Sposéb jednoczesnej detekceji bakteriii grzybéw w preparacie biologicznym

metoda PCR, startery oraz zestaw do detekcji bakterii 1 grzybow

Przedmiotem wynalazku jest sposéb jednoczesnej detekcji bakterii i grzybow w
prébee materiatu biologicznego metoda PCR, startery do detekcji bakterii i grzybow oraz
zestaw do wykrywania tych drobnoustrojéw w probce materiatu biologicznego. Wynalazek
dostarcza sposobu do realizacji jednoczesnej detekcji DNA bakterii Gram ujemnych, Gram
dodatnich, grzybéw drozdzowych 1 grzybéw plesniowych w prébce materiatu
biologicznego, np. slinie czy krwi pacjenta.

Zakazenia wywotywanie przez bakterie 1 grzyby od zawsze stanowily powazny
problem medyczny. Najgrozniejszym z nich sg zakazenia ogélnoustrojowe czyli sepsy.
Mimo postepéw w ich leczeniu osiagnietych giéwnie dzigki zastosowaniu
antybiotykoterapii oraz wprowadzenia do praktyki medycznej technologii pozwalajacych
na diugotrwale podtrzymywanie czynnosci zyciowych u pacjentéw znajdujacych sie w
stanie krytycznym, nadal nie udaje si¢ utrzymacé przy zyciu wielu chorych. Paradoksalnie,
w miar¢ rozwoju wiedzy medycznej 1 wprowadzaniu do lecznictwa coraz to nowszych
procedur terapeutycznych, zapadalnos¢ na sepse si¢ zwicksza. Lever 1 wsp. donosza ze w
USA w ciagu roku na seps¢ zapada 750 000 oséb 1 jest ona przyczyna ponad 215 000
zgonéw. W Unii Europejskiej z powodu ciezkiej sepsy umiera rocznie 146 tys. chorych, w
samej tylko Wielkiej Brytanii Smiertelnos¢ z jej powodu waha sie w przedziale 30 do 50
/100 000 w ciagu roku, co plasuje seps¢ w czoldwce dziesieciu najczestszych przyczyn
$mierci. W krajach rozwinietych sepsa rozwija sie¢ u 2-4/1000 zywo urodzonych dzieci 1
jest ona gtéwna przyczyng ich S$mierci. W Polsce brak jest doktadnych danych
epidemiologicznych, ale Zielinski 1 wsp. podaja ze w 2005 roku z powodu sepsy nastapito
967 zgondéw w tym 43 zgony dzieci. Zwiekszajaca si¢ Smiertelno$¢ z powodu sepsy jest
skutkiem narastajacej opornosci na antybiotyki, stosowania inwazyjnych metod leczenia
oraz starzenia si¢ spoteczenstwa. Sepsa jest najwiekszym zagrozeniem dla os6b z obnizona
odpornoscia, zwlaszcza kiedy sa one dlugotrwale hospitalizowane, gtéwnie na oddziatach
intensywnej opieki medycznej, Dotyka ona zwlaszcza pacjentow ze schorzeniami
nowotworowymi, poddawanych immunosupresji, chorych oparzonych, oséb w podesztym
wieku oraz dzieci.

W leczeniu zakazen krwi najwazniejszym 1 najtrudniejszym problemem decydujacym o
skutecznosci terapii 1 w konsekwencji o kosztach i1 czasie hospitalizacji jest skuteczna

diagnostyka czynnikéw wywotujacych ogélnoustrojowa odpowiedz zapalng w przebiegu



sepsy. Oznaczenie czynnika etiologicznego (mikroorganizm: grzyb lub bakteria) pozwala
na zastosowanie skutecznej, celowanej antybiotykoterapii. Materialem poddawanym
badaniu diagnostycznemu jest korzystnie krew pobrana od pacjenta manifestujacego
objawy kliniczne sepsy np. tachykardi¢, bradykardie, podwyzszona lub obnizona cieptote
ciata, spadek cis$nienia tetniczego krwi, 1 in.

Krew jako material do badan mikrobiologicznych stawia najwigksze wyzwania sposrod
wszystkich  materiatéw  biologicznych. Najwigksza trudnos¢ sprawia to, ze
mikroorganizmy odpowiedzialne za zakazenie znajduja sie¢ we krwi w bardzo niskich

ilosciach, lub tez nastepuje tylko ich okresowy wysiew do krwi.

Mimo to, obecnie standardem diagnostycznym sa hodowle krwi prowadzone na
specjalnych podlozach, najlepiej w systemach hodowli automatycznej (np. BACTEC -
BectonDickinson). Do zalet tych metod nalezy ich prostota oraz wzglednie niski koszt
wykonania badania. Staba strona metody opartej na hodowli krwi jest jej czasochtonnosé,
siggajaca nawet 5 dni (do czasu wydania wyniku badania) oraz niska czutos¢, ktoéra
powoduje ze jedynie w ok. 15-20% hodowli udaje si¢ uzyska¢ wzrost mikroorganizmow.
Wskutek tego w zdecydowanej wigkszosci przypadkéw lekarz moze stosowaé jedynie
antybiotykoterapi¢ empiryczng z powodu braku uzyskania wzrostu mikroorganizméw
odpowiedzialnych za infekcje. Sytuacje dodatkowo pogarsza fakt poddawania pacjentow
antybiotykoterapii zanim dojdzie do pobrania prébek krwi na posiew - chorzy sa czesto
leczeni antybiotykami zanim dojdzie do manifestacji objawéw sepsy. Hodowle krwi w
takim wypadku sa bardzo utrudnione z uwagi na to, iz znajdujg si¢ w niej antybiotyki
hamujace wzrost mikroorganizméw. Aby zwigkszy¢ szans¢ na wykrycie czynnikéw
mikrobiologicznych we krwi, podejmowane sa proby oparcia ich detekcji na metodach
serologicznych np. na wykrywaniu lipopolisacharydu (LPS) bakterii Gram ujemnych czy

galaktomannanu grzybéw.

Innym celem molekularnym, ktéry umozliwia skuteczna, precyzyjna 1 szybka
diagnostyke zakazen krwi sa kwasy nukleinowe drobnoustrojéw bedacych czynnikami
etiologicznymi infekcji. Zaréwno DNA, jak i RNA kazdego organizmu zawiera sekwencje
unikalne dla niego, stanowiace swoisty ,,odcisk palca”. Dzieki znajomosci tych sekwencji
mozliwe jest zastosowanie metod biologii molekularnej, takich jak PCR czy hybrydyzacja
do oznaczania obecnosci mikroorganizméw we krwi. Czuto$¢ metod molekularnych
znacznie przewyzsza czulos¢ metody hodowlanej. Poza tym wczesniejsze zastosowanie

antybiotykoterapii nie wptywa na wynik badania z uwagi na to, ze nie ma potrzeby



uzyskania wzrostu bakterii czy grzybéw na podiozu hodowlanym, a jedynie wykrycie ich

sekwencji DNA czy RNA.

Liczne zgloszenia i1 opisy patentowe, jak przykladowo EP2547782, EP2087134,
EP1978111 czy EP2009118, ujawniaja zastosowanie metod PCR do detekcji

specyficznych mikroorganizméw w oparciu o zaprojektowane startery.

Zgloszenie EP2547782 ujawnia detekcje mikroorganizméw z grupy Staphyllococus w
systemie multiplex PCR w oparciu o zaprojektowane sondy i startery, jednakze bez

zastosowania systemu Nested PCR.

Istota wynalazku jest sposob detekcji bakterii 1 grzybéw w prébce materiatu
biologicznego, w ktérym DNA zawarte w probce materialu biologicznego poddaje sie
amplifikacji w reakcji PCR w czasie rzeczywistym w systemie multipleksowym, przy
czym reakcje amplifikacji prowadzi sie dwuetapowo z zastosowaniem w pierwszym etapie
starteréw specyficznych dla bakterii 1 starteréw specyficznych dla grzybéw, a nastepnie
produkt pierwszej amplifikacji wykorzystuje si¢ jako matryce w drugim etapie -
amplifikacji z zastosowaniem starteréw 1 sond réznicujacych grzyby na grupe grzybow

plesniowych i1 drozdzopodobnych i bakterie na Gram dodatnie 1 Gram ujemne.

Jako startery specyficzne dla bakterii stosuje sie startery specyficzne dla sekwencji 16S
rRNA bakterii, korzystnie oligonukleotydy o nastepujacych sekwencjach:

oligonukleotyd Sekwencja 5’ — 3’
NEST_BAC_F GGCGGACGGGTGAGTAA
NEST BAC_R CGCATTTCACCGCTA

Jako startery specyficzne dla grzybow stosuje si¢ startery specyficzne dla sekwencji 18S

rRNA grzybéw, korzystnie oligonukleotydy o nastepujacych sekwencjach :

oligonukleotyd Sekwencja 5’ — 3’
NEST _FUN_F AATTGACGGAAGGGCACC
NEST _FUN_R TTCCTCGTTGAAGAGCAA

Zgodnie ze sposobem wedlug wynalazku w drugim etapie amplifikacji do wykrywania i

identyfikacji bakterii stosuje si¢ startery o sekwencjach:



oligonukleotyd Sekwencja 5’ — 3’
GN/GP_F GACTCCTACGGGAGGC
GN/GP_R GCGGCTGCTGGCAC

1 sondy o sekwencjach:

oligonukleotyd Sekwencja 5’ — 3’
GP_Probe Hex- CTGAyssAGCAACGCCGCG -TAMRA (Q)
GN_Probe Cy5 —CCTGAYysCAGCmATGCCGCG- BHQ-2

natomiast do amplifikacji do wykrywania i identyfikacji grzyboéw stosuje sie startery o

sekwencjach:
oligonukleotyd Sekwencja 5’ — 3’
FUN_F TTGGTGGAGTGATTTGTCTGCT
FUN_R TCTAAGGGCATCACAGACCTG

1 sondy o sekwencjach:

oligonukleotyd Sekwencja 5’ — 3’
Candid_probe FAM-TTAACCTACTAAATAGTGCTGCTAGC-BHQ1
Asperg_probe TexasRed-TCGGCCCTTAAATAGCCCGGTCCGC-Eclipse

Korzystnie, w sposobie wedlug wynalazku detekcje bakterii i grzybéw prowadzi si¢ w
prébce materiatu biologicznego izolowanego z pacjenta, korzystnie z krwi pacjenta z

objawami sepsy.

Wynalazek obejmuje takze oligonukleotydy o sekwencji:

oligonukleotyd Sekwencja 5’ — 3’
NEST_BAC_F GGCGGACGGGTGAGTAA
NEST BAC_R CGCATTTCACCGCTA

do stosowania jako startery w reakcji PCR do wykrywania bakterii.

Wynalazek obejmuje ponadto oligonukleotydy o sekwencji:



oligonukleotyd Sekwencja 5’ — 3’
NEST _FUN_F AATTGACGGAAGGGCACC
NEST _FUN_R TTCCTCGTTGAAGAGCAA

do stosowania jako startery w reakcji PCR do wykrywania grzybéw.

Przedmiotem wynalazku jest takze zestaw do detekcji bakterii i grzybow w probee
materiatu biologicznego metoda nested-multiplex-real time PCR, zawierajacy nastepujace

oligonukleotydy:

do detekcji bakterii startery specyficzne dla 16S rRNA bakterii:

oligonukleotyd Sekwencja 5’ — 3’
NEST_BAC_F GGCGGACGGGTGAGTAA
NEST BAC_R CGCATTTCACCGCTA

i
oligonukleotyd Sekwencja 5’ — 3’
GN/GP_F GACTCCTACGGGAGGC
GN/GP_R GCGGCTGCTGGCAC

oraz sondy specyficzne dla 16S rRNA bakterii o sekwencjach:

oligonukleotyd Sekwencja 5’ — 3’
GP_Probe Hex- CTGAyssAGCAACGCCGCG -TAMRA (Q)
GN_Probe Cy5 —CCTGAYysCAGCmATGCCGCG- BHQ-2

oraz

do detekcji grzybow startery specyficzne dla 18S rRNA grzybéw:

oligonukleotyd Sekwencja 5’ — 3’
NEST _FUN_F AATTGACGGAAGGGCACC
NEST _FUN_R TTCCTCGTTGAAGAGCAA

i:
oligonukleotyd Sekwencja 5’ — 3’
FUN_F TTGGTGGAGTGATTTGTCTGCT
FUN_R TCTAAGGGCATCACAGACCTG




oraz sondy specyficzne dla 18S rRNA grzybéw o sekwencjach:

oligonukleotyd Sekwencja 5’ — 3’
Candid_probe FAM-TTAACCTACTAAATAGTGCTGCTAGC-BHQ1
Asperg_probe TexasRed-TCGGCCCTTAAATAGCCCGGTCCGC-Eclipse

Zastrzegany sposob detekcji bazuje na reakcji PCR w czasie rzeczywistym (real time) w
systemie multiplex, z mozliwa jednoczesng amplifikacja co najmniej dwéch sekwencji
DNA. Ponadto, sposéb wedlug wynalazku realizuje metode multiplex PCR w systemie

Nested tj. reakcje dwustopniowej amplifikacji, co zwieksza znacznie czutos¢ detekcji.

Zastrzegany sposéb umozliwia detekcje wszystkich gatunkéw grzybow oraz bakterii (z
réznicowaniem na bakterie Gram dodatnie, Gram ujemne, grzyby drozdzowe i1 grzyby
plesniowe) w prébkach DNA izolowanych z krwi pacjentéw manifestujagcych objawy
sepsy. Mozliwe jest wykorzystanie metody do wykrywania tylko bakterii lub tylko
grzybéw, ale réwnoczesnie zaleta sposobu jest mozliwos¢ wykorzystania do
jednoczesnego wykrywania zaréwno grzybow jak i1 bakterii, co wptywa na obnizenie

kosztow badania.

Detekcja produktéw PCR I amplifikacji nie jest wymagana, bowiem ostateczny
wynik badania diagnostycznego jest widoczny w II amplifikacji. Jesli w I amplifikacji nie
uda sie uzyska¢ namnozenia DNA przy wykorzystaniu zaprojektowanych starteréw, to
podczas II etapu amplifikacji takze otrzymamy wynik negatywny (brak drobnoustrojéow w
prébee materiatu biologicznego). Nie wyklucza to jednak przeprowadzenia po zakonczeniu
I amplifikacji detekcji produktu z zastosowaniem elektroforezy DNA w zelu, ewentualnie

z zastosowaniem metod spektrofotometrycznych.

Detekcja 1 identyfikacja produktéw PCR etapu II amplifikacji nastepuje juz w trakcie
trwania procesu namnazania DNA. Zastosowane sondy GP_probe, GN_probe,
Candid_probe, Asperg_probe przylaczaja si¢ specyficznie do powstajacych produktéw
namnazania sekwencji DNA typowych dla bakterii Gram dodatnich, Gram ujemnych,
grzybéw drozdzowych 1 grzyboéw plesniowych 1 emituja sSwiatto fluorescencyjne
rejestrowane przez detektor w trakcie amplifikacji. Kazda z czterech sond wyposazona
jest w znacznik fluoryzujacy o scisle okreslonej, typowej dla danej sondy dtugosci emisji
fali swiatta, co pozwala na zréznicowanie pomiedzy konkretnymi czterema grupami

mikroorganizmow.



Wynalazek obejmuje nowe, specyficzne startery uniwersalne dla bakterii i nowe
startery uniwersalne dla grzybéw, ktérych zastosowanie do amplifikacji materiatu
genetycznego probek metoda PCR pozwala na objecie catosci panelu mikroorganizmoéw
bakteryjnych i grzybiczych (z ré6znicowaniem na bakterie Gram ujemne, Gram dodatnie,
grzyby drozdzowe i grzyby plesniowe) lecz bez typowania konkretnych gatunkéw. Taka
informacja jest dla lekarza bardzo przydatna w dobraniu odpowiedniego leczenia, zanim
dotrze wynik identyfikacji z laboratorium mikrobiologicznego okreslajacy gatunek bakterii

czy grzybow.

Obecnie stosowane systemy nie posiadaja wskazanej uniwersalnosci. Stosowane
systemy (np. SeptiFast - Roche) umozliwiaja wykrywanie kilkunastu konkretnych
gatunkéw drobnoustrojéw, lub (jak SeptiTest - Molzym) pozwalaja na detekcje
teoretycznie kazdego mozliwego gatunku, ale wymagane jest sekwencjonowanie produktu

PCR, co zwigksza koszty oraz wydtuza czas oczekiwania na wynik.

Sposéb wedtug wynalazku wykorzystujacy techniki multiplex real-time PCR pozwala
na jednoczesng detekcje bakterii 1 grzybéw w czasie rzeczywistym, bez oczekiwania na
wyniki elektroforezy DNA, jak ma to miejsce w przypadku klasycznej metody PCR.
Dodatkowo, zastosowanie systemu Nested pozwala na zwigkszenie czutosci metody
detekcji o dwa rzedy wielkosci w poréwnaniu do PCR jednostopniowego. Nie jest takze
konieczne zastosowanie sekwencjonowania produktu PCR w celu identyfikacji

konkretnego gatunku mikroorganizmu.

Sposéb wedlug wynalazku pozwala na szybkie wykrywanie wszystkich gatunkéw
grzybéw (z rozréznieniem na drozdzowe 1 plesniowe) oraz wszystkich gatunkéw bakterii
(z rozréznieniem na Gram ujemne i Gram dodatnie), bez identyfikacji konkretnych
gatunkéw. Sposob detekcji pozwala szybko, z duza czuloscia potwierdzi¢ obecnosé
zakazenia, przezwyci¢zajac wady komercyjnie dostepnych metod, ktére wymagaja wigcej
czasu 1 calego spektrum eksperymentéw wycelowanych w konkretne, najczesciej

wystepujace gatunki.

W zastrzeganym sposobie wytypowanie konkretnego gatunku drobnoustroju jest
réwniez mozliwe po sekwencjonowaniu produktu PCR uzyskanego w amplifikacji I lub II,

jednakze do wstepnej diagnozy nie jest to wymagane.



W korzystnych przyktadach wykonania wynalazek przedstawiony zostal na
rysunku, na ktérym:

Fig. 1 przedstawia sekwencje 18S r1RNA grzybéw z  zaznaczonymi
zaprojektowanymi  starterami NEST_FUN_F , NEST_FUN_R (szara ramka) oraz
znanymi z publikacji starterami FUN_F, FUN_R (przezroczysta ramka) —sekwencje
znajduja sie na jednej nici DNA, zatem zaznaczona w szarej ramce sekwencja konicowa
jest odwrécona 1 komplementarna w stosunku do zsyntetyzowanego odpowiednika R;

Fig. 2 przedstawia sekwencje 16S rRNA bakterii Z zaznaczonymi
zaprojektowanymi  starterami NEST_BAC_F, NEST_BAC_R (szara ramka) oraz
znanymi z publikacji starterami GN/GP_F, GN/GP_R (przezroczysta ramka) —sekwencje
znajduja sie na jednej nici DNA, zatem zaznaczona w szarej ramce sekwencja konicowa
jest odwrécona 1 komplementarna w stosunku do zsyntetyzowanego odpowiednika R;

Fig. 3 przedstawia porownanie odsetek wynikéw pozytywnych uzyskanych z
badania sposobem wedlug wynalazku 102 prébek krwi pochodzacych od pacjentéw z
klinicznymi objawami sepsy: systemowo oraz z rozbiciem na cztery grupy
mikroorganizméw; natomiast

Fig. 4 przedstawia poréwnanie odsetek wynikéw pozytywnych w badaniu 102
prébek krwi od pacjentéw z klinicznymi objawami sepsy przy uzyciu metody posiewu w

systemie BACTEC oraz zgodnie ze sposobem wedtug wynalazku.

Czes¢ eksperymentalna

Metodyka amplifikacji DNA drobnoustrojéw zrealizowana zostala na matrycy
DNA wyizolowanego z krwi ludzkiej.

Amplifikacja w systemie Nested (gniazdowym) byla prowadzona w dwoch
oddzielnych etapach amplifikacji oznaczonych rzymskimi literami I i II. W etapie I uzyte
zostaty zaprojektowane nowe startery specyficzne dla Procaryota (bakterie) oraz
Eucaryota (grzyby), specyficzne dla sekwencji jednostki 16S rRNA (bakterie) i 18S rRNA
(grzyby). Nastepnie, produkt pierwszej (I) amplifikacji PCR zostal wykorzystany jako
matryca w procesie drugiej (II) amplifikacji, gdzie zastosowanie znalazty znane z literatury
startery 1 sondy réznicujace grzyby na grupe grzybéw plesniowych i drozdzopodobnych
oraz bakterie na bakterie Gram dodatnie 1 bakterie Gram ujemne. Zastosowanie systemu

Nested PCR pozwala na zwiekszenie czutosci metody.



W sposobie wedtug wynalazku zastosowano startery oraz sondy TagMan znane z
literatury, przy czym w projekcie opracowano system multipleks, pozwalajacy potaczy¢ je
w jednej reakcji.

Startery dla I amplifikacji projektowano i testowano in silico przy wykorzystaniu

bazy BLAST/NCBI (htip://blast.ncbinbn.nih gov/Blast.crd), co ilustruje Fig. 1. W celu

oznaczenia czulosci metody przeprowadzono izolacje DNA z prébek krwi (pochodzacych
od zdrowych wolontariuszy), ktére sztucznie zakazano drobnoustrojami wzorcowymi:
bakterie Gram ujemne — Escherichia coli ATCC 25922 (American Type Culture
Collection); bakterie Gram dodatnie — Staphylococcus aureus ATCC 33497; grzyby
drozdzopodobne - Candida albicans ATCC 10231, grzyby plesniowe - Aspergillus
Sfumigatus ATCC 14110, tak aby wytworzy¢ gradient ich liczby we krwi. Wyizolowane
DNA wykorzystywano do przeprowadzenia zaprojektowanej amplifikacji multiplex PCR
w systemie Nested. Wyniki oznaczenia czutosci metody zamieszczono w Tabeli 1. Tabela
1 zawiera réwniez dane porownawcze dla amplifikacji z pominigciem systemu Nested, w
ktérym zastosowano zaprojektowane startery, jednakze zmniejszeniu ulega woéwczas

czutos$¢ metody.

Tabela 1. Czutos¢ detekcji bakterii oraz grzybow we krwi przy pomocy metody real-time

PCR w odmianie NESTED multiplex PCR oraz multiplex PCR z zaprojektowanymi

starterami.
Grupy mikroorganizmow / gatunek Czutos$¢ metody multiplex real-time PCR [CFU/ml]
NESTED multiplex PCR Multiplex PCR
Grzyby plesniowe (A. fumigatus) 4,0 x 10° 3,25 x 10*
Grzyby drozdzowe (C. albicans) 2,0 x 10° 9,5 x 10°
Bakterie Gram (-) (E. coli) 6,5 x 10° 5,2 x 10°
Bakterie Gram (+) (S. aureus) 6,0 x 10° 5,1x10°

Sekwencje stosowanych oligeonukleotyddéw (sond i starteréw) zestawiono w

Tabeli 2.
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Tabela 2. Sekwencje wykorzystanych starterow i sond

oligonukleotyd | Sekwencja 5’ -3’ Sekwencje
docelowe
NEST BAC F * | GGCGGACGGGTGAGTAA 165 rRNA
NEST BAC R * | CGCATTTCACCGCTA 16S rRNA
NEST _FUN_F * | AATTGACGGAAGGGCACC 185 rRNA
NEST _FUN_R * | TTCCTCGTTGAAGAGCAA 185 rRNA
FUN_F TTGGTGGAGTGATTTGTCTGCT 185 rRNA
FUN_R TCTAAGGGCATCACAGACCTG 185 rRNA
Candid_probe | FAM-TTAACCTACTAAATAGTGCTGCTAGC-BHQ1 185 rRNA
Asperg_probe | TexasRed-TCGGCCCTTAAATAGCCCGGTCCGC-Eclipse | 185 FRNA
GN/GP_F GACTCCTACGGGAGGC 16S rRNA
GN/GP_R GCGGCTGCTGGCAC 16S rRNA
GP_Probe Hex- CTGAyssAGCAACGCCGCG -TAMRA (Q) 165 rRNA
GN_Probe Cy5 —CCTGAYsCAGCMATGCCGCG- BHQ-2 165 rRNA

* Nowe sekwencje starterow zaprojektowane dla potrzeb wynalazku

Sktad mieszanin reakcyjnych multiplex PCR oraz multiplex PCR w systemie Nested

podano w Tabeli 3, gdzie dodatkowo umieszczono stosowane odczynniki oraz profile

termiczne amplifikacji.

Tabela 3. Sktad mieszanin reakcyjnych, uzyte odczynniki oraz profile termiczne reakgji

PCR.

NESTED multiplex PCR

Multiplex PCR

| amplifikacja Il amplifikacja [objetosc koricowa 40 pl]

[objetos¢ koricowa25 pl] [objetos¢ koricowa 10 pl]
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1. Woda 6,7 ul 1. Woda 2,08 ul 1. Woda 0,4 ul
2. BuforB 2,5 ul 2. BuforB 1,0ul 2. BuforB 5,0 ul
3. NEST_BAC F 0,125 pl 3. GN/GP_F 0,2 ul 3. GN/GP_F 1,0 ul
4. NEST_BAC R 0,125 pl 4. GN/GP_R 0,2 ul 4. GN/GP_R 1,0 pl
5. NEST _FUN_F 0,125 ul 5. GP_probe 0,05 ul 5. GP_probe 0,25 ul
6. NEST_FUN_R 0,125 ul 6. GN_probe 0,05 ul 6. GN_probe 0,25 ul
7. dNTP's 2,5 ul 7. FUN_F 0,2 ul 7. FUN_F 1,0 pl
8. MgCl, 2,5 ul 8. FUN_ R 0,2 ul 8. FUN_R 1,0 pl
9. Polimeraza 0,3 ul 9. Asperg_prob 0,05 ul 9. Asperg_prob 0,25 ul
10. Perpetual Tag 10. Candid_probe 0,05 ul 10. Candid_probe 0,25 ul
11. DNA 10yl 11. dNTP's 1,0ul 11. dNTP's 5,0 ul
12. MgCl, 1,8 ul 12. MgCl, 9,0 ul
‘ 13. Polimeraza 0,12 ul 13. Polimeraza 0,6 ul
Perpetual Tag Perpetual Tag
14. DNA 3,0u 14. DNA 25,0 ul
(produkt 1
amplifikacji)
e  Bufor B 10x (EURx)
e dNTP's 2mM (EURx)
e  MgCl, mM (DNAGdansk)
e Polimeraza Perpetual Tag 2,5 U/ul (EURXx)
e *NEST _BAC F 10 uM (Genomed) — starter Nested do wykrywania bakterii
e *NEST BAC R 10 uM (Genomed) — starter Nested do wykrywania bakterii
e *NEST FUN_F 10 uM (Genomed) — starter Nested do wykrywania grzybow
e *NEST_FUN_R 10 uM (Genomed) — starter Nested do wykrywania grzybow
e GN/GP_F 20uM (Genomed) — starter Nested do wykrywania bakterii
e GN/GP_R 20uM (Genomed) — starter Nested do wykrywania bakterii
e GP_probe 20uM (Genomed) — sonda do wykrywania bakterii Gram ujemnych
e GN_probe 20uM (Genomed) - sonda do wykrywania bakterii Gram dodatnich
e FUN_F 20uM (Genomed) — starter do wykrywania grzybéw
e FUN_R 20uM (Genomed) — starter do wykrywania grzybéw
e Asperg_prob 20uM (Genomed) — sonda do wykrywania grzybéw plesniowych
e Candid_probe 20uM (Genomed)—sonda do wykrywania grzybow drozdzowych
95°C - 5 min 95°C - 5 min 95°C - 5 min
95°C - 20 sec 95°C - 15 sec:|> 40 x 95°C - 15 sec:|> 40 x
46°C-20sec | O 65°C -1 min 65°C -1 min
72°C-30sec
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* Sekwencje zaprojektowanych starteréw

Przyktad 1

Nested-multiplex-real time PCR do réwnoczesnej detekcji bakterii i grzybow.
Przeprowadzono badanie z wykorzystaniem zaprojektowanej metody Nested-multiplex-
real time PCR na 102 prébkach DNA izolowanego z krwi pacjentéw manifestujacych
objawy Kkliniczne sepsy w celu detekcji bakterii Gram dodatnich, Gram ujemnych,
grzybéw drozdzowych i1 grzybéw plesniowych. Pierwsza amplifikacje pobranego DNA
przeprowadzono w objetosci koncowej 25 pul w obecnosci nowo zaprojektowanych
starterow NEST_BAC_F, NEST_BAC_R, NEST_FUN_F, NEST_FUN_R o sekwencjach
podanych w Tabeli 1, stosujac Polimeraze Perpetual Tag, realizujac 30 cykli o
parametrach temperatury i czasu podanych w Tabeli 4. Nastepnie 3 pl mieszaniny z I etapu
amplifikacji zawierajagcej namnozone DNA wykrywanego drobnoustroju, poddano II
amplifikacji w objetosci konicowej 10ul mieszaniny opisanej w Tabeli 4, realizujac 40

cykléw termicznych.

Tabela 4. Sktad mieszanin reakcyjnych, uzyte odczynniki oraz profile termiczne reakcji PCR

NESTED multiplex PCR
| amplifikacja Il amplifikacja
[objetos¢ korncowa?5 pl] [objetos¢ koncowa 10 pl]

1. Woda 6,7 ul 1. Woda 2,08 ul

2. BuforB 2,5 ul 2. BuforB 1,0ul

3. NEST_BAC F 0,125ul | 3. GN/GP_F 0,2 ul

4. NEST_BAC_R 0,125ul | 4. GN/GP_R 0,2 ul
5. NEST FUN_F 0,125ul | 5. GP_probe 0,05 ul
6. NEST FUN_R 0,125 ul 6. GN_probe 0,05 ul

7. dNTP's 2,5 ul 7. FUN_F 0,2 ul

8. MgCl, 2,5ul 8. FUN_R 0,2 ul
9. Polimeraza 0,3 ul 9. Asperg_prob 0,05 ul
Perpetual Tag 10. Candid_probe 0,05 ul

10. DNA 10yl 11. dNTP's 1,0ul

12. MgCl, 1,8 ul
‘ 13. Polimeraza 0,12 ul

Perpetual Tag
14. DNA (produkt 3,0 ul
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I amplifikacji)
95°C — 5 min 95°C — 5 min
95°C - 20 sec 95°C - 15sec - 40X
46°C - 20 sec} 30x 65°C—1 min
72°C-30sec

Detekcje 1 identyfikacje produktéw PCR II amplifikacji prowadzono w trakcie

trwania procesu namnazania DNA. Zastosowane sondy GP_probe, GN_probe,
Candid_probe, Asperg_probe, po przytaczeniu specyficznie do powstajacych produktow
namnazania sekwencji DNA typowych dla bakterii Gram dodatnich, Gram ujemnych,
grzybéw drozdzowych 1 grzyboéw plesniowych  emitowaly swiatto fluorescencyjne
rejestrowane przez detektor w trakcie  amplifikacji, umozliwiajace identyfikacje

namnozonego produktu.

Uzyskane wyniki poréwnano z dostepnymi wynikami z posiew6éw tych samych 102
prébek krwi, uzyskanych z klasycznej metody diagnostyki sepsy, opartej na hodowli w
systemie automatycznym BACTEC (BectonDickinson). We wszystkich prébkach
potwierdzono rezultaty uzyskane z posiewu oraz dodatkowo uzyskano pozytywne wyniki
na obecnos¢ bakterii 1 grzybéw w czesci probek ujemnych w posiewie. Potwierdza to

wysoka czutos¢ nowej metody. Szczegétowe wyniki przedstawiono na fig. 31 4.

Przyktad 2.

Nested-multiplex-real time PCR do detekcji bakterii Gram dodatnich i1 Gram ujemnych

Detekcje przeprowadzono analogicznie do metody stosowanej w Przyktadzie 1, stosujac
startery NEST_BAC_F i NEST_BAC_R do amplifikacji DNA bakterii, w warunkach
opisanych w Tabeli 5.

Tabela 5. Sktad mieszanin reakcyjnych, uzyte odczynniki oraz profile termiczne reakcji PCR

do detekcji bakterii Gram dodatnich i Gram ujemnych.

NESTED multiplex PCR

| amplifikacja Il amplifikacja

[objetos¢ koricowa25 pl] [objetos¢ koricowa 10 pl]
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1) Woda 6,95 ul 1) Woda 2,58 ul
2) BuforB 2,5 ul 2) BuforB 1,0 ul
3) NEST BAC_F 0,125 ul 3) GN/GP_F 0,2 ul
4) NEST BAC_R 0,125 pl 4) GN/GP_R 0,2 ul
5) dNTP's 2,5 ul 5) GP_probe 0,05 ul
6) MgCl, 2,5 ul 6) GN_probe 0,05 ul
7) Polimeraza 0,3 ul 7) dNTP's 1,0 ul
8) Perpetual Taq 8) MgCl, 1,8 ul
9) DNA 10 ul 9) Polimeraza 0,12 ul
10) Perpetual Taq
‘ 11) DNA 3,0l
(produkt 1
amplifikacji)
95°C - 5 min 95°C - 5 min
95°C — 20 sec 95°C-15 sec} 40x
46°C—20sec | 0% 65°C— 1 min
72°C-30sec

Przyktad 3.

Metoda Nested-multiplex-real time PCR do

plesniowych.

Detekcje przeprowadzono analogicznie do metody stosowanej w Przyktadzie 1, stosujac w
I amplifikacji startery NEST _FUN_F 1 NEST FUN_R do detekcji grzybéw, w

warunkach opisanych w Tabeli 6, a nastepnie prowadzac II amplifikacje w mieszaninie

detekcji grzyboéw drozdzowych i1 grzybéw

opisanej w tabeli, realizujac zdefiniowane tam cykle termiczne.

Tabela 6. Sktad mieszanin reakcyjnych, uzyte odczynniki oraz profile termiczne reakcji PCR

do detekcji grzybow drozdzowych i grzybdéw plesniowych

NESTED multiplex PCR

| amplifikacja

[objetos¢ koricowa25 pl]

Il amplifikacja

[objetos¢ koricowa 10 pl]
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1) Woda 6,95 ul 1) Woda 2,58 ul
2) BuforB 2,5 ul 2) BuforB 1,0 ul
3) NEST_FUN_F 0,125 pl 3) FUN_F 0,2 ul
4) NEST_FUN_R 0,125 pl 4) FUN_R 0,2 ul
5) dNTP's 2,5 ul 5) Asperg_prob 0,05 ul
6) MgCl, 2,5 ul 6) Candid_probe 0,05 ul
7) Polimeraza 0,3 ul 7) dNTP's 1,0 ul
8) Perpetual Taq 8) MgCl, 1,8 ul
9) DNA 10 ul 9) Polimeraza 0,12 ul
10) Perpetual Taq
‘ 11) DNA 3,0l
(produkt 1
amplifikacji)
95°C - 5 min 95°C - 5 min
95°C — 20 sec 95°C-15 sec} 40x
46°C—20sec | 0% 65°C— 1 min

72°C -30sec




