÷ùñßæïõí ü÷é óõããåíåßò ìéêñïïñ-

ãáíéóìïýò –êÜôé ðïëýôéìï áðü åðéäçìéïëïãéêÞ êáé ôáîé-

íïìéêÞ Üðïøç– áëëÜ êáé ïñãáíéóìïýò ðïõ, åíþ èá ïìá-

äïðïéïýíôáé áðü ôçí ðñüêëçóç êïéíÞò óõìðôùìáôïëï-

ãßáò Þ íüóùí ìå êïéíÞ êëéíéêÞ åéêüíá, ðéèáíüí èá äéá-

öÝñïõí ðïëý öõëïãåíåôéêÜ êáé óõíåðþò èá áðáéôïýí

äéáöïñåôéêÜ æåýãç åíáñêôþí ãéá ôçí é÷íçëÜôçóÞ ôïõò. Ç

äéáöïñïðïßçóç ôùí óõóôïé÷éþí äåí óçìáßíåé áðáñáßôçôá

êáé äéáöïñïðïßçóç óôï ìßãìá åíáñêôþí Ð-ÁÁÐ. ¸íá

æåýãïò åíáñêôþí ìðïñåß íá åíôïðßæåé êÜëëéóôá Ýíá ìé-

êñïïñãáíéóìü ðïõ åõèýíåôáé ãéá ðíåõìïíßá êáé äýï Üë-

ëïõò ðïõ åõèýíïíôáé ãéá çðáôéêÝò ðáèÞóåéò Þ åíäïêáñ-

äßôéäá. Áõôü óçìáßíåé üôé ç äçìéïõñãßá åéäéêþí ãéá ôçí

ðåñßðôùóç óõóôïé÷éþí (ìéá ãéá äéÜãíùóç ðáñáãüíôùí

ðïõ ðñïêáëïýí ðíåõìïíßá êáé ìéá ãé’ áõôïýò ðïõ ðñïêá-

ëïýí åíäïêáñäßôéäá) äåí èá óõìâÜëåé, êáôáñ÷Þí, óôç

ìåßùóç åíáñêôþí óôï ìßãìá áíôéäñÜóåùí. Ç äéáöïñï-

ðïßçóç, åí ðïëëïßò, èá ðåñéïñßæåôáé óôïí áñéèìü ïëéãï-

íïõêëåïôéäßùí-é÷íçèåôþí åðß ôçò óõóôïé÷ßáò.

ÖõóéêÜ, èá õðÜñ÷ïõí êáé ðåñéðôþóåéò üðïõ üíôùò

êÜðïéá æåýãç åíáñêôþí èá åßíáé ðëåïíáóìáôéêÜ ãéá ôç

äéåõêñßíçóç åíüò äéáãíùóôéêïý ðñïâëÞìáôïò, ïðüôå èá

ìðïñïýí íá áðáëåéöèïýí áðü ôï ìßãìá åíáñêôþí ôçò

Ð-ÁÁÐ. Áõôü ðÜíôá äéåõêïëýíåé ôçí åéäéêüôçôá êáé áõ-

îÜíåé ôï ëüãï óÞìáôïò ðñïò èüñõâï êáé ôçí áðüäïóç

ôùí áíôéäñÜóåùí. Ôï ðñáêôéêü ðñüâëçìá åßíáé üôé, ðñï-

êåéìÝíïõ ãéá äïêßìéá ðñïôõðïðïéçìÝíá ãéá åêáôïíôÜäåò

Þ ÷éëéÜäåò åîåôÜóåéò, èåùñåßôáé áðßèáíç ç ìßîç åíáñ-

êôþí ðñéí áðü ôçí åêÜóôïôå áíôßäñáóç ãéá åéäéêÞ, ðñïò

ôï óêïðü áõôü, óýíèåóç ìßãìáôïò. Ðïëý ðñáêôéêüôåñç

öáßíåôáé ç ýðáñîç Ýôïéìïõ ìßãìáôïò åíáñêôþí, üðïõ

áðëÜ êÜðïéïé èá ðëåïíÜæïõí óå ìéá áíôßäñáóç. Áðü ôçí

Üëëç ìåñéÜ, ç ôá÷åßá ðñüïäïò õðïëïãéóôþí, ëïãéóìé-

êþí åñãáëåßùí êáé ñïìðïôéêþí ìç÷áíçìÜôùí äåí áðï-

êëåßåôáé íá åðéôñÝøåé ôÝôïéåò åðåìâÜóåéò ðñïò ðëÞñùò

åéäéêÜ ìßãìáôá, åíþ êÜôé ôÝôïéï, áí êáé áêüìá äõó÷åñÝ-

óôåñï, äåí åßíáé áíÝöéêôï ïýôå ãéá ôéò óõóôïé÷ßåò. Åßíáé

ðéèáíÞ ç åîÝëéîç ôùí óõóôçìÜôùí åíôýðùóçò óõóôïé-

÷éþí óå ôÝôïéï âáèìü, þóôå ç óõóôïé÷ßá íá ôõðþíåôáé

êáôÜ ôç äéÜñêåéá ôçò äéåîáãùãÞò ôçò Ð-ÁÁÐ, ìå ôïõò

áðáéôïýìåíïõò ãéá ôçí ðåñßðôùóç ôüðïõò, êÜôé ðïõ óç-

ìáßíåé ìéêñüôåñï èüñõâï óÞìáôïò êáé ìåãÜëç ïéêïíïìßá

áíôéäñáóôçñßùí. ÐÜíôùò, áõôÜ ôá äýï âÞìáôá åßíáé áêüìç

ó÷åôéêÜ ìáêñéíü åíäå÷üìåíï –áí êáé ðëÞñùò åöéêôü–

ëüãù ôïõ êüóôïõò êáé ôùí áðáéôÞóåùí õðïäïìÞò/÷åéñé-

óìïý ôùí ìç÷áíçìÜôùí åíôýðùóçò óõóôïé÷éþí. Ãéá Üìå-

óç-ìåóïðñüèåóìç äéáãíùóôéêÞ ìáæéêÞ ÷ñÞóç, êáèÝíáò

ìÜëëïí ðñÝðåé íá áíáìÝíåé óõóôïé÷ßåò äéáöïñåôéêþí

óõíäõáóìþí ãéá äéáöïñåôéêÜ äéáãíùóôéêÜ ðñïâëÞìáôá,

ðáñáããåëèåßóåò ìáæéêÜ óå åéäéêÝò åôáéñåßåò. ÖõóéêÜ, êÜôé

ôÝôïéï ìåéþíåé, üðùò ïôéäÞðïôå ðñïêáôáóêåõáóìÝíï, ôçí

åõêáìøßá äéÜãíùóçò êáé åêôÝëåóçò åîåôÜóåùí Þ áíá-

ëýóåùí. ¼ìùò, êÜðïéïò ïöåßëåé íá ðáñáôçñÞóåé üôé ç

äéÜãíùóç èá ìåôáêéíçèåß áíáðüöåõêôá áðü ôçí åîÝôá-

óç ôùí «ðéèáíþí» åíäå÷ïìÝíùí, óôá ïðïßá ðáñáðÝìðåé

óõãêåêñéìÝíç êëéíéêÞ åéêüíá, óôçí åîÝôáóç ôùí «äõíá-

ôþí» åíäå÷ïìÝíùí ãéá ôçí ðñïêåßìåíç êëéíéêÞ åéêüíá

(êáé áõôü åßíáé óõíôçñçôéêÞ åðéëïãÞ, êáèþò Ýíá ðáñá-

ðÜíù âÞìá åßíáé ç åîÝôáóç êáé ôùí èåùñïýìåíùí ùò

«áäýíáôùí» åíäå÷ïìÝíùí, ðïõ äåß÷íïõí óõ÷íÜ ìéá ôÜóç

áëëáãÞò êáôçãïñßáò êáé ìåôáíÜóôåõóçò óôá «äõíáôÜ»).

Áõôü Üìåóá ðïëëáðëáóéÜæåé ôá ðñïò åîÝôáóç åíäå÷üìå-

íá êáé êáèéóôÜ áðïëýôùò ïñèïëïãéêÞ ôç ÷ñÞóç Ð-ÁÁÐ/

óõóôïé÷éþí ãéá ôçí áíôéìåôþðéóç ó÷åäüí êÜèå äéáãíù-

óôéêïý ðñïâëÞìáôïò. ËïãéêÜ äå êáé åðéóôçìïíéêÜ, åßíáé

ðïëý ïñèüôåñç ðñïóÝããéóç áðü ôçí ðáëáéüôåñç åìðåé-

ñéêÞ éåñÜñ÷çóç ðéèáíïôÞôùí, ðïõ Ýäéíå ìåí ÷ñïéÜ áí-

èñùðéóôéêÞò ôÝ÷íçò óôçí ÉáôñéêÞ,76 áðïôåëïýóå üìùò

ïõóéáóôéêÜ óõìâéâáóìü Ýíåêá ôùí äéáèÝóéìùí äõíáôï-

ôÞôùí ôùí äéáãíùóôéêþí ìåèüäùí. Ç äå åìðåéñéêÞ éå-

ñÜñ÷çóç ðéèáíïôÞôùí, ç áíåðÜñêåéá ôïõ åìðåéñéóìïý

áõôïý êáèáõôïý êáé ôá ðåñéèþñéá óöÜëìáôïò, ðïõ áõ-

ôüò åíÝ÷åé, åíäÝ÷åôáé íá åõèýíïíôáí ãéá äéáãíùóôéêÝò

êáé èåñáðåõôéêÝò áðïôõ÷ßåò.

ÅÕ×ÁÑÉÓÔÉÅÓ

Óôïõò íÝïõò óõíåñãÜôåò ôïõ ÊÝíôñïõ ÁíáöïñÜò Ìõ-

êçôéÜóåùí, éáôñïýò üëùí ôùí åéäéêïôÞôùí, óôïõò åðéóôÞ-

ìïíåò êáé ôïõò ôå÷íéêïýò, ðïõ ìå åîáéñåôéêÞ ïîõäÝñêåéá

êáé åðáããåëìáôéóìü áðïäåéêíýïõí ìå ôçí Ýìðñáêôç óõì-

ìåôï÷Þ ôïõò óôá åîåëéêôéêÜ âÞìáôá ôïõ åñãáóôçñßïõ üôé

ç äéåýñõíóç ôùí ãíùóôéêþí áíôéêåéìÝíùí êáôÜ ôçí ðá-

ñïýóá ìåôáãïíéäéùìáôéêÞ åðï÷Þ äåí êáôáñãåß ïýôå êáé

áðåéëåß ôéò Þäç õðÜñ÷ïõóåò âéïúáôñéêÝò åéäéêüôçôåò, áëëÜ

ôéò áíáêáéíßæåé êáé ôéò åêóõã÷ñïíßæåé.
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Amongst a multitude of emerging molecular methods, multiplex PCR and the microarrays are two methods of

extreme importance. Both are evolutionary –rather than revolutionary– spinoffs of existing, well-established

techniques which increase by several orders of magnitude the effectiveness of their predecessors. Their expan-

sion stimulated development of supplementary procedures to ensure dependable sample processing, analysis of

data and interpretation of the results. The arrays, in particular, have initiated immense progress in numerous

fields seemingly unrelated to the Biosciences, ultimately creating new areas within the disciplines of the

Biosciences through featuring high throughput processing in parallel. Thus, the sciences of Genomics, Pharma-

cogenomics, Proteomics, Metabolomics, Toxicogenomics, Pharmacogenomics and Bioinformatics have emerged.

The combination of the two techniques offers revolutionary prospects, despite creating the necessity for design,

infrastructure, know-how and dependable methodologies for result confirmation and the engineering of related

hardware components. Coupling these systems with modern procedures for signal production, detection, eval-

uation and analysis can lead to extraordinary levels of micro-sample analysis. Such specifications are by

definition invaluable to medical diagnostics, but the eventual users so far remain sceptical, preferring more

conventional approaches. Moreover, approaches in medical diagnostics are still tentative and clearly a by-

product of other related fields, such as Genetics, which embraced the new technology earlier. Thus, diagnostic

arrays are usually adapted versions of those already existing in other research fields. Optimization of the

combined multiplex PCR/microarray techniques for diagnostic purposes will provide the acute discriminatory

power needed for diagnosis of an increasing number of pathogens and may offer the sole solution to increasingly

intricate diagnostic challenges.
................................................................................................................................................................................
Key words: Arrays, Diagnostics, Multiplex PCR
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