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1. Streszczenie

Drozdzaki z rodzaju Candida sa drobnoustrojami oportunistycznymi, zdolnymi do
wywolywania zaréwno infekcji powierzchniowych jak i uktadowych. Zakazenia krwi
o etiologii Candida spp. stanowig coraz powazniejszy problem w szpitalach na catym
Swiecie. Szybka diagnostyka jest kluczowym etapem procedury medycznej, gdyz
umozliwia jak najszybsze podjecie wtasciwego leczenia decydujacego o przezyciu
pacjenta. Obecnie za ponad 90% infekcji odpowiedzialnych jest pie¢ gatunkéw Candida:
C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis i C. tropicalis. Obserwuje sie ciagly wzrost
udziatu zakazen wywotanych przez drozdzaki nalezace do grupy gatunkéw non-albicans
Candida (NAC). Obecnie rutynowymi metodami diagnostycznymi drozdzakéw
w laboratoriach klinicznych s3 metody hodowlane, a identyfikacja gatunkowa
przeprowadzana jest w oparciu o wyniki testéw biochemicznych. Podstawowg wadg tych
metod jest dtugi czas analizy wynoszacy nawet 5 dni. W zwigzku z tym, Ze rézne gatunki
Candida wykazuja odmienng wrazliwo$¢ na niektore leki (np. oporno$¢ C. glabrata
i C. krusei na flukonazol), to rodzaj terapii zalezny jest od gatunku wywotujgcego infekcje.
Szczegblnie w przypadku zakazen krwi, szybka identyfikacja gatunkowa czescto decyduje
0 przezyciu pacjenta. Duzo szybszym sposobem identyfikacji gatunkowej jest
zastosowanie metod molekularnych opartych o amplifikacje kwaséw nukleinowych.
Obecnie opisanych jest wiele uktadéw i komercyjnych testoéw diagnostycznych w kierunku
identyfikacji gatunkowej drozdzakéw z rodzaju Candida wykorzystujacych reakcje PCR.
Dla wiekszosci tych metod celami molekularnymi sg sekwencje DNA znajdujace sie
w obrebie operonu rrn. Niesie to ze sobg konieczno$¢ stosowania drogich rozwigzan do
identyfikacji specyficznych amplikonéw (sondy molekularne) oraz zwieksza ryzyko
uzyskiwania wynikow fatszywie pozytywnych. Wysokie koszty oznaczen, droga aparatura
(np. zamkniete, automatyczne systemy izolacji DNA), a takze wykwalifikowany personel
badawczy s3 podstawowymi ograniczeniami do stosowania obecnych na rynku testéw
molekularnych w laboratoriach klinicznych. W zwigzku z powyzszym wcigz poszukiwane
sa nowe metody diagnostyczne o wysokim potencjale aplikacyjnym w laboratoriach

mikrobiologii klinicznej.

W niniejszej pracy przedstawitem wyniki badan, ktérych celem byta konstrukcja
nowych uktadéw diagnostycznych do identyfikacji gatunkowej oraz rodzajowej
drozdzakoéw Candida spp. z wykorzystaniem metod opartych o amplifikacje specyficznych
fragmentéw DNA. W wyniku badan przeprowadzonych w trakcie realizacji pracy
doktorskiej, wytypowatem nowe cele molekularne do diagnostyki zakazen wywotywanych

przez drozdzaki z rodzaju Candida oraz opracowatem na ich podstawie metody
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diagnostyczne, ktére w ostatnim etapie badan zostaty wstepnie zwalidowane na szczepach

klinicznych.

Na podstawie analizy piS$miennictwa wytypowatem cztery geny jako potencjalne
cele molekularne do opracowania nowych metod diagnostycznych: gen syntazy
homocytrynianowej (lys21), akonitazy (aco), enolazy (eno) oraz topoizomerazy (trf4).
Wszystkie za wyjatkiem genu topoizomerazy po raz pierwszy wykorzystatem do
identyfikacji gatunkowej drozdzakéw z rodzaju Candida. Sekwencje specyficzne
gatunkowo oraz rodzajowo wybralem na podstawie analizy bioinformatycznej. Postuzyty
one do zaprojektowania starteréw oligonukleotydowych do reakcji PCR. W wyniku
optymalizacji reakcji amplifikacji opracowatem szereg ukitadéw diagnostycznych do
wykrywania i identyfikacji gatunkowej czynnika etiologicznego zakazen wywolywanych
przez drozdzaki z rodzaju Candida. Do identyfikacji rodzajowej pan-Candida opracowatem
dwa uktady wykorzystujace fragment genu syntazy homoctrynianowej: jeden oparty
o standardowa reakcje PCR, a drugi real-time PCR. Polimorfizm miedzygatunkowy
w obrebie amplifikowanej sekwencji umozliwit roznicowanie gatunkowe w reakcji real-
time PCR na podstawie analizy profilu topnienia produktéw amplifikacji.
Zoptymalizowatem réwniez uktady do identyfikacji gatunkowej pieciu klinicznie istotnych
gatunkow Candida (C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis i C. parapsilosis)
z wykorzystaniem zaréwno klasycznej reakcji PCR, jak réwniez real-time PCR. W oparciu
o wyniki uzyskane dla prostych reakcji PCR opracowatem uktad wykorzystujacy ztozong
reakcje PCR (multipleks PCR) do wykrywania wszystkich badanych gatunkéw w jednej
mieszaninie reakcyjnej. Wykazalem roéwniez mozliwo$¢ konstrukcji uktadu ztozonej
reakcji real-time PCR. Wykrywanie wszystkich badanych gatunkéw Candida w jednej
reakcji wymaga jednak zastosowania specyficznych gatunkowo sond molekularnych,
poniewaz temperatury topnienia amplikondw pokrywajg sie pomiedzy gatunkami.
Niemniej jednak opracowatem dwa uktady do jednoczesnej identyfikacji dwéch gatunkéw
(C. tropicalis i C. parapsilosis oraz C. albicans i C. krusei), a takze uktad do jednoczesnej
identyfikacji trzech gatunkéw (C. tropicalis, C. krusei i C. parapsilosis) z wykorzystaniem

barwnikéw interkalujgcych i analizy profilu topnienia produktéw amplifikacji.

W oparciu o analize polimorfizmu genu syntazy homocytrynianiowej opracowatem
uktad diagnostyczny wykorzystujacy metode analizy polimorfizmu dtugosci terminalnych
fragmentéw restrykcyjnych (terminal Restriction Fragments Length Polymorphism -
tRFLP). W ten sposob po raz pierwszy wykazatem mozliwos¢ zastosowania tej metody do

identyfikacji gatunkowej drobnoustrojéw o znaczeniu klinicznym. Opracowana metoda
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umozliwia identyfikacje szeSciu gatunkéw drozdzakéw z rodzaju Candida (C. albicans,

C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis, C. dubliniensis).

Wszystkie ukitady diagnostyczne bedace wynikiem realizacji badan
optymalizowatem z wykorzystaniem referencyjnych szczepéw Candida. Potwierdzitem
réwniez ich specyficzno$¢ uzyskujgc wyniki pozytywne dla odpowiednich gatunkéw
Candida przy jednoczesnym braku amplifikacji na matrycy DNA bakteryjnego, ludzkiego
oraz izolowanego z drozdzy innego rodzaju. W celu wykazania potencjatu aplikacyjnego
opracowanych uktadow diagnostycznych w ostatnim etapie badan, przeprowadzitem ich
wstepnag walidacje. Przeprowadzitem identyfikacje gatunkowg stu czterech klinicznych
szczepdbw  Candida pochodzacych z  Laboratorium  Mikrobiologii  Klinicznej
Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku. We wszystkich przypadkach

otrzymatem wyniki zgodne z uzyskanymi w procedurze diagnostycznej Laboratorium.

W ostatnim etapie badan wykazatem, ze zwiekszenie stezenia polimerazy DNA
w mieszaninie reakcyjnej przeciwdziata inhibicji reakcji PCR powodowanej przez zwigzki
obecne we krwi. Pozwolilo to na opracowanie procedury do identyfikacji gatunkowej
drozdzakéw z rodzaju Candida bezposrednio z pozytywnych hodowli krwi. Podnosi to
znacznie potencjat aplikacyjny opracowanych ukitadéw opartych o reakcje real-time

i tworzy narzedzie do szybkiej identyfikacji gatunkowej kandydemii.

2. Wstep

2.1. Zakazenia o etiologii Candida spp.

Infekcje wywolywane przez grzyby z rodzaju Candida sa powaznym problemem
Klinicznym. Liczba zakazen szpitalnych spowodowanych przez te drobnoustroje wzrosta
dziesieciokrotnie w przeciggu ostatnich dwudziestu lat. Przyczyng jest m.in. naduzywanie
antybiotykow, leczenie steroidami, cytostatykami oraz lekami immunosupresyjnymi, co
ma miejsce w przypadku transplantacji, choréb nowotworowych oraz AIDS. Smiertelnoé¢
inwazyjnych kandydoz osiggneta poziom 80%, co $wiadczy o istotnosci problemu tych
zakazen, ktore obecnie stanowig jedng z czterech najczestszych przyczyn infekcji uktadu

krwiono$nego (Fricke i in. 2010).

2.1.1.Gléwne czynniki etiologiczne zakazen

Znanych jest ponad dwieScie roéznych gatunkéw grzybéw z rodzaju Candida,
jednak zaledwie piec¢ z nich tj. C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis i C. krusei

odpowiedzialnych jest za wywolywanie ponad 90% wszystkich inwazyjnych kandydoz.
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Dominujgcym patogenem w tego rodzaju zakazeniach w latach 80. ubiegtego wieku byt
gatunek C. albicans (ponad 80% przypadkéw). Obecnie obserwuje sie spadek
czestotliwo$ci wystepowania zakazen wywotywanych przez ten gatunek o okoto 50%
(Lepak and Andes 2011). Natomiast coraz bardziej wzrasta znaczenie zakazen o etiologii
innej niz C. albicans (non-albicans species). Udziat poszczeg6lnych gatunkéw w odniesieniu
do wszystkich przypadkow infekcji wywotanych przez drozdzaki z rodzaju Candida jest
rézny w zaleznosci od regionu $wiata. Gatunki nazywane ogélnie non-albicans najczesciej
wystepuja w Ameryce Potudniowej, Azji oraz potudniowej Europie. Wystepowanie
poszczegblnych gatunkéw z tej grupy, w odniesieniu do miejsc, gdzie stanowig one
najwiekszy odsetek izolowanych od pacjentéw grzybéw z rodzaju Candida, przedstawitem

w tabeli nr 1 (Falagas 2010).

Obserwuje sie réwniez wzrost czesto$ci wystepowania C. glabrata wraz z wiekiem
pacjenta (Pfaller 2007).

Tabela 1 Miejsca najczestszego wystepowania grzybéw z rodzaju Candida nienalezacych do
gatunku C. albicans?.

Gatunek Miejsce najczestszego wystepowania

C. glabrata USA, pohnocna i sSrodkowa Europa
Ameryka Potudniowa, niektdre czesci Azji oraz
potudniowa Europa

C. tropicalis Ameryka Potudniowa oraz Azja
C. krusei brak charakterystycznego regionu

C. parapsilosis

A\ MOST

2.2. Formy Kliniczne infekcji wywotywanych przez Candida spp.

Oportunistyczne grzyby z rodzaju Candida wystepuja jako naturalna mikroflora
organizmu cztowieka. Jednak w sytuacji obnizonej odpornosci organizmu gospodarza sa
one w stanie przeksztatci¢ sie w grozne patogeny zagrazajgce zdrowiu i Zyciu pacjenta.
W tabeli nr 2 przedstawiono miejsca oraz rodzaje potencjalnych infekcji wywotywanych

przez poszczegoblne gatunki drozdzakow z rodzaju Candida (Lopez-Martinez 2010).

1 zrodto: opracowanie wiasne na podstawie (Falagas, Roussos and Vardakas 2010).
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Tabela 2 Miejsce/rodzaj infekcji wywolywanych przez poszczegdlne gatunki grzybéw z rodzaju
Candida?.

Gatunek Jama Pochwa Skéra  Paznokcie Przewoéd Systemowe Fungemia
ustna pokarmowy
C. albicans + + + + + + +
C. glabrata + + + + + + +
C. tropicalis + + + + + + +
C. krusei + + + + + + +
C. guilliermondii + + - + - - -
C. parapsilosis + - + + + + +
C. kefyr + + - - - - +
C. dubliniensis + + + + + + +

W zwigzku z tym, Ze kazdy z gatunkéw drozdzakéw ma szerokie spektrum
wystepowania, nie mozna skorelowa¢ miejsca izolacji patogenu z prawdopodobnym
gatunkiem powodujacym infekcje, dlatego diagnostyka zakazen wywotywanych przez te
drobnoustroje staje sie bardzo skomplikowana. Znaczna wiekszo$¢ wszystkich rodzajéw
zakazen moze by¢ wywotana przez niemal kazdy gatunek drozdzaka z rodzaju Candida,
dlatego konstruowane testy diagnostyczne musza uwzglednia¢ réznicowanie wszystkich

klinicznie znaczacych grzybéw Candida sp.

2.2.1.Formy Kkliniczne zakazen powierzchniowych

Kliniczne kandydozy powierzchniowe zostaty sklasyfikowane w 4 grupy:

e skorne - najczesciej wystepujacymi miejscami infekcji sa réoznego rodzaju zgiecia
lub fatdy skéry, a gtdbwnymi czynnikami zwiekszajacymi ryzyko infekcji sa: ciepto,
wilgotno$¢, maceracja naskérka i otytos¢

e blon Sluzowych - dzielg sie na infekcje jamy ustnej oraz narzadéw plciowych.
Wystepuja niezaleznie od wieku, jednak najgrozniejsze objawy obserwuje sie
w przypadku wcze$niakdw, karmigcych matek oraz oséb starszych.

e paznokci - dotycza os6b w kazdym wieku, wystepuja ze zwiekszong
czestotliwoscia u chorych na cukrzyce. Czynnikami zwiekszajgcymi ryzyko
wystapienia tego typu infekcji jest: ciggta wilgotno$¢, maceracja, czesty manicure
oraz choroby naczyniowe konczyn.

o przewlekle kandydozy skérno-Sluzéwkowe i ziarniakowe - nie wystepuja

czesto, niemniej jednak majg bardzo ostry przebieg, dotycza wszystkich tkanek

2 zrédto: (Lopez-Martinez 2010)
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skéry. Najczesciej infekcje zlokalizowane sg w okolicach twarzy, skéry gtowy oraz

rak (Lopez-Martinez 2010).

2.2.2.Formy Kkliniczne inwazyjnych kandydoz

Kandydozy, ktére rozprzestrzeniaja sie za pomoca uktadu krwionosnego, moga

dotrze¢ do praktycznie kazdego organu. Pozytywny materiat diagnostyczny uznawany

w normalnych warunkach za sterylny (za wyjatkiem moczu) wskazuje na infekcje,

natomiast wynik pozytywny w przypadku takich materiatéw jak: plwocina, nabtonek,

btony $luzowe oraz ptyn oskrzelowy lub z drenazu jamy brzusznej nie jest jednoznaczny.

W zwigzku z tym silna kolonizacja ciata przez drozdzaki z rodzaju Candida, jest znaczacym

czynnikiem ryzyka w rozwoju powaznego zakazenia. Do opisywanych klinicznych,

inwazyjnych form kandydoz naleza:

kandydemie i rozlegte kandydozy - w grupie podwyzszonego ryzyka znajduja
sie noworodki, pacjenci chirurgii jamy brzusznej, z poparzeniami, zywieni
pozajelitowo, po przeszczepach oraz z roznego rodzaju nowotworami.
Najczestszym zrodtem zakazenia jest kateter. W przypadku zdrowych pacjentéw
kandydemia moze by¢ przemijajaca, jednak nawet bardzo krétka infekcja moze
spowodowac przedostanie sie drobnoustrojéw do narzagdéw wewnetrznych takich
jak siatkéwka oka, nerki czy kosci. Rozprzestrzeniajace sie kandydemie moga
konczy¢ sie bardzo szybka Smiercig pacjenta lub przybiera¢ formy przewlekte.
Obecnie dostepne narzedzia diagnostyczne wcigz s niezadawalajgce w przypadku
diagnostyki tego typu zakazen.

kandydozy ukladu moczowego - s3 jednymi z najtrudniejszych do
zdiagnozowania. W przypadku kandydurii u kobiet pozytywny wynik badania
czesto uznawany jest jako naturalna flora lub kontaminacja probki. Zazwyczaj
dochodzi réwniez do asymptomatycznych przebiegéw tego rodzaju zakazen
(np. kolonizacja pecherza moczowego). Tego rodzaju infekcje mogg by¢ bardzo
niebezpieczne, gdyz niewdrozenie leczenia spowodowane brakiem objaw6éw moze
doprowadzi¢ do zakazenia nerek.

zapalenie otrzewnej wywolane przez Candida spp. - wystepuje w dwdch
przypadkach: u pacjentéw chirurgicznych jamy brzusznej lub perforacji $ciany
jelita oraz u pacjentéw z dializg otrzewnowa. Tego rodzaju infekcje moga mie¢
bardzo ciezki przebieg z objawami sepsy, jednak posiewy krwi sg bardzo czesto

negatywne.
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e zapalenie pluc wywolane przez Candida spp. - kandydozy rozprzestrzeniajace
sie poprzez uktad krwiono$ny moga doprowadza¢ do infekcji ré6znych narzadéow
w tym rowniez ptuc. Czestotliwo$é wystepowania tego typu zakazen nie zostata
zbadana, jednak sa przestanki wskazujgce na to, iz problem ten dotyczy gtéwnie
pacjentéw leczonych immunosupresantami.

e kandydozy przelyku i przewodu pokarmowego - przetyk jest odcinkiem
przewodu pokarmowego, ktory najczesciej ulega réznego rodzaju zakazeniom,
jednak drozdzaki z rodzaju Candida s3 w stanie doprowadzi¢ do infekc;ji
praktycznie kazdego elementu tego uktadu. Zakazenie to moZe mie¢ przebieg
bezobjawowy lub powodowa¢ zamostkowy bol oraz problemy z przelykaniem.
Najczesciej wystepuje w potaczeniu z chemioterapig u pacjentéw onkologicznych
lub chorych na AIDS.

e kandydozy oka - z powodu krwiopochodnego zakazenia wnetrza gatki ocznej
cierpi jedna trzecia pacjentéw ze stwierdzong kandydemia, dlatego jest jedna
z najbardziej niepozadanych komplikacji ogoélnoustrojowych kandydoz, ktéra
moze doprowadzi¢ do Slepoty. Zalecane jest, aby pacjenci z kandydemia
przechodzili kompletne badania okulistyczne, zeby wykluczy¢ infekcje oczu.

e inne - wystepujace z mniejsza czestotliwoscig formy inwazyjnych kandydoz to:

— zapalenie opon mézgowych
— zapalenie szpiku
— septyczne zapalenie stawow

— zapalenie wsierdzia

Wszystkie z opisanych form inwazyjnych kandydoz rozprzestrzeniajg sie poprzez
uktad krwionos$ny i wymagaja agresywnej, przedtuzonej terapii.

(Ostrosky-Zeichneri in. 2002)

2.3. Leczenie

Zakazenia wywotywane przez oportunistyczne grzyby z rodzaju Candida s3 bardzo
niebezpieczne dla zdrowia i zycia pacjentow. Dzieje sie tak dlatego, Ze na rozwoj infekcji
narazeni s3 w szczeg6lnosci pacjenci o obnizonej odpornosci lub w ciezkim stanie
zdrowia. Do ocalenia zdrowia i Zycia pacjentéw niezbedne jest, aby wdrozZenie wlasciwego
leczenia, jednak mozliwe jest to tylko w przypadku szybkiej i bezbtednej diagnozy.
Wykazano, iz op6znienie w podjeciu wtasciwego leczenia powyzej 24 i 48 godzin, jest

SciSle zwigzane ze $miertelno$cia pacjentéow z kandydemig (Pfaller 2007). W szpitalach
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wcigz brakuje metod, ktére pozwalalyby sprosta¢ tym wymaganiom. Lekarze dysponuja

jednak szeroka gama réznego rodzaju farmaceutykow.

Zwiazki te zostaly odkryte w 1950 roku w postaci nystatyny oraz amfoterycyny B.
Ich dzialanie przeciwgrzybicze polega na zwiekszeniu przepuszczalnosci btony
komoérkowej tych drobnoustrojow poprzez oddzialywanie na ergosterol zawarty w btonie.
Pomimo tego, ze amfoterycyna B jest powszechnie uzywana w terapii antygrzybiczej
(w przypadkach zakazen ogdlnoustrojowych) stosowanie jej jest ograniczone z powodu
silnej toksyczno$ci. Nystatyna nie znalazta zastosowania w leczeniu zakazen systemowych

z powodu znacznej nefrotoksycznosci.

Amfoterycyna B ma bardzo szerokie spektrum dziatania, jednakze istniejg gatunki

oporne na dziatanie tego leku. Naleza do nich m. in.: C. lusitaniae oraz C. tropicalis.

Od 1944 roku azole znalazty zastosowanie w leczeniu inwazyjnych zakazen
grzybiczych. Grupa lekéw nalezacych do tej rodziny dzieli sie w zalezno$ci od tego, ile
atoméw azotu znajduje sie w pierscieniu azolowym. Ze wzgledu na to kryterium wyréznia

sie nastepujgce rodzaje:

e imidazole (ketokonazol, mikonazol, klotrimazol)

e triazole (itrakonazol, flukonazol, worikonazol)

Dziatanie azoli polega na blokowaniu demetylazy lanosterolu, enzymu nalezgcego
do cytochromu P-450. Enzym ten jest niezbedny w biosyntezie ergosterolu, ktéry jest
podstawowym sktadnikiem btony komdrkowej grzybéw. Ten sam enzym wystepuje
réwniez u ludzi i jest odpowiedzialny za biosynteze cholesterolu. Stosowanie tych
zwigzkow jako antymikotykow jest mozliwe dzieki znacznie wiekszemu powinowactwu

leku wzgledem grzybiczego enzymu cytochromu P-450 niz ludzkiego.

Flukonazol jest jedynym azolem charakteryzujagcym sie rozpuszczalnoscia

w wodzie. Ma réwniez szereg wtasciwosci, ktore sprawiaja, ze jest bardzo dobrym lekiem.

NaleZa do nich:

e bardzo dobra wchtanialno$¢ w jamie ustnej
¢ wydalanie bezposrednio przez nerki
e stosunkowo mato interakcji z innymi lekami

e waskie spektrum dziatania skierowane przeciwko grzybom
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Triazole s3 lekami pierwszej linii w przypadkach kandydoz bton $luzowych i krwi.
Flucytozyna (analog pirymidyny) jest syntetycznym lekiem antygrzybiczym, ktéry
pierwotnie byt zaprojektowany jako lek przeciwnowotworowy. Wnika on do komérek
grzybéw za posrednictwem permeazy cytrynianowej. Zwiazek ten podlega
wewnatrzkomérkowej konwersji do 5-fluorouracylu i peti role wadliwego nukleozydu,
co blokuje biosynteze biatek na poziomie RNA. Absorpcja leku jest catkowita a jego

wydalanie odbywa sie poprzez nerki w postaci niemetabolizowane;.

Toksyczne dziatanie flucytozyny polega na:

e mielosupresji
e toksyczno$ci wobec watroby

e nietolerancji przez uktad pokarmowy

Spektrum dzialania flucytozyny jest ograniczone do Candida spp. oraz

Cryptococcus neoformans.

Echinokandyny sa inhibitorami syntazy [-(1,3)-D-glukanu, enzymu obecnego
w $cianie komoérkowej grzybéw, co uniemozliwia biosynteze $ciany komoérkowej tym
drobnoustrojom. Selektywna toksyczno$¢ tego leku zapewniona jest przez fakt, ze enzym

ten nie ma swojego odpowiednika u ludzi.

Pierwsza echinokandyna zatwierdzona przez FDA (Food and Drug Administration)
byta kaspofungina. Jest ona wydalana przez watrobe, a jej potowiczny czas rozpadu
wynosi 9-12 godzin. Echinokandyny wykazujg aktywno$¢ antymikotyczng wobec:
Aspergillus spp. oraz Candida spp. w tym C. albicans, C. tropicalis i C. glabrata
(Wuiin. 2004).

2.3.1.Problem opornosci

Drozdzaki z rodzaju Candida wykazuja naturalng oporno$¢ na niektore ze
stosowanych lekéw, podczas gdy inne sg w pelni wrazliwe na dany antymikotyk. Stwarza
to powazne problemy w doborze odpowiedniej terapii. Czesto na wynik badania
mikrobiologicznego czeka sie od 48 do 72 godzin (w niektérych przypadkach nawet do
pieciu dni). Jest to czas potrzebny na wykonanie posiew6w i otrzymanie odpowiedniego
wzrostu, umozliwiajagcego postawienie poprawnej diagnozy. Do tego czasu lekarz musi
podejmowac decyzje o leczeniu, nie znajac konkretnego gatunku, ktéry odpowiedzialny

jest za wywotanie infekcji. Ciezki stan pacjenta powoduje, ze kazda niewtasciwa decyzja
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moze spowodowac jego $mier¢. Dlatego niezbedne jest opracowanie nowych technik
diagnostycznych, umozliwiajacych szybkie otrzymanie wiarygodnych wynikéw.
Znajomos$¢ drobnoustroju pozwoli lekarzowi na dobranie odpowiednich lekéw i wykluczy
stosowanie niepotrzebnych i nieskutecznych farmaceutykéw. W tabeli nr 3 przedstawitem
zestawienie najczesciej stosowanych lekéw w odniesieniu do ich aktywnosci
antymikotyczne;j.

Tabela 3 Aktywnos$¢ antymikotyczna najczesciej stosowanych lekow wobec drozdzakéw z rodzaju
Candida (,-,-brak aktywnos$ci, ,+/-,-niska aktywnos$¢, ,+”-S§rednia aktywno$¢, ,++”-dobra
aktywnos¢, ,N”-brak danych)3.

Polieny Triazole
Amfoterycyna | Flukonazol Itrakonazol = Worikonazol  Posakonazol
B oraz

pochodne
C. albicans ++ ++ ++ ++ ++
C. glabrata ++ +/- N + ¥
C. tropicalis ++ ++ ++ ++ ++
C. parapsilosis ++ ++ ++ ++ ++
C. krusei + - +/- + +

Echinokandyny
Kaspofungina Mikafungina Anidulafungina

C. albicans ++ ++ ++
C. glabrata ++ ++ ++
C. tropicalis ++ ++ ++
C. + + +
parapsilosis
C. krusei ++ ++ ++

2.4. Metody stosowane w diagnostyce drozdzakow z rodzaju Candida

Metody umozliwiajgce diagnostyke zakazen mozna podzieli¢ na dwie grupy:
klasyczne oraz molekularne. W szpitalach wcigz dominuja metody Kklasycznej

mikrobiologii, ktére obarczone sg wieloma wadami.

2.4.1.Metody klasycznej mikrobiologii

Klasyczne metody identyfikacji zakazen opierajg sie na wykonywaniu posiewow
oraz hodowli mikroorganizméw na odpowiednie pozywki (podtoza). Diagnozy dokonuje
sie w oparciu o morfologie kolonii drobnoustrojow, jak réwniez poprzez mikroskopowe
obserwacje preparatéw. W przypadku inwazyjnych kandydoz izolacja drobnoustrojow
poprzez posiewy krwi jest ztotym standardem. Jednakze w przypadku drozdzakéw
z rodzaju Candida tego typu metody sg bardzo mato czute i wymagajg stosunkowo

dtugiego czasu od pobrania materiatu do wyniku diagnozy, ktéra czesto nie jest

¥ zrodto: opracowanie whasne na podstawie (Denning 2010)
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jednoznaczna i wymaga do$wiadczonego personelu laboratoryjnego. Sredni czas
potrzebny na okre$lenie gatunkowej przynaleznosSci czynnika etiologicznego wynosi
blisko 86 godzin w przypadku C. albicans i moze wydtuzy¢ sie do nawet 154 godzin dla
C. glabrata (Lepak 2011).

Laboratoria kliniczne moga skorzysta¢ oprocz metod opartych na posiewach,
réwniez z réznego rodzaju testéw biochemicznych np. testéw API firmy bioMérieux
(Pasligh i in. 2010) lub immunologicznych takich jak np. testy immunoenzymatyczne
(ELISA). Ponadto, oproécz klasycznych podiéz mikrobiologicznych, opracowane zostaty
réznego rodzaju podtoza chromogenne, ktore nie wymagajg analizy morfologicznej kolonii
ani przygotowywania preparatéw do mikroskopowania (Houang i in. 1997). Czesto jednak
kliniczne szczepy drobnoustrojow stwarzaja trudnosci w poprawnym odczytaniu wyniku
i nawet doswiadczony personel medyczny moze mieé¢ problem w poprawnym

przyporzadkowaniu otrzymanego wyniku do opisu producenta.

2.4.2.Laboratoryjna diagnostyka mikrobiologiczna zakazenia krwi grzybami

z rodzaju Candida

Sepsa stanowi obecnie powazny problem w szpitalach na catym $wiecie. Dotyczy
ona 18 min ludzi rocznie (Slade i in. 2003). Przyczynia sie do wielu powaznych skutkow
zdrowotnych oraz ekonomicznych. Do podstawowych skutkéw spotecznych nalezy
zaliczy¢ bardzo wysoka $miertelno$¢ siegajaca ponad 50% pacjentéw, u ktérych
zdiagnozowano sepse. W Stanach Zjednoczonych $rednio notuje sie ponad 750 000
przypadkow ciezkiej sepsy rocznie (Angus i in. 2001). Analiza 22-letniego okresu
w amerykanskich szpitalach wykazata, ze sposréod 750 000 000 milionéw hospitalizacji
ponad 10 000 000 zwiazanych byto z sepsa. Ponadto, notuje sie statg tendencje wzrostowa
wystepowania tych przypadkow. W roku 1979 odnotowywano 82,7 przypadkéw sepsy na
100 000 mieszkancéw, podczas gdy w roku 2000 byto to juz 240,4 (Vincent i in., 2006).
Obecnie wskaznik ten w USA wynosi okoto 300 przypadkéw sepsy na 100 000
mieszkancéw. W Europie stwierdza sie duzo nizszy odsetek wystepowania sepsy - Srednio

ksztattuje sie na poziomie 54-116 przypadkéw na 100 000 mieszkancow.

Grzyby z rodzaju Candida odpowiedzialne sg za wiekszos¢ inwazyjnych infekcji
grzybowych u ludzi. Ponadto liczba przypadkéw infekcji uktadu krwiono$nego
(kandydemii) znaczaco wzrosta w przeciggu ostatnich lat (Martin 2003). Obecnie
drozdzaki Candida s3 czwartym pod wzgledem czesto$ci wystepowania patogenem
izolowanym z hodowli krwi w USA (Wisplinghoff 2004). Zgodnie z europejskimi

statystykami mieszczg sie w pierwszej dziesigtce czynnikéw etiologicznych
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odpowiedzialnych za infekcje krwi (Bouza 2008) (Bouza 1999). Obecnie szacuje sie, ze
kandydemia dotyka 6,9 na 1000 pacjentéw oddziatéw intensywnej opieki medycznej
(Kett 2011). Za przyczyne wzrostu czestosci wystepowania przypadkéw kandydemii
uznaje sie wzrost liczby pacjentéw, u ktorych zdiagnozowano wspoétistniejace choroby
oraz wystepowanie czynnikéw ryzyka do wystepowania inwazyjnych zakazen
powodowanych przez drozdzaki z rodzaju Candida. Najwazniejszym czynnikiem
decydujacym o wyleczeniu pacjenta jest jak najszybsze wdrozenie odpowiedniego
leczenia, co wiaze sie z szybka identyfikacja gatunkowa czynnika etiologicznego
odpowiedzialnego za infekcje. Nawet 12-24-godzinne opo6Znienie w takiej terapii moze
skutkowa¢ dwukrotnym wzrostem $miertelnosci. Kiedy czas ten wynosi wiecej niz 48

godzin parametr ten moze osiaggna¢ wartos$¢ 78% (Blot i in. 2002).

Najwazniejszym i podstawowym narzedziem dostepnym w diagnostyce do
wykrywania fungemii (kandydemii) jest posiew krwi. Posiew krwi jest badaniem
laboratoryjnym/mikrobiologicznym, gdzie prébka krwi o $ci$le okre$lonej objetosci
(tabela nr 4), pobrana od pacjenta z zyly jest wstrzykiwana do specjalnie w tym celu
skonstruowanych butelek, zawierajagcych ptynne podtoza hodowlane (tabela nr 5).
Z reguly nowoczesne i wielooSrodkowe laboratoria mikrobiologiczne wyposazone sa
w automatyczne systemy diagnostyczne (m.in. BacT/ALERT i Bactec 9240), stuzace do
inkubacji i detekcji drobnoustrojow w prébkach krwi (butelka z wstrzyknieta prébka
krwi).

Tabela 4 Sugerowane do pobrania objetosci krwi od niemowlat, dzieci i dorostych.

Zalecana objetos¢ probki krwi (w ml) pobranej

Waga pacjenta w na posiew mikrobiologiczny*/ Catkowita objetos¢ probki
kilogramach (kg) krwi (w ml) na posiew
Hodowla nr | Hodowla nr I
<1 2 /(BP) - 2
1,1-2 2 /(BP) 2 /(BP) 4
2,1-12,7 4 /(BP) 2/ (BP) 6
12,8-36,3 10 /(BT) 10 /(BT) 20
>36,3 20 /(BT i BN) 20 /(BT i BN) 40
> 50 20-30/ (BT i BN) 20-30 / (BT i BN) 40-60

Legenda: *Zalecana objeto$¢ ze wzgledu na optymalizacje odzysku mikroorganizméw w licznych
przypadkach fungemii, w ktérych wystepuje mniej niz 1 CFU na ml krwi; BP (PF)- butelka
z podtozem pediatrycznym z dodatkiem neutralizatora antybiotykéw; BT (SA, FA) - butelka
z podtozem hodowlanym dostosowanym do wzrostu drobnoustrojow z grupy tlenowych; BB
(SN, FN) - butelka z ptynnym poditozem hodowlanym dostosowanym do wzrostu drobnoustrojow
z grupy beztlenowych.
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Tabela 5 Rodzaje podt6z hodowlanych w systemach BacT/ALERT®.

Objetos¢
Kod / prébki krwi Rekomendacje do
Grupa podtoz typ  Objetos¢ (ml) podiozaijego sktad  lub ptyndw  posiewdw w kierunku
butelki ustrojowych Candida

(ml)

Podtoze standardowe tlenowe -
BacT/Alert SA SA 40 ml wzbogaconego bulionu Do 10 ml (+/-)
tryptozowo- sojowego

Podtoze standardowe beztlenowe -
BacT/Alert SN SN 40 ml wzbogaconego bulionu Do 10 ml (-)
tryptozowo- sojowego

Podtoze tlenowe z neutralizatorem
antybiotykow -
30 ml wzbogaconego peptonami

BacT/Alert FA FA . . Do 10 ml (++)
bulionu tryptozowo-sojowego z
dodatkiem wyciggu mdzgowo-
sercowego i wegla aktywnego
Podtoze beztlenowe z
neutralizatorem antybiotykdw -
BacT/Alert PN Fn 40 mlwzbogaconego peptonami 1, )
bulionu tryptozowo-sojowego z
dodatkiem wyciggu mdzgowo-
sercowego i wegla aktywnego
Podtoze pediatryczne z Do 4 ml
neutralizatorem antybiotykdw-
BacT/Alert PF 20 ml wzbogaconego peptonami  (tylko krew,
PF . ) tvn (+)
plus bulionu tryptozowo-sojowego z ptyny
dodatkiem wyciggu mézgowo- ustro!owe -
sercowego i wegla aktywnego nie)

Legenda: (++) - bardzo dobry wzrost i odzysk; (+) - dobry wzrost i odzysk; (+/-) - staby wzrost; (-)
- brak wzrostu®.

Sposrod dostepnych na rynku polskim urzadzen, najbardziej
rozpowszechnionym/popularnym jest automatyczny system do posiewéw Kkrwi
i ptynéw ustrojowych BacT/ALERT® 3D, ktory jest jednocze$nie systemem
monitorujgcym ww. posiewy w okreslonym, zaprogramowanym przez uzytkownika,

przedziale czasu tj. od 5 do 7 dni (standardowo) / >7 do 14 dla grzybéw ple$niowych.

W tym systemie detekcja drobnoustrojow w prébkach krwi oparta jest na
fotospektrometrycznym pomiarze zmiany zabarwienia (metoda kolorymetryczna)
sensora butelki, ktéry zbudowany jest z membrany zintegrowanej z dnem butelki (z jednej
strony) i czujnikiem pH (z drugiej strony). Zmiana zabarwienia sensora zachodzi pod

wplywem wzrostu stezenia CO: (dwutlenku wegla) w podlozach hodowlanych

* zrodto: (McDonald 2001)
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i zmianie pH. Dwutlenek wegla, jak i inne metabolity (kwas octowy, propionowy czy
butanowy), wydzielane sg do ww. podtoza w trakcie podziatu i namnazania sie komérek
grzybéw oraz bakterii. Metabolity te dyfundujac przez membrane sg absorbowane przez
czujnik, ktéry przy ztozonym poziomie metabolitdw reaguje zmiang barwy z szaro-
zielonej/szaro-niebieskiej na z6ita. Mierzac odbicie $wiatta od sensora butelki, aparat
BacT/ALERT 3D monitoruje i wykrywa zmiany koloru zachodzace w czujniku/sensorze,
co zostaje przetworzone przez uklad optyczny jako sygnat reflektancji. Rejestrowany
sygnat reflektancji jest proporcjonalny do iloSci monitorowanych metabolitow

wytworzonych przez namnazajace sie drobnoustroje/grzyby (rycina 1).

Namnazajce sig komérki «Wazrost grzybéw — wzrost stezenia CO,
grzybow zrodzaju Candida .Co bnis H
w podfozu ptynnym z obniza p o
BacT/ALERT FA + Zmiana zabarwienia sensora z szaro-
zielonego na z6tte
° o 0 3
0 )
CO; .

*+ meta bolity
CO,+ H;0 «>H,COz¢e— Ht + HCO;

Czujnik CO,

B 2 h

* Pomiar zmiany zabarwienia sensora co
10 minut

* Kontrola zabarwienia sensora

* Zmiana reflektancji indukuje sygnat

* Sygnat przekazywany jest do komputera

Rycina 1 Zasada detekcji grzybéw z rodzaju Candida w prébkach krwi - system BacT/ALERT® 3D
(rysunek wtasny).

Sygnaly reflektancji s3 wzmacniane i przetwarzane cyfrowo przez komputer.
Oprogramowanie komputerowe systemu BacT/ALERT® 3D zawiera algorytmy, ktérych
zadaniem jest codziesieciominutowa analiza danych w celu wyznaczenia krzywej
zalezno$ci zmian reflektancji proby w czasie, o ksztatcie krzywej wzrostu i okreslenia
wyniku dodatniego lub ujemnego dla badanej préobki krwi, w $ciSle wyznaczonym

przedziale czasu inkubacji (rycina 2).

W  niniejszej pracy, do badan diagnostycznych, jako materiat badawczy

wykorzystatem dodatnie posiewy prébek krwi inkubowane i monitorowane w powyzej
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opisanym systemie, zatem w swoich rozwazaniach pomingtem mozliwosci czy tez zasady

dzialania innych systemdéw diagnostycznych.

1. Wzrost typowy
2. Wzrost intensywny
3. Prébka dodatnia na wejsciu

5 6 7
Czas badania [dni]

Rycina 2 Wykres krzywej zalezno$ci zmian reflektancji préby w czasie i trzy prawdopodobne
algorytmy wzrostu mikroorganizméw w prébkach krwi - system BacT/ALERT® 3 D.

1- system BacT/ALERT 3D z modutami komér inkubacyjnych; 2- spodd butelki z podtozem
hodowlanym zaopatrzony w sensor; 3 - cela komory inkubacyjnej w systemie BacT/ALERT® 3D,
do ktérej wkiada sie butelke z wstrzyknieta prébka krwi; 4- butelki z podtozem umieszczone
w celach blokéw inkubacyjnych; 5 - trzy prawdopodobne algorytmy wzrostu mikroorganizméw
w prébkach krwi.

Ryciny nr 3 i 4 przedstawiajg przykladowe wykresy krzywej wzrostu
wygenerowanej na podstawie analizy zalezno$ci zmian reflektancji inkubowanej,
w systemie BacT/ALERT® 3D, prébki krwi od chorej z rozpoznang klinicznie fungemia.
[zolowanym czynnikiem etiologicznym byta Candida glabrata. Dodatni wynik posiewu

krwi otrzymano w ciggu: 62 h 9 min- hodowla 1 ;72 h 20 min- hodowla 2.
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Rycina 3 . Krzywa zalezno$ci zmian reflektancji proby w czasie, o ksztalcie krzywej wzrostu dla

dodatniego posiewu krwi (62 h 9 min), gdzie izolowanym czynnikiem etiologicznym byta Candida
glabrata; wzrost jednostek reflektancji z 2910 do 3450.

Rycina 4 Krzywa zalezno$ci zmian reflektancji proby w czasie, o ksztalcie krzywej wzrostu dla
dodatniego posiewu krwi (72 h 20 min) gdzie izolowanym czynnikiem etiologicznym byta Candida
glabrata; wzrost jednostek reflektancji z 2803 do 3358.

Biorac pod uwage dane, jakie zebralem w trakcie analizy literatury przedmiotu
(rycina 5), jednoznacznie wskazujgce na trudnosci diagnostyczne w detekcji grzybow
z probek krwi pobranych od chorych z podejrzeniem kandydemii, na potrzeby niniejszej

pracy stworzytem schemat diagnostyczny dotyczacy pobierania krwi od ww. grupy

chorych (tabela nr 6).
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80 A

70 A

% izolacji

T T T T
Candida Candida Candid Candidi C
krusei tropicalis parapsilosis albicans glabrata

Rycina 5 Wykrywalno$¢ poszczegdlnych gatunkéw grzybdéw z rodzaju Candida z prébek krwi 5.

W schemacie tym uwzgledniono wszystkie parametry, ktére maja decydujacy
wpltyw na wykrywalno$¢ grzybéw z rodzaju Candida z prébek krwi oraz zwiekszajg
czuto$¢ ich odzysku z préobek krwi o 50-75% tj.:

o Rekomendowang objetos¢ prébki krwi - tabela 4,
e (zas pobrania kolejnych probek krwi,
e Typ butelki z podtozem ptynnym hodowlanym - tabela 5,

e (zas inkubacji butelki w systemie BacT/ALERT® 3 D.

5 zZrédto: (Meyer 2004)
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Tabela 6 Schemat pobierania i posiewéw prébek krwi pobranych od chorych hospitalizowanych
z podejrzeniem kandydemii - zgodnie z procedurami obowigzujgcymi w Uniwersyteckim Centrum
Klinicznym Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

e | i | ool |

Diagnostyka zakazen krwi - obwéd

Typ podtoza/butelki BacT/Alert PF plus BacT/Alert FA
o <2kg-2-4 ml
oty - 60 mi
P B3/ O 12-36kg — 20 ml
Gzas | micjsce najlepl.e; pobrane w ciggu 0,5 godz. z r6znych miejsc
naktucia

Czas inkubacji w systemie minimum 5 dni
BacT/ALERT 3D
Wskazaniado dalszych Wskazane pobranie probek krwi w kolejnych dobach

posiewow krwi
Diagnostyka zakazen wktucia centralnego

Pobranie krwiz obwodu z wkiucia centralnego

Schemat pobrania probek A - . R
réownoczesnieiw tej samej objetosci

krwi

2.4.3.Diagnostyka laboratoryjna grzyboéw z rodzaju Candida w oparciu o ocene
preparatu mikroskopowego, posiew na podloza mikrobiologiczne i okreslenie

morfologii wzrostych kolonii

Dla materiatéw klinicznych (tj.: plyny ustrojowe, aspiraty z dolnych drdég
oddechowych, ropa/tres¢ ropna, aspiraty z drég rodnych i uktadu moczowo-ptciowego,
itd.), jak réwniez dodatnich probek krwi przed posiewem na state podtoza

mikrobiologiczne (wedtug ustalonej procedury) dokonuje sie oceny mikroskopowe;j.

Mikroskopia obejmuje wykonanie z ww. grupy materialéw preparatu
mikroskopowego barwionego metoda Grama. Ocenia sie, w wiekszoSci przypadkéw, nie
tylko liczbe leukocytéw wielojadrzastych, obojetnochtonnych czy tez komoérek nabtonka
ptaskiego, ale przede wszystkim komorki bakterii i grzybow tj.: ich ksztatt, zabarwienie

$ciany komorkowej oraz ich uktad przestrzenny.

W przypadku komérek grzybéw z rodzaju Candida w preparacie mikroskopowym
barwionym metodg Grama nie zaobserwujemy specyficznych/charakterystycznych réznic,
ktére bytyby podstawa do wstepnej identyfikacji gatunkowej. Jedynym wyjatkiem sg
blastospory Candida krusei, ktéore w preparacie mikroskopowym majg ksztatt

przypominajacy ziarna ryzu (ryciny nr 6-8).
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Rycina 7 Komoérki Candida Rycina 6 Komoérki Candida krusei

albicans preparat mikroskopowy preparat mikroskopowy b. Grama
b. Grama x 1000 pow. [zdj. x 1000 pow. [zdj. wiasne].
wlasne].

Rycina 8 Forma inwazyjna Candida albicans (pseudomycelia) - material kliniczny: ptyn z jamy
brzuszne;j. Preparat barwiony metodg Grama; pow. x 1000, mikroskop Olimpus [zd]. wiasne].

W stosunku do innych, najpowszechniej wystepujacych w materiatach klinicznych
gatunkéw grzybow z rodzaju Candida, nie obserwuje sie takich réznic. Warto podkreslié
fakt, ze negatywny wynik preparatu mikroskopowego wykonanego z materiatu
klinicznego, nie wyklucza infekcji/kolonizacji grzybami z rodzaju Candida, poniewaz jego

czutos¢ jest ograniczona.

Kolejnym etapem w rutynowej diagnostyce laboratoryjnej jest hodowla czyli
posiew materialéw klinicznych na wybrane, state i/lub ptynne podioza mikrobiologiczne
wedtug ustalonych procedur obejmujacych swoim zakresem: dobdér podtoza, warunki
atmosferyczne, czas inkubacji i temperature oraz technike posiewu. Priorytetem
w ustaleniu procedury jest znajomo$¢ spektrum patogendéw w oparciu o rozpoznanie
kliniczne czy tez chorobe podstawowg pacjenta, od ktérego pobrano materiat kliniczny
celem wykonania badania mikrobiologicznego. W przypadku podejrzenia infekcji
zwigzanej z grzybami z rodzaju Candida w procedurze posiewu materiatu uwzglednia sie
podtoza namnazajgce, namnazajgco-selektywne (state oraz ptynne) i chromogenne.
Podtoza te s3 rowniez standardowymi podiozami w przypadku re-izolacji kolonii
grzyboéw, namnozenia i/lub uzyskania czystej hodowli wykorzystywanej w dalszych
etapach diagnostyki laboratoryjnej, majacej na celu identyfikacje do poziomu gatunku

grzybdéw z rodzaju Candida.
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Grzyby z rodzaju Candida nie sg drobnoustrojami, ktore klasyfikuje sie do grupy
mikroorganizméw o szczeg6lnych wymaganiach zyciowych, co jednoznacznie wskazuje, Ze
beda one wzrasta¢ na wszystkich podtozach namnazajacych tj. agar Columbia z dodatkiem
5% krwi baraniej, podtoze czekoladowe czy tez tryptozowo-sojowe w zakresie temperatur
24-37°C w atmosferze tlenowej. Ocena morfologii wzrostych kolonii, uwzgledniajaca
ksztatt samej kolonii jak i jej brzegu, wyniosto$¢ nad podtoze i Srednice, barwe oraz

potyskliwos$¢, nie pozwala na identyfikacje gatunkowa.

Wiekszo$¢ znanych gatunkéw grzybéw z rodzaju Candida wzrasta na tych
podtozach w postaci: biatych, btyszczacych, wypuktych kolonii o réwnych brzegach
(rycina nr 9). Jedynym wyjatkiem, podobnie jak w przypadku zaobserwowanej réznicy
dotyczacej oceny morfologii komorek, sg kolonie Candida krusei. Wzrastajg one w postaci
matowych, ptaskich kolonii o nieregularnych brzegach. Podtozem statym, rutynowo
stosowanym w diagnostyce mikrobiologicznej, jest podtoze Sabourauda z dodatkiem
chloramfenikolu i gentamycyny, zaliczane do grupy podtéz selektywno-namnazajacych. Na

tym podlozu wzrost i morfologia kolonii grzybéw z rodzaju Candida nie bedzie odbiegata

w opisie charakterystycznych cech, jakie uwzglednitem powyzej (rycina nr 10)

Rycina 10 Kolonie Candida spp. Rycina 9 Kolonie Candida krusei wzrost na
wzrost na podlozu Sabourauda. podtozu  Sabourauda. Hodowla 48
Hodowla 48 godzinna w temp. 30°C godzinna w temp. 30°C [zd]j. wiasne].

[zdj. wiasne].

Bioragc pod uwage fakt, ze z materiatdw Kklinicznych pobranych od chorych
najczesciej izoluje sie cztery gatunki grzybéw z rodzaju Candida tj.: C. albicans, C. kruseli,
C. glabrata i C. tropicalis, profesjonalne firmy zajmujgce sie diagnostyka mikrobiologiczng
stworzyly podloze state chromogenne, pozwalajace na identyfikacje ww. gatunkdéw.
Identyfikacja ta opiera sie na ocenie morfologii kolonii, przy czym uwzglednia sie
zabarwienie wzrostych kolonii i ich potyskliwo$¢é w $wietle odbitym lub jej brak (tabela 7).
Gatunki inne niZ powyzej wymieniona grupa, wzrastajg na tym podtozu jako kolonie

o zabarwieniu biatym, szaro-mlecznym, btyszczace lub matowe, o réwnych lub
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postrzepionych brzegach i wymagaja zastosowania innych testéw/metod stuzacych do

identyfikacji gatunkowej rodzaju Candida.

Tabela 7 Identyfikacja gatunkowa grzybow z rodzaju Candida spp. na podtozu chromogennym Agar
Candida ID (bioMérieux).

Gatunek Barwa kolonii Powierzchnia kolonii Brzeg" Odczyt
kolonii (godz.)
C. albicans  Turkusowa/mietowa Gtadka, btyszczaca Gtadki 24 /72
C. glabrata Jasnorézowa Gtadka, btyszczaca Gtadki 24 /72
C. krusei Jasnorézowa Szorstka, matowa nieregularny 24 /72
Metaliczna niebieska
C. tropicalis Gtadka, btyszczaca Gtadki 24 /72
granatowa
Mlecznobiata
Candida Gtadka/szorstka/btyszczaca Gtadki/
szaro mleczna 24 /72
spp. matowa nieregularny
kremowa

Nalezy wyraznie podkresli¢, ze poprawna identyfikacja gatunkowa w przypadku
grzybow z rodzaju Candida, jest kluczowym elementem w doborze terapii lekami
przeciwgrzybiczymi, zatem w stosunku do materiatéw klinicznych o wysokiej warto$ci
diagnostycznej tj. dodatnie probki krwi, ptyn moézgowo-rdzeniowy, ptyn z worka
osierdziowego, optucnej, itd. identyfikacja do poziomu gatunku nie jest raportowana na
podstawie oceny wzrostu kolonii na podiozu chromogennym. Nalezy ja bezwzglednie
potwierdzi¢ innymi dostepnymi metodami, opartymi o komercyjne testy wykorzystujace
zdolno$¢ grzybéw do fermentacji cukrow prostych czy tez na podstawie cech
biochemicznych odczytywanych za pomoca kolorymetrii. Testy te moga by¢ okreslane
w literaturze przedmiotu jako automatyczne tj. karty z liofilizowanymi substratami
biochemicznymi, inkubowane i odczytywane w automatycznych systemach
przeznaczonych do badania identyfikacji gatunkowej i lekoopornosci (np. Vitek® 2
compakt /bioMéreux) lub pdétautomatyczne opierajgce sie na manualnym ich odczycie
w oparciu o mniejszg liczbe cech biochemicznych mozliwych do analizy w stosunku do

testow automatycznych tj. paski APL

2.4.4.Wybrane testy komercyjne majace zastosowanie w identyfikacji grzybéw

z rodzaju Candida do poziomu gatunku w praktyce laboratoryjnej

Identyfikacja gatunkowa grzybéw z rodzaju Candida izolowanych z materiatéw
klinicznych o wysokiej wartos$ci diagnostycznej, pobranych od chorych w stanach
zagrazajacych zyciu i/lub z rozpoznang klinicznie inwazyjna grzybica, wymaga

potwierdzenia poprawno$ci identyfikacji gatunkowej. Sposréd szerokiego wachlarza
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testow dostepnych na rynku polskim omdwie te najbardziej popularne i majace

zastosowanie w praktyce laboratoryjne;.

Biorac pod uwage pracochtonnos$¢, ograniczenia oraz czutos¢ i jako$¢ dostepnych
testow, mozna je podzieli¢ na dwie grupy tj. testy potautomatyczne tzw. paski API oraz
testy zintegrowane z systemami automatycznymi identyfikujgcymi drobnoustroje do
poziomu gatunku oraz umozliwiajace wykonanie badania wrazliwosci na leki
przeciwgrzybiczne tj.. Vitek®2 compakt (bioMéreux) czy tez systemu MicroScan®

WalkAway SIEMENS.

Wprowadzenie do laboratorium systeméw automatycznych, wigze sie z liczba
badan wykonywanych przez dane laboratorium mikrobiologiczne, co oczywiscie ma
przetozenie na cene badania i wykorzystanie urzadzen. Zatem drugorzedowy osSrodek
medyczny majacy w swoich strukturach laboratorium mikrobiologiczne, bedzie korzystat
z wynikéw badan mikrobiologicznych, gdzie podstawowa metoda identyfikacji
drobnoustrojow sg pétautomatyczne testy biochemiczne. Tak wiec laboratoria te beda
gtéwnym odbiorcg takich testéw i wyniki badan bakteriologicznych dotyczace

identyfikacji gatunkowej w gtéwnej mierze beda oparte na nich.

Systemy automatyczne znalazty zastosowanie w laboratoriach mikrobiologicznych
wykonujgcych badania, przede wszystkim dla o$rodkéw medycznych III referencji, ktore
oprocz zwiekszonej liczby badan, cechujg sie szerokim profilem wysokospecjalistycznych
procedur medycznych. Wraz z inwazyjnymi zabiegami, wydtuzona hospitalizacjg chorych
oraz szerokospektralng antybiotykoterapia nieodtgcznie odnotowuje sie wzrost zakazen

zwigzanych z grzybami z rodzaju Candida.

Sposrod analizatorow spelniajgcych funkcje systemoéow stuzacych do identyfikacji
i badania lekowrazliwo$ci bakterii i grzybéw w prébkach Kklinicznych najcze$ciej
spotykanym jest Vitek® 2 compakt (bioMéreux). System ten zaopatrzony jest w karty
zawierajace 64 studzienki z 47 fluorescencyjnymi testami biochemicznymi. W przypadku
grzybow, karty ID YST (identyfikacja grzybéw drozdzopodobnych) zapewniajg mozliwo$¢
identyfikacji 52 gatunkéw sposrdéd rodzaju Candida, Cryptococcus, Rodotoruia oraz
Trichosporon. Metoda odczytu wynikéw testéw biochemicznych (w tym 20 testéw
okreslajacych zdolno$¢ asymilacji wegla) jest identyczna jak w przypadku oméwionych
powyzej szeregdw biochemicznych - API przy czym wykonuje go nie uzytkownik, ale
system informatyczno-komputerowy w oparciu o zaawansowang kolorymetrie
(Grafiin. 2000). Ponizej przedstawitem wady i zalety klasycznych testow diagnostycznych
(tabela nr 8).
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Tabela 8 Wady i zalety klasycznych testéw diagnostycznych.

Wady Zalety

: . . Niski koszt
e Dilugi okres oczekiwania na *

wynik (0d 24 do 72 godzin) e Badanie mozna przeprowadzi¢

e Mala pula gatunkéw jakie mozna bez uzywania

zidentyfikowaé skomplikowanego i drogiego

e Problem Z rozréznianiem sprzetu
gatunkéw  przy zakazeniach
mieszanych

e Mozliwo$¢  zakazenia  ptytki
identyfikacyjnej innym
drobnoustrojem

e Bledne odczyty pomiaru

e  Stosunkowo niski procent

pozytywnych posiewoéw z krwi

2.5. Diagnostyka molekularna w wykrywaniu i identyfikacji drozdzakéow z rodzaju

Candida

Wzrastajgca ilo$¢ przypadkéw $miertelnych kandydemii na oddziatach szpitalnych
stata sie podstawg do poszukiwania nowych metod diagnostycznych. Powodem zgonéw
pacjentow jest zbyt pdzne zdiagnozowanie czynnika etiologicznego, a co za tym idzie,
op6zniona lub nieprawidtowo prowadzona terapia antymikotykiem. Wraz z rozwojem
genomiki grzybow, zaczeto szuka¢ molekularnych metod diagnostycznych, ktore bytyby
bardziej specyficzne gatunkowo, a czas identyfikacji czynnika etiologicznego bytby
znacznie krétszy. Metody molekularne moga by¢ oparte o wykrywanie kwaséw
nukleinowych lub biatek. Techniki molekularne wykorzystywane do identyfikacji
patogendéw w krwi petnej oraz uzyskanych w wyniku posiewu krwi, przedstawia rycina

nr 13.

Metody te charakteryzuja sie wieloma zaletami w poréwnaniu do analiz
klasycznych. Przyktadowe cele molekularne i metody stuzace do identyfikacji Candida

przedstawia tabela nr 9.
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Tabela 9 Przyktadowe metody molekularne do identyfikacji Candida.

Cel molekularny Metoda Wykrywane gatunki Odnosnik
Candida literaturowy
ITS1/1TS2/5,8S Multipleks PCR Wszystkie klinicznie Fujita 2001
rDNA znaczgce gatunki
ITS1/ITS2 PCR potaczony Wszystkie klinicznie Chen 2001
z elektroforeza znaczgce gatunki
kapilarng
18S rRNA Pirosekwencjonowanie = Wszystkie klinicznie Gharizadeh
znaczace gatunki 2004
ITS1/1TS2/5,8S PCR-RFLP (Mspl) C. albicans Mousavi 2007
rDNA C. glabrata
C. krusei
C. tropicalis
ITS 2 PCR EIA (Enzyme Wszystkie klinicznie Elieiin. 1998
Immunoassay) znaczace gatunki
Geny kodujace PCR C. albicans Flahaut 1998
proteazy
aspartylowe
Gen demetylazy Nested PCR C. albicans Burgener-
lanosterolowe;j C. glabrata Kairuz i in.
(L1A1) 1994
Gen aktyny (ACT1) PCR Candida spp. Kan 1993
Gen Hsp90 PCR C. albicans Crampin 1993
(kodujacy biatko
szoku cieplnego)
Fragment genu Sekwencjonowanie Wszystkie klinicznie Yokoyama 2000
kodujacego produktow PCR znaczace gatunki
cytochrom b
NADH5 Real-time PCR/ sondy C. parapsilosis Souza 2012
TagMan C. metapsilosis
C. ortopsilosis
Sekwencje PCR C. parapsilosis Nosek 2002
telomerowe
mitochondrialnego
DNA
Gen topoizomerazy Ztozony PCR Wszystkie klinicznie Kanbe 2002
11 znaczace gatunki
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ITS1/1TS2 Ztozony PCR C. parapsilosis Luo 2002
C. glabrata
C. tropicalis
C. albicans
Gen Rnazy P Ztozony real-time PCR Wszystkie klinicznie Innings 2007
znaczace gatunki
(identyfikacja gatunkowa
C. glabrata, C. krusei

i C. albicans)

18SrDNA/5,8S Mikromacierze DNA Wszystkie klinicznie Sakai 2012
rDNA/ITS1 znaczace gatunki

Geny kodujace PNA FISH Wszystkie klinicznie Harris 2013
rRNA znaczace gatunki

2.5.1.Diagnostyka kandydemii w oparciu o prosta reakcje PCR

Podstawowym zadaniem podczas projektowania uktadu diagnostycznego
opartego o reakcje PCR, jest wybdr odpowiednich sekwencji, do ktérych bedg
hybrydyzowa¢ startery oligonukleotydowe. Stosowane sg dwie strategie. Jedna z nich
polega na wyborze sekwencji specyficznych gatunkowo, co oznacza, ze produkty reakcji
PCR beda uzyskiwane jedynie w przypadku obecnosci DNA konkretnego gatunku Candida
w badanej prébce. Wybrane cele molekularne musza mie¢ zakonserwowane ewolucyjnie
sekwencje, aby mozliwe byto otrzymanie pozytywnych wynikéw dla oddalonych od siebie
szczepdw przypisanych do tego samego gatunku. Z drugiej strony, sekwencje te nie moga
wystepowac u innych gatunkéw Candida, w przeciwnym wypadku mozna uzyska¢ wyniki
fatszywie pozytywne. Druga strategia polega na wykrywaniu sekwencji specyficznych dla
catego rodzaju Candida bez przypisania do gatunku. Takie podejscie stuzy wytacznie do
wykrywania infekcji drozdzakowych. Tego typu strategia ma duzo nizsza wartos$¢
diagnostyczna, poniewaz nie dostarcza informacji, jaki nalezy obra¢ kierunek w leczeniu
pacjenta. W przypadku identyfikacji zakazen krwi, bardzo waznym parametrem jest
czuto$¢ metody. Niski prég wykrywalno$ci patogenu wyrazony jako j.t.k./ml (liczba
jednostek tworzacych kolonie na mililitr krwi) pozwala unikng¢ wynikéw fatszywie
negatywnych, co jest jedng z przyczyn, ktére wskazuja na przewage metod molekularnych

w diagnostyce mikrobiologiczne;.

2.5.2.0peron rrn jako cel molekularny do diagnostyki kandydemii

W celu osiggniecia wysokiej czuto$ci metody, czesto jako cel molekularny stosuje

sie sekwencje (geny) wystepujace w wiecej niz jednej kopii w genomie badanych
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drobnoustrojoéw. Do jednych z najlepiej poznanych i najszerzej stosowanych naleza geny
zorganizowane w operon kodujacy rybosomalne RNA. W haploidalnym genomie grzybow
geny kodujace rRNA wystepuja w 50-100 kopiach (Trtkova 2006). W sktad operonu
wchodzi gen kodujacy mata podjednostke rRNA (18S rDNA), gen kodujacy 5,8S rDNA oraz
gen kodujacy duza podjednostke rRNA (25S rDNA), oddzielone regionami ITS1 i ITS2

(Internal Transcribed Spacer).

Podczas gdy geny kodujace rRNA s3 silnie zakonserwowane ewolucyjnie, regiony
ITS wykazuja polimorfizm sekwencji. Geny wchodzace w sktad operonu, moga by¢
dobrymi celami molekularnymi do identyfikacji grzybowego DNA, jednak nie umozliwiaja
identyfikacji rodzajowej czy gatunkowej. Do tego celu wykorzystuje sie sekwencje
niekodujace ITS, oddzielajace geny poszczegélnych podjednostek rRNA. Wykazuja one
obecnos$¢ zaré6wno sekwencji zmiennych jak i zakonserwowanych ewolucyjnie, dajac tym

samym wiele mozliwo$ci do zaprojektowania odpowiednich starteré6w (Reiss i in. 1998).

ITS1 starter ITS3 starter

-

< 185 TDNA BSONA >

ITS1 ITS2 <4~

ITS4 starter

Rycina 11 Schemat operonu rrn i miejsc hybrydyzacji starteréw do identyfikacji gatunkowej
grzybow.

Istnieje wiele strategii identyfikacji drobnoustrojow na podstawie rdznic
w sekwencji operonu rrn. Najprostsza z nich wymaga przeprowadzenia reakcji PCR
z zastosowaniem specyficznych starterow oligonukleotydowych. Interpretacja wyniku
ogranicza sie jedynie do stwierdzenia obecno$ci pozgdanego amplikonu (wynik
pozytywny $Swiadczacy o wystepowaniu danego gatunku Candida w prébce) badz tez jego
braku (wynik negatywny). Problemem w takim podejSciu staje sie odpowiednie
zaprojektowane starterow do reakcji PCR gwarantujacych wysoka specyficznos¢
(Luo 2002). Innym podejsciem jest réznicowanie gatunkowe na podstawie dtugosci
uzyskiwanych produktéw reakcji PCR (Fujita 2001). Startery hybrydyzuja w tym
przypadku do zakonserwowanych sekwencji rybosomalnego DNA, a przypisanie do
gatunku odbywa sie na postawie réznic w dtugos$ci amplikonéw. W zwigzku z tym, Ze jest
to jedyny parametr decydujgcy o identyfikacji gatunkowej, czesto niezbedne jest
stosowanie drogich metod rozdzialu amplikonéw jak np. elektroforezy kapilarnej

(Chen 2001). Innym podejsciem umozliwiajgcym wykrywanie wielu gatunkéow
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jednoczes$nie, ale w wyniku przeprowadzenia jednej reakcji PCR, jest poddawanie
amplikonéw dalszym analizom. Oparte s3 one na sekwencjonowaniu otrzymanych
produktéw reakcji PCR. Uzyskane sekwencje poré6wnywane s3 z odpowiednimi bazami
danych i na tej podstawie przypisywane do odpowiedniego gatunku (Gharizadeh 2004)
(Leaw 2006) (Trama 2005) (Lau 2007). Takie metody charakteryzuja sie bardzo duza
wiarygodnos$cig uzyskiwanych wynikéw, poniewaz dotycza dokladnych sekwencji
oligonukleotydowych, a nie jedynie dtugos$ci produktéw amplifikacji. Tego rodzaju
podejscie moze mie¢ zastosowanie w badaniu pokrewiefistwa pomiedzy gatunkami
o malym polimorfizmie genetycznym jak w przypadku C. orthopsilosis i C. parapsilosis
(Yong 2008). Faktem jest, ze najobszerniejsze bazy danych gromadza sekwencje
rDNA/RNA co sprawia, Ze najczeSciej to one s3a wykorzystywane w diagnostyce
molekularnej. Produkty otrzymane w reakcji PCR moga zosta¢ poddane trawieniu
enzymami restrykcyjnymi. Polimorfizm sekwencji amplikonéw o zblizonej diugosci
(nierozréznialnych w Zelu agarozowym) umozliwia otrzymanie gatunkowo specyficznych
wzorow restrykcyjnych (PCR - RFLP Restriction Fragments Length Polymorphism). Jest to
wynikiem wystepowania réznej iloSci miejsc ciecia dla enzyméw restrykcyjnych oraz ich
potozeniem w obrebie amplikonu. Dotychczas powstalo wiele prac opisujgcych
zastosowanie tej metody w identyfikacji patogenéw grzybowych, réwniez z rodzaju
Candida. W przypadku tych drozdzakéw uzywany jest enzym Mspl (Mousavi 2007)
(Mirhendi 2006) (Mirhendi 2009), ale opracowano réwniez uktady wykorzystujace wiele
innych endonukleaz restrykcyjnych (np. Alul, Banl, Bbsl, Drall, Eco1471 i Nhel) (Neisters
1993) (Maiwald 1994). Technikg PCR-RFLP mozna réznicowac drobnoustroje na poziomie

gatunkow lub podgatunkow.

Jednak trawienie enzymami restrykcyjnymi nie jest etapem weryfikujacym
specyficznos¢ powstalych produktéw amplifikacji, gdyz taka gwarancje daje jedynie
obecno$¢ samego produktu powstatego w oparciu o specyficzne startery. Rozwigzaniem
jest stosowanie sond specyficznych gatunkowo, ktére sg wyznakowanymi (enzymatycznie
lub fluorescencyjnie) oligonukleotydami komplementarnymi do wybranych sekwencji
specyficznych gatunkowo. Zastosowanie techniki dot blot lub Southern-blot umozliwia
jednoczesng weryfikacje poprawnos$ci uzyskanych amplikondw oraz identyfikacje
gatunkowg patogendéw. Podstawowg wadg tej metody sa wysokie koszty (Elie i in. 1998).
Drugim rozwigzaniem jest sekwencjonowanie powstatego produktu PCR i poréwnanie
uzyskanej sekwencji z dostepnymi bazami (np. NCBI GenBank) zawierajacymi sekwencje
DNA dla réznych gatunkéw drobnoustrojow. Analiza polegajaca na znalezieniu najbardziej

podobnych lub wrecz identycznych sekwencji pozwala na zdeterminowanie gatunku, dla
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ktérego otrzymano produkt PCR. Mozna zastosowac tez tzw. zagniezdzony PCR (nested

PCR), ktéry poprawia nie tylko czuto$¢ reakcji, ale i gwarantuje jej specyficznosc.

Wysoka czuto$¢ diagnostyczna oraz staty charakter sekwencji wykorzystywanych
w metodach opartych o amplifikacje rybosomalnego DNA sprawia, Ze s3 one bardzo
wrazliwe na kontaminacje. W$réd innych genéw wystepujacych w wielu kopiach
w komoérce rozwazanych jako dobre cele molekularne do diagnostyki zakazen
grzybiczych, naleza geny kodujace proteinazy aspartylowe (Flahaut 1998).
W projektowaniu uktadéw specyficznych rodzajowo lub gatunkowo dla Candida stosuje
sie bardzo czesto geny wystepujace w pojedynczych kopiach. Do opisanych dotychczas
w literaturze gendw wykorzystywanych w diagnostyce molekularnej zakazen Candida spp.
nalezg: gen demetylazy lanosterolowej P450 14a (L1A1) (C. albicans i C. glabrata)
(Burgener-Kairuz i in. 1994), gen aktyny (ACT1) (Candida spp.) (Kan 1993) oraz gen
kodujacy biatko szoku cieplnego 90 (Hsp90) (heat shock protein) (C. albicans)
(Crampin 1993).

2.5.3.Wykorzystanie mitochondrialnego DNA do diagnostyki molekularnej Candida

W mitochondrium znajduje sie oddzielny materiat genetyczny zgromadzony
w postaci mitochondrialnego DNA (mtDNA). To charakterystyczne DNA odpowiedzialne
jest za kodowanie czasteczek tRNA podjednostek 12S i 16S mitochondrialnych
rybosoméw, jak réowniez enzyméw biorgcych udziat w cyklu oddechowym. Dotychczas
opracowano uktady do diagnostyki zakazen wywotywanych przez Candida spp. oparte
o sekwencje kodujgce cytochrom b (Yokoyama 2000), oraz dehydrogenazy NADH (Souza
2012). Liniowa struktura mtDNA wystepujaca u niektérych gatunkéw Candida, pozwala
na wykorzystanie sekwencji telomerowych do identyfikacji gatunkowej drozdzakéw
(Nosek i in. 2002). Niska zawarto$¢ reszt GC w mitochondrialnym DNA umozliwia
selektywne trawienie enzymami restrykcyjnymi genomowego DNA, ktdre jest bogatsze
w pary GC. Wykorzystanie endonukleaz rozpoznajacych sekwencje bogate w GC, skutkuje
uzyskaniem fragmentéw mtDNA o znaczeniu diagnostycznym, gdyz w wyniku trawienia
genomowe DNA zostanie strawione do Kkilkunastonukleotydowych fragmentéw, co

pozwala na analize tylko mitochondrialnego DNA (Pramateftaki 2000).

2.5.4.Inne uklady diagnostyczne oparte na standardowej reakcji PCR

W celu podniesienia specyficznosci i czutosci reakcji PCR, powstata metoda
wewnetrznego (zwanego tez zagniezdzonym) PCR, badz z jezyka angielskiego nested PCR.
€ go ( g g ym) adz z jezy g g

Sktada sie ona z dwoch prostych rekcji PCR opartych na tym samym celu molekularnym.
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Uzywane sga dwie pary starteréw: zewnetrzne i wewnetrzne. Pierwsza para starteréw daje
produkty PCR dtuzsze, ktore stajg sie matrycg do przeprowadzenia kolejnej reakcji
wykorzystujacej drugi zestaw starteréw. W przypadku braku oddziatywan pomiedzy
starterami, mozna obie reakcje przeprowadzi¢ w jednej probdwce, jedng po drugie;j.
Zastosowanie nested PCR zapewnia wyzsza czuto$¢ metody diagnostycznej, poniewaz
w wyniku pierwszej reakcji PCR powstaje jeszcze niewielka ilo$¢ matrycy, ktorej czes¢
sekwencji jest nastepnie powielana w reakcji wewnetrznej. Ogdlnie méwigc pierwsza
(zewnetrzna) reakcja selekcjonuje DNA dostepne w wiekszej ilosci do przeprowadzenia
reakcji wewnetrznej. Re-amplifikacja ze starterami wewnetrznymi moze stuzy¢ réwniez
do weryfikacji specyficznos$ci pierwszego produktu amplifikacji, a jednocze$nie podnosi
czuto$¢ reakcji. Cztery startery muszg specyficznie hybrydyzowaé do wybranych
sekwencji, aby uzyskac ostateczny produkt w odroéznieniu do klasycznej reakcji PCR,
gdzie pracujg tylko dwa startery. Nested PCR réwniez zapewnia redukcje kontaminacji
produktéw wynikajacych z niespecyficznego wigzania starter6w do matrycy. Nalezy
pamietac, ze prowadzenie reakcji nested PCR w dwoéch oddzielnych probowkach, zwieksza
jednak ryzyko kontaminacji. Rozwigzaniem tego problemu jest prowadzenie reakcji typu
nested PCR w jednej mieszaninie reakcyjnej. Mozliwe jest to dzieki zastosowaniu dwéch
par starteréw jednoczes$nie, z czego startery do reakcji zewnetrznej charakteryzuja sie
wyzsza temperaturg topnienia. W pierwszych cyklach amplifikacji uzyskiwane sg
amplikony, ktére wraz z obnizaniem temperatury hybrydyzacji w kolejnych cyklach
reakcji, stajg sie matryca dla starter6ow wewnetrznych, ktére dopiero po obnizeniu
temperatury przytgczania moga hybrydyzowac¢ do matrycy DNA. W reakcji PCR powstaja
tez produkty posrednie, na bazie starteréw zewnetrznych i wewnetrznych, ktore jednak

nie sg wykrywane.
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Starter zewnetrzny forward

5)

Temperatura przytgczania starteréw 72 °C

5’ 3

 —

Starter zewnetrzny reverse

Zachodzi amplifikacja z udziatem starterow zewnetrznych, o wyzszej
Temperaturze topnienia

Starter wewnetrzny reverse
5’=_:— 3’

Temperatura przytaczania starterow 50 °C

3'__2 5

Starter wewnetrzny forward

Po obnizeniu temperatury przytaczania starterow mozliwa jest amplifikacja
z udziatem starterow wewnetrznych

5 (: 1 3/
Temperatura przytgczania starterow 50 °C
3 :) 5’

Zachodzi wtasciwa amplifikacja mniejszego fragmentu bedacego
w obrebie sekwencji flankujgcych, do ktérych hybrydyzujg startery zewnetrzne

Rycina 12 Schemat reakcji nested PCR przeprowadzanej w jednej mieszaninie reakcyjne;j.
Identyfikacja DNA Candida spp. w oparciu o nested PCR wykorzystuje sekwencje
kodujace rybosomalne RNA. Produkt pierwszej reakcji PCR obejmuje sekwencje ITS1 oraz
ITS2, a ich amplifikacja odbywa sie z zastosowaniem starteré6w umozliwiajacych
otrzymywanie produktow dla wszystkich grzybéw. Dopiero reakcja wewnetrzna oparta
jest na starterach specyficznych dla poszczegélnych gatunkéw drozdzakéw z rodzaju
Candida. Wymaga to jednak przeprowadzenia szeregu reakcji, gdyz w kazdej z nich

wykrywany jest tylko jeden gatunek (Burgener-Kairuz 1994).

Rozwigzaniem, ktére umozliwia amplifikacje wielu celow molekularnych
znajdujgcych sie w obrebie réznych loci lub matryc, jest reakcja ztozonego PCR (multiplex
PCR). Polega ona na zastosowaniu wiecej niz jednej pary starteréw w jednej mieszaninie
reakcyjnej, a kazda z nich wykazuje specyficznos¢ do sekwencji charakterystycznych dla

poszczegdlnych gatunkow. Dzieki temu uproszczona zostaje procedura identyfikacji, gdyz
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nie ma koniecznos$ci przeprowadzania wielu reakcji oraz zuzywa sie mniejsza ilos¢
stosunkowo drogich odczynnikéow. Uktady umozliwiajace identyfikacje wielu gatunkéw
Candida w reakcji ztozonego PCR wykorzystuja geny kodujace topoizomeraze Il

(Kanbe 20020 oraz rRNA (Luo 2002).

2.5.5.Real time PCR

W zwigzku z ciaglym zapotrzebowaniem na coraz szybsze oraz bardziej czute
i specyficzne metody identyfikacji patogendw, nastgpit kolejny milowy krok w rozwoju
molekularnych metod diagnostycznych opartych o amplifikacje fragmentow DNA, ktérym
bylo stworzenie reakcji amplifikacji w czasie rzeczywistym (real-time PCR). Podstawowy
mechanizm reakcji jest tozsamy z taricuchowa reakcja polimerazy. Podstawowa réznica
jest sposéb detekcji powstajacych amplikonéw. Nowoscia w tej metodzie jest to, ze ilos¢
kopii badanej czasteczki kwasu nukleinowego jest monitorowana w kazdym cyklu reakcji
amplifikacji z zastosowaniem roéznych technik fluorescencyjnych, a nie jak to miato
miejsce w przypadku tradycyjnej reakcji PCR, tj. dopiero po jej zakonczeniu

i elektroforezie.

W real-time PCR stosuje sie rdézne czasteczki reporterowe, ktére maja zdolnos¢ do
fluorescencji. Emisja fuorescencji odzwierciedla akumulacje produktéw PCR w kazdym
cyklu amplifikacyjnym - mierzy sie kinetyke reakcji we wczesnej fazie reakcji PCR.
Detekcja w metodzie real-time PCR jest mozliwa dzieki zastosowaniu specyficznych sond

lub barwnikéw fluorescencyjnych, ktére wiagza sie niespecyficznie do dwuniciowego DNA.

Sondy wykorzystywane w real-time PCR skladaja sie ze specyficznej sekwencji
oligonukleotydowej komplementarnej do fragmentu amplikonu. Do niej dotgczone s3
réznego rodzaju znaczniki fluorescencyjne. Istnieje wiele mechanizméw wzbudzania
fluorescencji sondy, natomiast zawsze jest to zwigzane z jej hybrydyzacja do powstajacych
produktéw. Emitowane $wiatto o odpowiedniej dilugosci fali jest odbierane przez
odpowiadajgcy mu kanat detektora. Im wiekszg iloscig kanatéw dysponuje termocykler,
tym wiecej rodzajow produktéw mozna otrzymywac w jednej reakcji PCR (stosujgc wiele
starteréw w jednej mieszaninie uzyzkuje sie tzw. uktad multiplex real-time PCR). Taki
sposob detekcji charakteryzuje sie wysoka specyficznoscia i czutoscia, poniewaz sygnat
bedzie uzyskiwany jedynie w przypadku obecnosci sekwencji komplementarnych do
uzywanej sondy. Podstawowa wad3g tego rodzaju detekcji sg wysokie koszty odczynnikow
i aparatury pozwalajacej na detekcje fluorescencji pochodzacej z wielu réznych sond
(Selvarangan 2002) (Innings 2007) (Hendolin i in. 2002) (Klingspor 2006).

Podstawowymi rodzajami sond uzywanymi w reakcji real time s3: sondy podwojnie
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znakowane, typu molecular beacon oraz typu scorpion. Sondy podwdjnie znakowane sg
jednoniciowym oligonukleotydem o specyficznej sekwencji wyznakowanym za pomoca
barwnika na jednym koricu oraz wygaszacza fluorescencji na drugim. Hydroliza wigzania
wygaszacza podczas syntezy (elongacji) powoduje wzrost fluorescencji pochodzacej od
czasteczki barwnika reporterowego. Mierzony sygnat jest zatem wprost proporcjonalny
do ilosci powstalych w wyniku amplifikacji kopii DNA. Zasada dzialania sond typu
molecular beacon roéwniez opiera sie na wygaszaniu fluorescencji przez odpowiednie
zwigzki dotgczone do sondy po przeciwnej stronie niz barwnik. Przybiera ona jednak
strukture "szpilki do wtoséw", co powoduje zbliZenie wygaszacza i barwnika, i tym samym
skutkuje brakiem fluorescencji. Hybrydyzacja sondy do amplikonu powoduje rozerwanie
struktury szpilki, oddalenie od siebie wygaszacza i barwnika, co skutkuje emisja Swiatta.
Sondy typu scorpion wykorzystuja ten sam mechanizm. R6znica polega na tym, iz do sondy
dotaczony jest starter reakcji PCR, ktéry wraz z sonda hybrydyzuje do odpowiedniej
sekwencji matrycowego DNA. Podczas reakcji syntetyzowana jest sekwencja pozwalajgca
na otworzenie sie struktury szpilki poprzez hybrydyzacje do nowo powstatego odcinka
DNA. Znalezienie sie czagsteczki barwnika w wiekszej odlegto$ci od wygaszacza, skutkuje

zwiekszeniem jej poziomu fluorescencji, co zostaje zarejestrowane przez detektor.

Alternatywnym rozwigzaniem jest stosowanie barwnikéw fluorescencyjnych
o duzo mniejszej specyficznosci. Nalezg do nich zwiazki interkalujgce do dwuniciowego
DNA. W wyniku tego oddzialywania w miare wzrostu stezenia produktéw reakcji PCR,
obserwuje sie wzrost fluorescencji o dtugosci fali charakterystycznej dla danego barwnika.
W zwigzku z tym, Zze wykrywane jest dowolne dwuniciowe DNA, niezbedna jest
dodatkowa informacja o tym, od jakich amplikonéw pochodzi sygnat. Uzyskiwana jest ona
na podstawie analizy krzywych topnienia produktéw reakcji PCR. Parametr ten zalezy
przede wszystkim od ich dtugosci oraz sekwencji. Na tej podstawie mozna okresli¢ czy
powstajgce produkty sa zgodne z oczekiwanymi (zgodno$¢ z teoretyczng temperaturg
topnienia kalkulowang w oparciu o znang sekwencje DNA) (Schabereiter-Gurtner 2007)
(Hsu i in. 2003). Najczesciej stosowanymi barwnikami fluorescencyjnymi sg SYBR Green
oraz EvaGreen. Brak specyficznosci detekcji amplikon6w nie jest jedynym problemem
w przypadku stosowania réznego rodzaju barwnikéw fluorescencyjnych. Kolejnym bardzo
powaznym ograniczeniem jest inhibicja reakcji PCR, spowodowana obecnoscig
barwnikéw w mieszaninie reakcyjnej, co ma znaczacy wptyw w przypadku identyfikacji
patogendéw wystepujgcych we krwi, gdzie czuto$¢ metody ma Kkluczowe znaczenie.
Oddziatywanie barwnika z produktami reakcji PCR prowadzi réwniez do przesunie¢ ich
temperatury topnienia, ktéra pozwala na weryfikacje poprawnosci uzyskiwanych

produktéw amplifikacji oraz czesto na jej podstawie nastepuje identyfikacja gatunkowa

37


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

wykrywanego drobnoustroju. Istotnym ograniczeniem wystepujacym gtéwnie
w przypadku ztozonej reakcji real time PCR jest preferencyjne wigzanie sie czasteczek
barwnika do roéznych sekwencji amplikonéw charakteryzujagcych sie odmienng
zawartoscig par GC. Moze to skutkowac tym, iz mimo uzyskiwania pozadanego produktu,
sygnat od niego pochodzacy bedzie niezauwazalny, gdyz barwnik preferencyjnie zwigze
sie w wiekszej ilosci z innym produktem reakcji PCR (np. bogatszym w pary GC)
(Gudnason 2007). Mechanizm detekcji oparty o barwinki fluorescencyjne powoduje, Ze
istotnym staje sie wybor odpowiedniego barwnika oraz jego stezenia (Ririe 1997).
Ponadto, stezenie DNA w mieszaninie reakcyjnej réwniez wptywa na oddziatywanie
barwnika z DNA (Xu 2000). Obecnie prowadzi sie badania nad coraz doskonalszymi
barwnikami fluorescencyjnymi oraz ich zastosowaniem w reakcji real-time. Obiecujaca
jest grupa barwnikow SYTO, wsrdd ktérych za najlepsze uznano SYTO-13 oraz SYTO-82
(Eischeid 2011).

Stosunkowo krotki czas trwania reakcji real-time PCR oraz wyzsza czuto$¢
w poréwnaniu do standardowej reakcji PCR sprawia, ze stata sie ona bardzo dobrym
narzedziem do diagnostyki inwazyjnych kandydoz. Jednak maksymalne wykorzystanie
potencjatu tej metody, wymaga starannego wyboru celu molekularnego. Obecnie
powszechnie stosuje sie sekwencje kodujace rRNA, co daje mozliwos¢ uzyskiwania
wysokiej czuto$ci stosowanych testow w detekcji DNA patogennych grzybow. W zwigzku z
duzym ryzykiem kontaminacji stosuje sie drogie sondy, a ograniczanie iloSci
przeprowadzanych reakcji wigze sie z Kkoniecznoscia wykorzystania aparatow
pozwalajgcych na wielokanalowa detekcje sygnatow, ktére sa poza mozliwo$ciami

finansowymi publicznych o$rodkéw zdrowia nie tylko w Polsce.

Rozwdj nowoczesnych metod w dziedzinie diagnostyki molekularnej umozliwia
coraz doskonalszg identyfikacje patogennych drobnoustrojow, w tym drozdzakdéw
z rodzaju Candida, ktorych znaczenie kliniczne ciggle wzrasta. Pomimo licznych zalet, do
ktérych nalezy przede wszystkim bardzo kroétki czas analizy oraz znacznie wyzsza czuto$é
wzgledem klasycznych metod opartych o hodowle mikroorganizméw, wciaz nie znajduja
one zastosowania w rutynowych badaniach. Nie zmienia tego nawet fakt, iz krytyczne
parametry decydujace o przezyciu pacjenta w przypadku kandydemii takie jak: czas
oczekiwania na identyfikacje patogenu oraz zwigzane z tym mozliwie najszybsze
wdrozenie odpowiedniej antybiotykoterapii, preferuja metody oparte o amplifikacje DNA.
Brak odpowiednich badan oraz walidacji umozliwiajacych wprowadzenie tego rodzaju
diagnostyki do szpitali sugeruje, iz nie sg one w peini doskonate. Spowodowane moze by¢

to tym, ze na przestrzeni kilkunastu lat nastgpit bardzo dynamiczny rozwdéj metod
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molekularnych, ktéry bardziej nastawiony byt na ich techniczny aspekt. Obecnie dostepne
metody pozwalajg na uzyskiwania bardzo dobrych wynikéw zwigzanych z diagnostyka
réznego rodzaju zakazen. Wciaz jednak posiadajg wady, ktore wykluczaja mozliwosé
stosowania ich jako podstawowych i rutynowych testéw diagnostycznych. Oprécz
wysokich kosztéw, ktére sukcesywnie malejg, nalezy tutaj zwrdci¢ uwage na ryzyko
kontaminacji, ktéore w przypadku tak bardzo czulych testéw moze skutkowaé

uzyskiwaniem wynikéw falszywie pozytywnych.

Biorac pod uwage wyZej wymienione spostrzezenia, nalezy podejmowac dziatania
majace na celu poszukiwanie nowych specyficznych celéw molekularnych, ktére nie
niostyby ze soba tak wysokiego ryzyka kontaminacji. Ponadto, umozliwialoby to
stosowanie mniej specyficznych sposobéw detekcji, co znacznie obnizytoby koszty.
Spemienie tych warunkéw jest niezbedne, aby w przysztosci diagnostyka molekularna
byta podstawowym Zrédtem informacji o czynniku etiologicznym odpowiedzialnym za
infekcje. Dzieki takim narzedziom mozliwe bedzie skuteczne leczenie pacjentéw, co
pozwoli obnizy¢ $miertelno$¢ zwigzang z infekcjami uktadu krwiono$nego
wywolywanymi przez patogenne grzyby, a rdwnocze$nie przyniesie wymierne korzysci
ekonomiczne. Nalezy bowiem pamieta¢, iz oprécz wymiaru spotecznego, kandydemie sg
przyczyng ogromnych naktadéw finansowych zwigzanych z przebywaniem pacjentéw na
oddziatach intensywnej opieki medycznej i poddawanych leczeniu farmaceutykami oraz
niezdolnoscig pacjentéw do pracy. Wcigz jednak nie znaleziono takiego rozwigzania, ktére
znalaztoby zastosowanie w rutynowych badaniach mikrobiologicznych

przeprowadzanych w szpitalach.

Zalety molekularnych metod diagnostycznych opartych na analizie kwaséw

nukleinowych:

e szybkos$¢

e mniejsze ryzyko nieprawidlowej diagnozy, nieodpowiedniej terapii,
przedawkowania antybiotykéw, rozwoju lekoopornosci, redukcja kosztéw
leczenia

e czutos¢

e specyficznos¢

¢ mozliwos¢ analizy zmienno$ci sekwencji

¢ wykrywanie mutacji powodujgcych lekoopornosé mikroorganizmow

e identyfikacja patogenéw, dla ktorych tradycyjne metody (hodowla,

mikroskopia) sg mato wiarygodne.
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2.6. Projektowanie i optymalizacja reakcji PCR do diagnostyki

Zastosowanie reakcji PCR w diagnostyce molekularnej zakazen, wigze sie
z konieczno$cig poprawnego zaprojektowania starteré6w oligonukleotydowych, doboru
i optymalizacji stezen poszczegélnych sktadnikéw mieszaniny reakcyjnej oraz warunkéw
temperaturowo-czasowych prowadzenia amplifikacji. Prawidlowe zaprojektowanie oraz
wieloparametrowa optymalizacja reakcji PCR ma kluczowe znaczenie dla potencjatu
aplikacyjnego opracowanego uktadu w diagnostyce, a w szczeg6lnosci wptywa na czutos$¢

oraz specyficznos¢ reakcji PCR.

Jednym z najwazniejszych etapéw projektowania reakcji PCR jest dobor sekwencji
starterow oligonukleotydowych. Przyjmuje sie, ze ich optymalna dtugo$¢ powinna miescic
sie w przedziale 18-30 nukleotydéw. Wazne jest, aby startery biorace udziat w reakcji PCR
miaty zblizong temperature topnienia, co pozwoli na taki dobor temperatury przytaczania
oligonukleotydow, ktéry zapewni wysoka specyficzno$¢ reakcji oraz zblizong site
oddziatywania kazdego ze starteréw z matrycowym DNA. Kluczowa w tym przypadku jest
kompensacja zawartosci par GC w sekwencji startera jego dtugoscig. Wazne jest, aby
wybrane sekwencje byty unikalne dla pozadanych gatunkéw drobnoustrojéw, pozwoli to
bowiem unikngé¢ wynikéw falszywie pozytywnych lub negatywnych. Nalezy réwniez
zwroci¢ uwage na wystepowanie drugorzedowych struktur tworzonych poprzez dwie
czasteczki starteréw tego samego rodzaju (homodimer) oraz réznych (heterodimer).
Ponadto nalezy zbada¢ mozliwo$¢ wystepowania oddzialywan w obrebie jednej czasteczki
oligonukleotydu tzw. struktur typu szpilki do wloséw (hairpin). Etap analizy opisanych
oddziatywan wymaga okreSlenia ich sity za pomocg wartosci entalpii swobodnej,
konieczna jest rdéwniez jakoSciowa ocena powstatych struktur. Polega ona na
zdefiniowaniu rodzaju wolnego korica w dwuniciowej strukturze, gdyz ma to wptyw na
konsekwencje przebiegu reakcji amplifikacji. Wolny koniec 3' umozliwi dotaczanie
kolejnych nukleotydéw przez polimeraze DNA, co zmieni sekwencje starteréw
w kolejnych cyklach amplifikacji i uniemozliwi ich specyficzng hybrydyzacje oraz
powstanie pozadanych produktéw w reakcji PCR. Wolny koniec 5' nie bedzie tworzyt
miejsca do rozpoczecia reakcji polimeryzacji, co jest sytuacja korzystniejsza i nie
powoduje modyfikacji starter6w, niemniej jednak skutkuje niedostepnoscia czasteczek dla
specyficznych miejsc hybrydyzacji, przez co zostaje obnizona wydajno$¢ i czuto$¢ reakgji.
Sytuacja komplikuje sie w przypadku projektowania ztozonych reakcji PCR, gdzie
w  mieszaninie reakcyjnej wystepuje wiecej niz jedna para starteréw
oligonukleotydowych. Dla tego rodzaju reakcji nalezy wykona¢ analize teoretycznego

wystepowania wszystkich mozliwych oddzialywan pomiedzy starterami (réwniez tych
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krzyzowych), a nastepnie wybraé najlepszy zestaw starterow, ktére w dalszej kolejnosci
zostang przetestowane empirycznie. Przyjmuje sie, Ze warto$¢ entalpii swobodnej
oddziatywan typu szpilki do wtoséw nie powinna przekraczaé -3 kcal/mol. W przypadku
tworzenia dimeréw starter6w wartoSci te zalezne sg od tego czy wystepuje w danej
strukturze dwuniciowej wolny koniec 3'. Jezeli jest on obecny, to krytyczng warto$cia
entalpii swobodnej jest -5 kcal/mol, a w innych konfiguracjach wartos$¢ ta ksztattuje sie na
poziomie -6 kcal/mol. Kolejnym bardzo waznym elementem w reakcji PCR jest polimeraza
DNA. Jest to enzym Kkatalizujacy tworzenie wigzania fosfodiestrowego pomiedzy
nukleotydami, a tym samym wydtuzanie nici DNA na zasadzie komplementarnosci zasad.
W zwiazku z warunkami reakcji PCR stosowane polimerazy s3 enzymami
termostabilnymi. Mimo tego, ze r6znego rodzaju polimerazy stosowane w reakcjach PCR
maja wiele wspdlnych cech, to jednak wystepuja pomiedzy nimi znaczace réznice, ktére
wplywaja na dziatanie enzymu i okreslaja potencjal zastosowania. Do podstawowych
wtasciwosci polimeraz DNA, ktoére powinno sie rozwazy¢ nalezy zaliczy¢: procesywnos¢,
szybko$¢ przytaczania kolejnych nukleotyddéw, wierno$¢, aktywnos$ci egzonukleolityczne
w kierunku 3' do 5' i 5' do 3' oraz wrazliwos¢ na inhibitory. Z punktu widzenia
zastosowania w reakcjach diagnostycznych wiekszos¢ z tych cech ma znaczacy wplyw na

wybér odpowiedniej polimerazy.

Obecno$¢ aktywnosci egzonukleolitycznej w kierunku 3" do 5" czyli
tzw. aktywnosci korektorskiej jest odpowiedzialna za wierno$¢ polimerazy, czyli ilos¢
popemlianych przez nig biledéow w postaci dotgczania niekomplementarnych do
matrycowej nici DNA nukleotydéw. W przypadku Klasycznych reakcji PCR sekwencja
amplikonu nie podlega analizie, zatem btednie przytgczone nukleotydy nie bedg wptywaty
na poprawnos$¢ identyfikacji poprzez okreslenie obecnosci i dtugosci produktu PCR.
Niemniej jednak, jezeli wynikiem diagnostycznym jest sekwencja amplikonu lub
wykrywanie powstajgcych produktow reakcji za pomoca sond molekularnych, obecnos¢
niepoprawnych nukleotydéw moze prowadzi¢ do btednego wyniku diagnostycznego.
W przypadku uktadéw, w ktérych znaczenie diagnostyczne majg pojedyncze nukleotydy
na konicu 3' startera, aktywnos$¢ korektorska polimerazy bedzie skutkowata amplifikacjg
nawet w przypadku niezgodno$ci sekwencji na koncu startera, gdyz niesparowane
nukleotydy zostang usuniete i reakcja amplifikacji bedzie mogta zaj$¢. Przez to mozliwe
bedzie otrzymywanie btednych wynikéw. Obecno$¢ aktywnosci egzonukleolitycznej
w kierunku 5' do 3' jest kluczowa w przypadku detekcji z zastosowaniem molekularnych
sond hydrolizujgcych. Brak tej wiasciwosci dla polimerazy uniemozliwi hydrolize sondy

i tym samym powstanie sygnalu nawet w przypadku pozytywnego wyniku reakcji.
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Wrazliwo$¢ polimerazy na inhibitory ma kluczowe znaczenie w przypadku analizy
probek klinicznych, w badaniu prébek zZywnosci czy gleby. S3 to materiaty bardzo bogate
w réznego rodzaju inhibitory polimeraz i niezbedny jest dob6r odpowiedniej metody
izolacja kwasow nukleinowych do przeprowadzenia reakcji diagnostycznej. Nizsza
wrazliwo$¢ polimerazy na inhibitory moze wyeliminowa¢ konieczno$¢ stosowania tego
etapu, co przyspieszy procedure diagnostyczng, a takze podnosi czuto$¢ reakcji

i prawdopodobienstwo uzyskania wynikéw fatszywie negatywnych.

Szybko$¢ przytaczania nukleotydéw przez polimeraze jest wilasciwoscia, ktéra
okresla czas przeznaczony na wydtuzanie amplikonu w trakcie cyklu reakcji. Wptywa to
na szybko$¢ przebiegu amplifikacji a tym samym procedury diagnostycznej, ktéra

powinna by¢ jak najkrétsza.

Procesywno$¢ polimerazy zwigzana jest z mozliwo$cig uzyskiwania diugich
fragmentdw DNA. Jest to cecha, ktéra nie ma kluczowego znaczenia przy doborze enzymu,

gdyz w diagnostyce molekularnej nie stosuje sie amplifikacji dtugich fragmentow.

Polimerazy oprécz swoich naturalnych wtasciwosci moga by¢ modyfikowane w
celu uzyskania dodatkowych cech jakich jak tzw. hot start. Polega to na modyfikacji
enzymu m.in. poprzez chemiczne zablokowanie miejsca aktywnego lub zwiazanie
z przeciwcialem w celu catkowitego pozbawienia polimerazy aktywnosci. Dzieki temu,
w trakcie przygotowywania reakcji PCR, nie dochodzi do powstawania niespecyficznych
produktéw, zaréwno na matrycy DNA jak i w wyniku oddzialywan ze sobg starteréw.
Przywrdcenie aktywno$ci polimerazy nastepuje poprzez inkubacje w temperaturze
denaturacji DNA. Tego rodzaju modyfikacja jest stosowana szczegdlnie do polimeraz
wykorzystywanych w reakcjach real-time PCR, ktére charakteryzuja sie wysoka czutoscia
i obecno$¢ niespecyficznej amplifikacji znaczaco wptywa na wynik diagnostyczny,

szczegoblnie przy stosowaniu barwnikéw interkalujgcych.

Po zaprojektowaniu starteré6w do reakcji PCR oraz wybraniu odpowiedniej
polimerazy nalezy przeprowadzi¢ optymalizacje sktadu mieszaniny reakcyjnej oraz
opracowac¢ profil temperaturowo-czasowy reakcji. Kluczowymi elementami, ktorych
stezenie nalezy zoptymalizowa¢ to jony Mg?+, ktore petnia role kofaktora dla polimerazy,
nukleotydéw oraz ilo$¢ samej polimerazy w reakcji. Wazny jest tez dobor odpowiedniego
buforu reakcyjnego, ktéry zapewni odpowiednie pH w trakcie reakcji oraz dostarczy
jonéow wptywajacych na dziatanie polimerazy oraz hybrydyzacje starterow. W profilu
temperaturowo-czasowym najwazniejszymi parametrami s3: temperatura przytaczania

starteréw oraz czas przeznaczony na wydtuzanie amplikonu.
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2.7. Problem inhibitoré6w w materiale diagnostycznego w reakcji PCR

W zwigzku z tym, Ze technika PCR jest szeroko stosowanym narzedziem
w diagnostyce molekularnej, znalazta zastosowanie w identyfikacji wielu patogendéw
takich jak wirusy (Dunn i in. 2014), bakterie (Jensen 2014) i grzyby (Lau 2013). Metoda ta
jest réwniez wykorzystywana w kryminalistyce (Costa Francez 2012) czy diagnostyce
choréb genetycznych (Takeichi 2013). Reakcja PCR znajduje rowniez zastosowanie
w badaniu zywno$ci w celu wykrywania ewentualnych drobnoustrojéw patogennych
(Mokhtari 2013) oraz organizméw modyfikowanych genetycznie (GMO) (Broeders 2012).
W przypadku diagnostyki tego rodzaju materialéw stosowanie reakcji PCR moze by¢
ograniczone z powodu wystepowania szerokiej gamy inhibitoréw, zaré6wno w prébkach
biologicznych jak i zywnosci czy gleby. Rdéznego rodzaju zwigzki, wspétwystepujace
w badanych prébkach, moga negatywnie wptywac na czutos$¢ i specyficznos¢ reakcji PCR
(Trombley i in. 2013). Moga powodowac lize komérek, degradacje kwaséw nukleinowych
(matrycy), lub mogg hamowaé¢ bezposrednio aktywno$¢ polimerazy. Wszystkie te
oddziatywania skutkujg niewydajng amplifikacja lub jej inhibicja (Wilson 1997).
Dotychczas takie dziatanie wykazano dla wielu zwigzkéw, do ktérych nalezy zaliczy¢: sole
kwaséw zotciowych, kompleksy polisacharydéw (Lantz 1997) (Monteiro i in. 1997),
kolagen w probkach zywnosci (Kim 2001) , hemoglobina i laktoferyna w prébkach krwi
(Al-Soud 2001), zwigzki humusowe w glebie (Straub 1995), melanina (Eckhart 2000),
mioglobina (Belec 1998) w tkankach, polisacharydy w ro$linach (Demeke 1992),
proteinazy (Powell i in. 1994) i jony wapnia (Bickley 1996) w mleku. Wiekszos$¢
mechanizmoéw inhibicji powodowanych przez te zwigzki ma zwigzek z obnizeniem lub
zahamowaniem aktywnos$ci polimerazy w mieszaninie reakcyjnej np. wapn, kolagen,
hematyna oraz kwas taninowy (Opel 2010). Proteazy, detergenty, mocznik (Wilson 1997)
(Saulnier 1992) fenol (Katcher 1994) obecne w probkach prowadza do degradacji enzymu
(Powel 1994) (Rossen 1992). Melanina tworzy odwracalne kompleksy z DNA i polimeraza
(Eckhart 2000). Polisacharydy nasladujg strukture kwaséw nukleinowych, co prowadzi do
zaburzen w poprawnym przebiegu reakcji. Zwigzki humusowe sg w stanie oddziatywac
zaréwno z DNA jak i polimeraza, co skutkuje zahamowaniem reakcji nawet w przypadku
minimalnych stezen tych zwigzkéw w mieszaninie reakcyjnej (Sultovic 2008). Mechanizm
inhibicji reakcji PCR moze réwniez polega¢ na oddziatywaniu z kofaktorami polimeraz.
Przyktadem tego rodzaju inhibitoré6w mogga by¢ jony wapnia, ktére kompetycyjnie wigza
sie do polimerazy zamiast jon6w magnezu. Innym przyktadem jest kwas taninowy, ktéry
kompleksuje jony magnezu, co skutkuje brakiem jego dostepnosci dla polimerazy
i przektada sie na spadek aktywnosci enzymu (Opel 2010). Inhibitory réwniez moga

obniza¢ czutos¢ reakcji real-time PCR poprzez oddziatywanie z fluoroforami obnizajgc
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sygnat fluorescencji lub tez podnoszac poziom tta (Schrader 2012). Jednym z podej$¢ do
eliminacji zjawiska inhibicji jest odpowiednie przygotowanie prébki do reakcji PCR
poprzez doktadne oczyszczenie kwaséw nukleinowych (Al-Soud 2000). Innymi
stosowanymi rozwigzaniami sg modyfikacje polimeraz poprzez wprowadzanie mutacji
majacych na celu wzrost ich odpornosci na inhibitory, konstrukcje polimeraz fuzyjnych
i biatek chimerycznych (Spibida 2016). Najprostszym jednak rozwiazaniem jest
opracowywanie nowych sktadéw buforéw reakcyjnych, ktoérych zadaniem jest
niwelowanie wptywu inhibitor6w wprowadzanych do reakcji poprzez dodanie

tzw. wzmacniaczy reakcji PCR (Al-Soud 2000).

2.8. Inne metody wykrywania Candida z pozytywnych prébek krwi

Obecnie dostepnych jest coraz wiecej nowych metod do identyfikacji patogenow
(w tym drozdzakéw z rodzaju Candida) odpowiedzialnych za wywotywanie infekcji
uktadu krwiono$nego. Do tej grupy zalicza sie miedzy innymi mikromacierze DNA, ktore
umozliwiajag badanie w kierunku kilkudziesieciu patogenéw w trakcie jednej analizy.
Identyfikacja polega na przeprowadzeniu reakcji PCR i identyfikacji pozytywnych
sygnatow dla immobilizowanych na mikromacierzy sond specyficznych wobec kazdego
identyfikowanego gatunku oddzielnie (Sakai 2012). Inng metoda, ostatnio dosy¢
popularng w identyfikacji drobnoustrojéw, jest spektrometria mas z uzyciem desorpcji/
jonizacji laserowej wspomaganej matrycg z analizatorem czasu przelotu (MALDI TOF -
Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of Flight). MALDI TOF moze by¢
stosowana
w potaczeniu z elektroforeza dwuwymiarowg lub moze stanowi¢ samodzielng metode
identyfikacji biatek badanych proteoméw. System ten daje mozliwo$¢ szybKiej
identyfikacji bakterii oraz grzybéw. Warunkiem jest jednak pozyskanie czystych kultur

drobnoustrojow.

Otrzymany profil biatkowy umozliwia identyfikacje drobnoustrojéw obecnych
w probce na podstawie analizy poréwnawczej z dostepnymi bazami danych. Inne
podejscie reprezentuje metoda PNA FISH wykorzystujgca sondy molekularne o budowie
kwasow peptydonukleinowych bedacych analogami DNA i RNA. Tego rodzaju sonda jest
w stanie tworzy¢ struktury dwuniciowe na podstawie komplementarnos$ci zasad
analogicznie do kwasow nukleinowych. Oddziatywanie z matrycowymi DNA lub RNA jest
jednak stabilniejsze w poréwnaniu ze standardowymi sondami bedacymi fragmentami
DNA lub RNA, poniewaz w szkielecie sondy PNA nie wystepuja ujemnie natadowane reszty

kwasu fosforowego, przez co nie dochodzi do odpychania elektrostatycznego
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z czasteczkami kwasow nukleinowych, wzgledem ktérych sonda jest specyficzna.
Identyfikacja pozytywnego sygnatu z sondy mozliwa jest dzieki jej fluorescencyjnemu
wyznakowaniu. Badanie moze by¢ wykonywane na szkietku mikroskopowym
bezposrednio z materiatu klinicznego np. z kropli krwi. Pozytywny wynik wzgledem
okres$lonej sondy obserwowany jest w mikroskopie fluorescencyjnym. Do projektowania
sond wykorzystywane s3 specyficzne gatunkowo sekwencje kodujagce rRNA. Schemat
przedstawiajacy metody stosowane do identyfikacji zakazen krwi przedstawia

rycina nr 13.

Pacjent
Krew petna Posiew krwi
v
Techniki amplifikacji | Identyfikacja biatek Identyflka.qa kwasow
kwaséw nukleinowvch l nukleinowych
y \ 4
i Metod .
Uniwersalny PCR PCR specyficzny v Hybrydyzacja,
dla patogenu spektroskopowe np. FISH
(gatunkowo,
v .
- - rodzajowo)
Sekwencjonowanie Techniki amplifikacji

kwaséw nukleinowych:

e PCR,
o LCR,
e bDNA

Rycina 13 Techniki wykorzystywane do identyfikacji patogenéw z prébek krwi.6

Dotychczas w wiekszosci metod diagnostycznych jako cele molekularne
wykorzystywane s3 geny znajdujgce sie w obrebie operonu rybosomalnego wraz
z regionami niekodujacymi. Spowodowane jest to gtéwnie przez dwa czynniki: dostepno$¢
bardzo duzej liczby sekwencji dla wiekszosci drobnoustrojow oraz wielokopijnos¢ tych
sekwencji przez co wzrasta czutos¢ identyfikacji. Pomimo mnogosci i réznorodnosci
metod wykorzystywanych do identyfikacji patogenéw z prébek krwi wcigz nie znaleziono
idealnego rozwigzania, ktére zastgpiloby zloty standard mikrobiologii czyli metody
hodowlane i testy biochemiczne, dlatego wciaz poszukiwane sg nowe cele molekularne
i opracowywane nowe metody i sposoby przygotowywania prébek do analizy (szczegoélnie

metody wydajnej ekstrakcji pozbawionego inhibitoréw DNA).

® Zrédto: zmodyfikowano (Peters, 2004)
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3. Cel pracy

Celem pracy byta konstrukcja ukladéw diagnostycznych do rodzajowej
i gatunkowej identyfikacji drozdzakéw Candida w oparciu o nowe cele molekularne

z wykorzystaniem metod opartych o amplifikacje kwaséw nukleinowych.
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4. Materialy i metody

4.1. Szczepy referencyjne Candida spp.

Badania prowadzilem z wykorzystaniem szczepéw nalezacych do réznych
gatunkow z rodzaju Candida. Szczepy mikroorganizméw pochodzily z kolekcji ATCC
(American Type Culture Collection), ktore zostaty zakupione przez Katedre Biotechnologii
Molekularnej i Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej. Tabela nr 10 zawiera wykaz
stosowanych szczepow referencyjnych zakupionych z kolekcji ATCC.

Tabela 10 Wykaz szczepéw referencyjnych uzywanych do badan.

Opis
C. albicans ATCC 90029
C. parapsilosis ATCC 22019
C. krusei ATCC 6258
C. tropicalis ATCC 750
C. glabrata ATCC 2001
C. dubliniensis MYA-646
C. kefyr ATCC 02512
C. guilliermondii ATCC 6260

-

4.2. Szczepy bakteryjne

Szczepy bakteryjne w pracy wykorzystywatem do badania specyficznos$ci
opracowanych uktadow diagnostycznych. Wykaz stosowanych szczepéw bakteryjnych
zawiera tabela nr 11.

Tabela 11 Wykaz szczepdw bakterii.

Opis
Serratia marcescens
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Klebsiella oxytoca
Escherichia coli
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas aeruginosa
Stapchylococcus aureus

=
CO\]O\U'I-PCA)ND—\.'U

4.3. Szczepy Kkliniczne Candida spp.

Do badan wykorzystatem 97 preparatow Kklinicznych poddanych badaniu
w kierunku drozdzakéw, ktoére otrzymatem w wyniku realizacji 3 miesiecznego stazu
w Laboratorium Mikrobiologii Klinicznej Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Szczepy izolowane byty od pacjentéw w ramach
rutynowych badan prowadzonych w laboratorium. Do badan uzyskatem: 45 szczepdéw

C. albicans, 14 szczepéw C. glabrata, 8 szczepéw C. krusei, 2 szczepy C. tropicalis, po
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1 szczepie C. kefyr, C. norvengensis i Saccharomyces cerevisiae oraz 33 szczepy
zidentyfikowane do rodzaju Candida. W przypadku tych prébek nie byta prowadzona
dalsza procedura diagnostyczna w celu przypisania do gatunku, gdyz identyfikacja
rodzajowa z danego materiatu klinicznego byta wystarczajagca do podjecia odpowiednich
procedur medycznych. Tabela nr 12 przedstawia zestawienie prébek klinicznych wraz ze

zidentyfikowanym rodzajem/gatunkiem drozdzakéw oraz przypisanym numerem

porzadkowym.
Tabela 12 Wykaz klinicznych szczepéw drozdzakow.
Zidentyfikowany Zidentyfikowany
Lp. Lp.
rodzaj/gatunek rodzaj/gatunek

1 C. albicans 28 C. albicans

2 C. albicans 29 C. albicans

3 C. albicans 30 C. albicans

4 C. albicans 31 C. albicans

5 C. albicans 32 Candida sp.

6 C. glabrata 33 Candida sp.

7 C. glabrata 34 Candida sp.

8 C. glabrata 35 C. krusei

9 Candida sp. 36 Candida sp.
10 C. albicans 37 Candida sp.
11 Candida sp. 38 C. glabrata
12 C. albicans 39 C. tropicalis
13 C. albicans 40 Candida sp.
14 Candida sp. 41 Candida sp.
15 C. krusei 42 Candida sp.
16 C. albicans 43 Candida sp.
17 Candida sp. 44 Candida sp.
18 C. albicans 45 C. krusei

19 C. albicans 46 C. glabrata
20 C. albicans 47 C. glabrata
21 Saccharomyces cerevisiae 48 C. albicans i C. glabrata
22 Candida sp. 49 C. kefyr

23 Candida sp. 50 C. krusei

24 C. glabrata 51 C. glabrata
25 Candida sp. 52 C. albicans i C. krusei
26 C. albicans i C. krusei 53 Candida sp.
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27
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89

C. albicans
C. krusei
Candida sp.
C. albicans
C. albicans
C. albicans
Candida sp.
C. albicans
C. albicans
C. albicans
Candida sp.

C. albicans

C. albicans i C. krusei

C. albicans
Candida sp.
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
Candida sp.
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. glabrata
Candida sp.
C. glabrata
Candida sp.
C. albicans
Candida sp.
Candida sp.

C. albicans i C. tropicalis

Candida sp.

54
91
92
93
94
95
96
97

Candida sp.

C. albicans i C. norvengensis

Candida sp.
Candida sp.
Candida sp.
Candida sp.

C. albicans i C. glabrata

C. glabrata
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90 C. albicans i C. glabrata

4.4. PozywkKi i podloza hodowlane

e Sabouraud Dextrose Broth - EMAPOL Sp. z o.0.

e Sabouraud Dextrose Agar - EMAPOL Sp. z o.0.

e ChromAgar Candida - EMAPOL Sp. z o.o.

e Podloze LB (1% trypton, 1% NaCl, 0,5% ekstrakt drozdzowy)

e Podtoze LA (1% trypton, 1% NaCl, 0,5% ekstrakt drozdzowy, 1,5% agar)

4.5. Bufory

e Bufor TE (10 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM EDTA)
e Bufor Shark 10x do reakcji PCR (BLIRT S.A.)

e Bufor TagNova KCl 10x (BLIRT S.A.)

e Bufor TagNova (NH4)2S04 10x (BLIRT S.A.)

e Bufor Tango 10x (Thermo Fisher Scientific)

e Bufor TAE 50x do elektroforezy agarozowej

— 242gTris

57,1 ml lodowatego kwasu octowego

0,5 g EDTA

— woda destylowana do objetosci koricowej 1000 ml
e Bufor TBE 10x do elektroforezy poliakryloamidowe;j
e Bufor obcigzajgcy do nanoszenia probek na zel Green6x (BLIRT S.A.)

4.6. Polimerazy DNA

e Polimeraza Hypernova 2U/pl (BLIRT S.A.)
e Polimeraza TagNova 2U/ul (BLIRT S.A.)
¢ OmniKlenTaq (DNA PolymeraseTechnology)

4.7. Master Mix real-time PCR

e Fast Start MasterMix Sybr Green (Roche)

A\ MOST
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4.8. Startery oligonukleotydowe do reakcji PCR

Startery zakupione byly w firmie BLIRT S.A. Wykaz stosowanych starteréw

przedstawia tabela nr 13.

Tabela 13 Wykaz starteréw oligonukloetydowych

Nazwa Sekwencja
LysF 5'- AGA GAA GGT GAA CAATTT GC -3’
LysFluo Fluoresceine -5'- AGA GAA GGT GAA CAATTT GC -3’
LysR1 5'- AAT GGC ATT CCA ACC AGT CAATCT -3'
LysR2 5'- AAATTC AAT TGA TCA ACT CT -3'
SynReal 5'- CCAACA GTATCAGCAATACCAACTCT -3
AcoF 5'- GGC AAATTA TCT GGA TGG AGC TCG CCT -3'
AcoR 5'- TTT CAA CCA GAC ACC AGC TGC -3'
ParFks1 5'- AGA GGT CGA GGA GGT ACATCT CG -3’
ParFks2 5'- CGG TAC ATC TCA TTG TGG TCT TTG -3'

AcoRealF 5'-GGC AAATTA TCT GGA TGG AGC TCG CCT -3'

AcoRealR 5'- CCT CCT CTG ACG GTC AAA ATA CCT GC -3’

ParRealF 5'- GGG AAT AGA GAT TCGTTT CTC CAG -3'

ParRealR 5'-TGT ACG ATA GAT GTT CAA CAAG -3’

EnoF 5'- TGC CAT TCT TGG TGT CTC CC -3'
EnoR 5'- AAG CAT CCT TGG AAC CGG AG -3'
18SF 5'- ATT GGA GGG CAA GTC TGG TG -3'
18SR 5'- CCG ATC CCT AGT CGG CAT AG -3’

4.9. Pozostale roztwory i odczynniki

e agaroza - “Agarose Plus” (PRONA)
e bromek etydyny roztwér 5mg/ml (Sigma Aldrich)
e roztwor MgCl; 25mM (BLIRT S.A.)

Dhugos¢
[nt]
20
20

24

20

21
23
24

27

22
20
20
20

20

Zawartos¢

GC [%]
40
40

41,7
25
42,3
51,9
52,4
56,5
45,8
51,9
52,8
45,8
36,4
55
55
55

60

e trifosforany dezoksyrybonukleotydéw (dNTPs) 8 mM (BLIRT S.A.)

e 30% rozwdr poliakrylamidéw (29g akrylamidy i 1g bisakrylamidéw)

e TEMED

Temperatura

topnienia [°C]

50,9
50,9
57,2
45

56,8
62,5
58,2
59,3
55,8
62,5
60,9
54,8
50,2
57,4
57,4
57,5

56,7
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4.10.

10% nadsiarczan amonu

Enzymy restrykcyjne

Dral 10 U/ul (Thermo Fisher Scientific)
Rsal 10 U/ul (Thermo Fisher Scientific)
Bglll 10 U/pl (Thermo Fisher Scientific)

Materialy podstawowe

probowki typu Eppendorf (0.5, 1.5, 2.0 ml)

cienko$cienne probéwki typu Eppendorf do reakcji PCR (0,2 ml)
koncéwki do pipet automatycznych

szklane probowki

falkony plastikowe

Wszystkie materiaty byly sterylizowane w autoklawie w temperaturze 121°C przez 30 min

pod ci$nieniem 1,5 atm.

4.12.

Aparatura i sprzet laboratoryjny

aparat do elektroforezy agarozowe;j - Cleaver

aparat do pomiaru stezenia DNA - NanoDrop ND-1000
autoklaw

cieplarka - Nuve

mieszadto magnetyczne

pH-metr- CP-401 ELMTRON

pipety automatyczne - Eppendorf

termoblok - Grant

termocykler- Mastercykler’s Eppendorf
transiluminator - Spectraline Ultraviolet 312 mmUV
waga elektroniczna - AD300 Axis

wiréwka - Eppendorf 5415R

wortex- VL-I

Versa Doc Imagine System Model 1000 - BIO-RAD
wytrzasarka 2002 - DNA Gdansk

zasilacz do elektroforezy - Electrophoresis Power Supply EPS601
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e komory do nastawiania reakcji PCR:
— Captairbio Erlab
— Scie-Plas UV4PCR
e komora laminarna do pracy z drobnoustrojami - Thermoscientific
MSC-ADVANTAGE
e Termocykler real-time Roche LightCycler2.0
e Termocykler real-time MyGo ITS

4.13. Zestawy do izolacji DNA

e Zestaw do izolacji genomowego DNA - Gene Matrix Bacterial & Yeast Genomic
DNA Purification KIT - EURx
e Zestaw do izolacji DNA z wymazdéw - ExtractMe Swab & Semen DNA Purification

KIT - BLIRT S.A.

4.14. Programy komputerowe

e CLC Sequence Viewer 7
(https://www.qiagenbioinformatics.com/products/clc-sequence-viewer/)

¢ Quantity One ver. 4.3.1

e Microsoft Digital Image 2006 Standard Edition

e NCBIBLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

e Multi Primer Analyzer (Thermo Fisher Scientific)

4.15. Hodowle drobnoustrojow
Hodowle drozdzowe na podtozu statym

Hodowle prowadzitem na podtozu Sabouraud Dextrose Agar
(EMAPOL Sp. z 0.0.) przygotowanym zgodnie z instrukcja producenta w temperaturze

30°C przez 48h.
Hodowle drozdzowe na podtozu ptynnym

Hodowle  prowadzitem na  podtozu Sabouraud Dextrose  Broth
(EMAPOL Sp. z 0.0.) przygotowanym zgodnie z instrukcjg producenta w temperaturze

30°C przez 48h, 200 rpm.

Hodowle bakteryjne na podtozu statym

53


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Hodowle prowadzitem na podtozu LA w temperaturze 37°C przez 24h.
Hodowle bakteryjne na podtozu ptynnym

Hodowle prowadzitem na podilozu LB w temperaturze 37°C przez 24h,

200 rpm.

4.16. Izolacja genomowego DNA

Izolacje DNA z drozdzy oraz bakterii przeprowadzilem zgodnie z protokotem
producenta zestawu do oczyszczania DNA firmy Eurx S.A. Izolacje ludzkiego DNA
przeprowadzitem zgodnie z protokotem producenta firmy BLIRT S.A. Pomiaru stezenia
i czystoSci DNA dokonatem na spektrofotometrze Nano-Drop ND-1000. Uzyskatem
stezenie DNA w zakresie 20-40 ng/ul dla drozdzy, 30-50 ng/ul dla bakterii oraz 25 ng/ul
dla DNA ludzkiego.

4.17. Elektroforeza agarozowa

Elektroforeze agarozowg prowadzitem w buforze 1xTAE w Zelu agarozowym
o stezeniu 1,2% przy napieciu 7V/cm przez 45 min. Wizualizacji zelu dokonywatem

w $wietle UV o dtugosci 312 nm.

4.18. Elektroforeza poliakrylamidowa

Elektroforeze poliakrylamidowa prowadzitem w buforze 1xTBE w zelu

poliakrylamidowym o stezeniu 12% przy napieciu 7V/cm przez 5 h.

Wizualizacji zelu dokonywatem w $wietle UV o dtugo$ci 312 nm.

4.19. Reakcja touchdown PCR do wykrywania pan-Candida
Tabela 14 Sktad mieszaniny w reakcji touchdown PCR do wykrywania pan-Candida.

Odczynnik Objetos¢ [ul] StezZenie w reakcji PCR
bufor Shark 10x 2,5 1x
dNTPs [8mM] 2,5 0,8 mM
MgCl; [25mM] 2,5 2,5 mM
starter LysF[10uM] 1 0,4 uM
starter LysR2 [10uM] 1 0,4 uM
polimeraza Pwo [2U/pl] 0,5 0,04 U/ul
woda 14 -
DNA [20-30 ng/pl] 1 0,8-1,2 ng/pl
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Tabela 15 Profil temperaturowo-czasowy reakcji touchdown PCR do wykrywania pan-Candida.

Temperatura  Obnizenie temp. w kazdym Czas Liczba cykli
[°C] cyKklu [°C]

94 2 min

94 45s

72 -1 30s

72 1min 3 cykle

94 45s

69 -0,5 30s

72 1min  3cykle

94 45s

67 30s

72 1min  10cykli

94 45s

67 -0,5 30s

72 1 min 8 cykli

94 45s

63 30s

72 1 min 15 Cykll

72 3 min

4.20. Reakcja real-time do wykrywania pan-Candida

Master Mix Sybr Green firmy Roche zawiera barwnik interkalujacy Sybr Green
dzieki ktéremu mozliwa byta identyfikacja powstajacych produktéw reakcji PCR zgodnie
z parametrami detekcji dla kanatu FAM.

Tabela 16 Sktad mieszaniny reakcyjnej do wykrywania pan-Candida za pomocg reakcji real-time
PCR.

Odczynnik Objetos¢ [ul] Stezenie w mieszaninie
reakcyjnej
woda 12 -
MgCl; [25mM] 2 2,5 mM
LYSF [10pM] 1 0,5 uM
LYSReal [10uM] 1 0,5 uM
Master SYBR Green 2 1x
matrycowe DNA [1-5 ng/pl] 2 0,1-0,5 ng/pl

A\ MOST
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Tabela 17 Profil temperaturowo-czasowy reakcji real-time PCR do wykrywania pan-Candida.

Temperatura [°C] Czas [s] Cykle
95 600
95 10
62 20 45
72 10

4.21. Metoda t-RFLP do identyfikacji gatunkowej 6 Klinicznie istotnych
drozdzakow z rodzaju Candida (C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis,

C. tropicalis, C. dubliniensis)

Amplifikacja fragmentu genu syntazy homocytrynianowej

Tabela 18 Skiad mieszaniny reakcyjnej dla uktadu diagnostycznego opartego o metode t-RFLP.

Odczynnik Objetos¢ [ul] SteZenie w reakcji
PCR

bufor Shark 10x 5 1x
dNTPs [8BmM] 5 0,8 mM
MgCl; [25mM] 5 2,5 mM
starter LysFluo[10uM] 1 0,4 uM
starter SynReal [10uM] 1 0,4 uM
polimeraza Pwo [2U/ul] 2 0,08 U/ul
woda 29 -
DNA [20-30 ng/ul] 2 0,8-1,2 ng/pl

Tabela 19 Profil temperaturowo-czasowy reakcji dla uktadu diagnostycznego opartego o metode
t-RFLP.

Temperatura [°C] Czas [s] Cykle
94 120
94 30
55 30 40
72 30
72 180

Trawienie produktéw amplifikacji

Po reakcji amplifikacji przygotowywatem 3 mieszaniny reakcyjne dla kazdego
enzymu (Rsal, Bglll, Dral) oddzielnie.

Tabela 20 Sktad mieszanin reakcyjnych do trawienia restrykcyjnego produktéw reakcji PCR.

Odczynnik Objetosc [ul]
bufor Tango 10x 2/4/2
Woda 2,5/0,5/2,5
Rsal/Bglll/Dral 0,5/0,5/0,5
Mieszanina po reakcji amplifikacji 15/15/15

Trawienie prowadzitem w temperaturze 37°C przez 1h.

Produkty trawienia rozdzielatem za pomoca elektroforezy w 12% zZelu

poliakrylamidowym.
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4.22. Metoda zlozonej reakcji PCR do identyfikacji 5 klinicznie istotnych gatunkéw

z rodzaju Candida (C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis)

Tabela 21 Sktad mieszaniny reakcyjnej do amplifikacji 5 celéw molekularnych w reakcji multipleks
PCR.

Odczynniki Objetos¢ [pul] SteZzenie w mieszaninie

reakcyjnej
bufor TagNova KCI 10x 2,5 1x
dNTPs [8BmM] 2,5 0,8 mM
MgCl; [25mM] 2,5 2,5 mM
EnoF [10uM] 1 0,4 uM
EnoR [10uM] 1 0,4 uM
AcoF [10uM] 0,5 0,2 uM
AcoR [10uM] 0,5 0,2 uM
GlaF [10uM] 1 0,4 uM
GlaR [10uM] 1 0,4 uM
TropF [10uM] 1 0,4 uM
TropR [10uM] 1 0,4 uM
Parfks1F [10uM] 1 0,4 uM
Parfks1R [10uM] 1 0,4 uM
polimeraza TagNova [2U/pl] 0,5 0,04 U/ul
woda 7

0,76-1,24 ng/ul

—_

matrycowe DNA [19-31ng/ul]

Tabela 22 Profil temperaturowo-czasowy reakcji multipleks PCR do wykrywania 5 gatunkéw
Candida.

Temperatura [°C] Czas [s] Cykle
94 120
94 30
62 30 30
72 60
72 180

Produkty amplifikacji rozdzielatem za pomoca elektroforezy w 1,2% zelu

dagarozowym.

4.23. Reakcja real-time do do identyfikacji 5 Kklinicznie istotnych gatunkéow
z rodzaju Candida (C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis)

Tabela 23 Sktad mieszaniny reakcyjnej zastosowany do identyfikacji gatunkowej pieciu
drozdzakdw z rodzaju Candida za pomoca real-time PCR.

Odczynniki Objetos¢ [ul] Stezenie w mieszaninie
reakcyjnej

woda 12 -

MgCl; [25mM] 2 2,5 mM

Starter forward [10uM] 1 0,5 uM

Starter reverse [10uM] 1 0,5 uM

Master SYBR Green 10x 2 1x
matrycowe DNA 2 -
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Tabela 24 Profil temperaturowo-czasowy reakcji Real-time PCR do identyfikacji gatunkowej
Candida.

Temperatura [°C] Czas [s] Cykle
95 600
95 10
62 10 30
72 20

5. Wyniki i dyskusja

W dalszej czesci rozprawy przedstawie wyniki dotyczace opracowanych uktadéw
diagnostycznych do identyfikacji gatunkowej klinicznie znaczacych drozdzakéw z rodzaju
Candida. Pierwsza cze$¢ pracy dotyczy opracowania uktadéw diagnostycznych
przeznaczonych do identyfikacji rodzajowej i gatunkowej Kklinicznie znaczacych
drozdzakéw Candida spp. Przedstawilem informacje dotyczace genéw, wybranych jako
nowe cele molekularne oraz opisatem Kkryteria doboru sekwencji starterow
oligonukleotydowych tak, aby wykazywaty specyficzno$¢ rodzajowa i gatunkowa
w reakcji amplifikacji. Po przeprowadzeniu analizy teoretycznej przedstawitem réwniez
proces optymalizacji warunkéw przebiegu reakcji PCR, a nastepnie zoptymalizowane

uktady zweryfikowatem na referencyjnych szczepach Candida spp.

Druga cze$¢ pracy dotyczy weryfikacji opracowanych uktadow diagnostycznych na
szczepach klinicznych. Ich identyfikacja gatunkowa zostala przeprowadzona
w Laboratorium Mikrobiologii Klinicznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego za
pomoca podtéz chromogennych oraz analizy biochemicznej. Na podstawie tych wynikéw
okreslitem poprawnos¢ identyfikacji gatunkowej z wykorzystaniem opracowanych

w ramach realizacji pracy doktorskiej nowych uktadéw diagnostycznych.

Ostatni etap pracy podejmuje problem inhibitoréw obecnych w materiatach
diagnostycznych, ktére stanowig problem w reakcji PCR. Przede wszystkim skupitem sie
na inhibitorach obecnych w prébkach krwi, z powodu istotnosci z punktu widzenia
diagnostyki zakazen. W wyniku przeprowadzonych badan opracowatem wlasny zestaw
odczynnikéw do uktadéw diagnostycznych powstalych w wyniku realizacji pracy
doktorskiej, co stanowi podstawe do opracowania prototypow zestawow diagnostycznych

wykorzystujac nowe cele molekularne do diagnostyki Candida spp.
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5.1. Uklady diagnostyczne oparte o gen syntazy homocytrynianowej

Na podstawie analizy piSmiennictwa opisujacego biatka charakterystyczne dla
grzybéw oraz drozdzy wybratem gen syntazy homocytrynianowej jako cel molekularny do
opracowania uktadéw diagnostycznych stuzacych identyfikacji pan-Candida, jak réwniez
do identyfikacji gatunkowej klinicznie znaczacych drozdzakéw z rodzaju Candida takich
jak: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei oraz C. dubliniensis.
Syntaza homocytrynianowa kodowana przez gen lys21 katalizuje pierwszy etap szlaku
biosyntezy lizyny u grzybow i niektérych Archaea. W pracy Kur i in. gen ten jest
zaproponowany jako potencjalny cel molekularny dla nowych kandydatéw na zwiazki

antygrzybiczych (Kur 2010).

Synteza lizyny u zywych organizmoéw odbywa sie za pomocg dwodch Sciezek
tj. poprzez kwas diaminopimelinowy u ro$lin i bakterii oraz poprzez kwas
a-aminoadypinowy u drozdzy i innych grzybéw, w tym dla gatunkéw patogennych dla
ludzi. W zwiazku z tym, iz ssaki sg auksotrofami lizynowymi, to nie posiadajg niektorych
enzymoOw produkowanych przez drozdzaki. Jednym z tych enzyméw jest wtasnie syntaza
homocytrynianowa, ktéra jest rozwazana jako cel molekularny dla lekéow
przeciwgrzybiczych. Mechanizm dziatania syntazy homocytrynianowej polega na
przeniesieniu grupy acetylowej z acetylokoenzymu A na kwas 2-oksoglutarowy

(Rycina nr 19).

Ze wzgledu na powszechno$¢ wystepowania genu kodujacego syntaze
homocytrynianowg réwniez u drozdzakéw z rodzaju Candida zostat on wybrany jako

marker molekularny do konstrukcji testu diagnostycznego .

o 0
o
AcCoA CoASH OH
N - o,
)
G o

kwas 2-oksoglutarowy 3-(R)-homecytrynian

Rycina 14 Schemat reakcji katalizowanej przez syntaze homocytrynianowa.
Schemat postepowania w przypadku tworzenia uktadu opartego o nowy cel
molekularny jakim jest gen syntazy homocytrynianowej przedstawitem ponizej na

rycinie nr 15.
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Analiza bioinformatyczna
sekwnecji oligonukleotydowych oligonukleotydowych do reakeji
genu syntazy amplifikacji
homocytrynianowej dostepnych
w bazie NCBI GenBank

Projekt starterow

A4

Selekcja starterow do reakcji Analiza bioinformatyczna
amplifikacji na podstawie zaprojektowanych starterow
wynikéw analiz w celu zbadania:
bioinformatycznych. Wybér . . L.
. i h *ich specyficznosci
starterow specyficznych oraz o *mozliwosci tworzenia  struktur
najmnle]s.zyl:n i typu "szpilka do wlosow" oraz
prawdopf)dolblenlstwm dimerow starterow w mieszaninie
wystepowania niepozadanych reakeyjnej
oddziatywan

reakgji
sktad mieszaniny reakcyjnej

Kjkres'lenie specyficznosci orah

czutosci opracowanych
ukfadow.
Weryfikacja poprawnosci
identyfikacji gatunkowej
przeprowadzonej za pomocg
nowych uktadow

— Etap teoretyczny

— Etap praktyczny

diagnostycznych w oparciu o
wyniki uzyskane dla metod
biochemicznych

- /

Rycina 15 Schemat tworzenia ukladéw diagnostycznych opartych o sekwencje genu syntazy
homocytrynianowe;.

Optymalizacja warunkow reakcji
amplifikacji:
*profil temperaturowo-czasowy >

—

5.1.1.Analiza bioinformatyczna sekwencji genu syntazy homocytrynianowej

Analizy bioinformatycznej genu syntazy homocytrynianowej dokonatem w oparciu
o sekwencje dostepne w bazie NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). Sekwencja nukleotydowa
genu syntazy homocytrynianowej dostepna byta dla nastepujacych gatunkéw Candida:
C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis oraz C. dubliniensis. W przypadku tych drozdzakéw
dostepne s3 dwie sekwencje kodujace gen syntazy homocytrynianowej. Wynika to

z obecnosci dwoch izoschizomeréw tego enzymu.

Korzystajac z oprogramowania CLC Sequence Viewer 7 sporzadzilem analize
poréwnawcza (alignment) sekwencji gendéw roznych gatunkéw grzybéw: C. albicans,
C. dubliniensis, C. tropicalis, C. glabrata, Lodderomyces elongisporus, Clavispora lusitaniae,
Pichia pastoris, Meyerozyma guiiliermondii, Arthroderma otae, Arthroderma gypseum,
Neurospora crassa, Coprinopsis cinerea, Coccidioides posadasii, Aspergillus clavatus,
Aspergillus flavus, Aspergillus terreus, Penicillium chrysogenum, Aspergillus nidulans,
Ajellomyces capsulatus, Clostridium cellulovorans, Anabaena variabilis, Epichloe festucae,
Aspergillus niger, Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae. Celem pracy byto

zlokalizowanie obszaréow zakonserwowanych ewolucyjnie, ktére miaty postuzy¢
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w opracowaniu specyficznych starteréw dla wybranych gatunkéw drozdzakéw takich jak
C. albicans C. tropicalis C. dubliniensis, C. glabrata. Gatunki te odpowiedzialne s3 za ponad
95% infekcji wywotywanych przez drozdzaki z rodzaju Candida co stanowito kryterium

ich wyboru do opracowania zestawu diagnostycznego.

W  wyniku analizy dostepnych sekwencji nukleotydowych genu syntazy
homocytrynianowej dla grzybéw z rodzaju Candida otrzymatem wyniki, ktére przedstawia

tabela nr 25.

Tabela 25 Analiza sekwencji nukleotydowej gendw syntazy homocytrynianowej dla poszczeg6lnych
gatunkow drozdzakdéw z rodzaju Candida.

?l]i‘::l;:)zo/tg/,g ‘ Cglabrata ‘ C. dubliniensis ’ C. tropicalis ‘ C. albicans
C+G 579/44 449/35 453/35 412/33
A+T 735/56 835/65 834/65 842/67
Dtugos¢ genu [pz] 1314 1284 1287 1254

Dtugo$¢ genu syntazy homocytrynianowej jest podobna dla wszystkich,
dostepnych w bazie gatunkéw z rodzaju Candida i wynosi okoto 1300 pz. Zawartos¢
procentowa par C+G i A+T jest podobna dla C. dubliniensis, C. tropicalis oraz C. albicans,
natomiast sekwencja genu pochodzacego od C. glabrata jest bogatsza w pary GC wzgledem

pozostatych trzech gatunkéw.

5.1.2.Specyficzna identyfikacja pan-Candida

Gen syntazy homocytrynianowej zostal wybrany jako cel molekularny do
wykrywania wszystkich klinicznie istotnych gatunkéw z rodzaju Candida bez ich

identyfikacji gatunkowej czyli dla tzw. uktadu pan-Candida.

5.1.2.1. Analiza bioinformatyczna sekwencji starterow do wykrywania

Candida spp.

W oparciu o zakonserwowane sekwencje genu syntazy homocytrynianowej dla
gatunkow: C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis oraz C. dubliniensis
wybratem trzy sekwencje starteréw (jeden starter forward i dwie alternatywne sekwencje

startera reverse). Miejsca hybrydyzacji starteréw przedstawitem na rycinach nr 16-18.
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Rycina 16 Miejsce hybrydyzacji startera LysF. Kazdy z wierszy odpowiada jednej sekwencji
fragmentu genu syntazy homocytrynianowej pochodzacej z bazy NCBI GenBank dostepnymi pod
numerami przedstawionymi z lewej strony.

KM_708526
HM_T08439
HM_002417072
KM_7073839
HNM_002418342
HNM_002547242
#M_002550342
HM_447985
KM_448111

CHcE
BGGHETTTEH

140

GEGEEG:TGE BEEGTTTGHE 150
GEGEEG:TGE EEEGTTTGHE 150
GEGEEGcTGE BEBEETTTCHE 150
GEGEBG:TGE BHEEETTTGHE 102
GEGEEG:TGE EEEETTTCET 102
GEGEEGcTGE cBEETTTCHE 108
GEGEEG:TGE BHEEETTTGHE 150
GEGEEG:TGE cEEETTTCET 108
GEGEHEGCTGE cCBEETTTCHE 144

Consensus

conseaion. [T [l | TR TTTT TV

ACAANTTTCA

ATTGATTGAA

TCAACTTT

CAGAAGGTGA

ACAATT TG

Rycina 17 Miejsce hybrydyzacji startera LysR1 Kazdy z wierszy odpowiada jednej sekwencji
fragmentu genu syntazy homocytrynianowej pochodzacej z bazy NCBI GenBank dostepnymi pod
numerami przedstawionymi z lewej strony.

XM_708526
XM_708489
XM_002417072
XM_707839
XM_002418342
XM_002547242
XM_002550342
XM_447985
XM_448111
Consensus

100%

Conservation

-

1080

BEJEGETTGH

BTGoTTGGHE
BTGGTTGGHEE
BEBGGTTGGHE
EBTGGTTGGHE
BTGGTTGGHE
BTceTTGGHE
BTGGTTGGHEE
BEGGTTGGHE
BEGGETGGHE
CTGGTTGGAA

TEEEGEGTTG

B TEREGHEGTTG

TBcHGEGTGG

BB TEEEGHEGTTG

TEEBEGEGTTG
TEBRBGHAGTTG

B TEGHGHEGTTG

GEBGHEGHEGTTG
TBcHGcHEGTTG
TCAAGAGTTG

1100

I
BTEBEGTTGHE 1100
BTEAGTTGHE 1100
BTEEETTGHE 1100
BTEEBETTGHE 1058
BTEBEETTGHE 1058
BECGEBETTGHEE 1058
BTEEBETTGHEE 1100
BTEEBETTGHE 1058
BTEEBTTGHE 1094
ATCAATTGAA

ST LI AN TN

Rycina 18 Miejsce hybrydyzacji startera LysR2. Kazdy z wierszy odpowiada jednej sekwencji
fragmentu genu syntazy homocytrynianowej pochodzacej z bazy NCBI GenBank dostepnymi pod
numerami przedstawionymi z lewej strony.
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1080 1080 1100
I | .
xm_708526 HETHGCETTCE BTGGTTGGHEE TCEEETEHEEE T GBcTTc BTEEGTTGHEHE 1100
xm_708489 HETHGETTCE BTGGTTGGHEE TCEEATEEEE T cBcTTc BTEEGTTGHEHE 1100
xM_002417072 BETHGETTGE BEGGTTGGHAE TCEEATERRAE TEQAcCHEGTGG BTEBRETTGHE 1100
xm_707839 BETHGETTCE BTGGTTGCHEE TCEEATTHEEE T GHGTTG BTERAETTGHE 1058
xM_002418342 BETHCETTEE BTGGTTGGHEE TCEEATTHEE T GEGTTG BTERETTGHE 1058
XM_002547242 BEBHEGCETTGE BTGGTTGGHE TCETATTERE TERAGHEGTTC BECEETTCHE 1058
XM_002550342 HEGEGETTEE BTGGTTGGHEE TCEEATTHEEE TEQAGEGTTG BTEEETTGHE 1100
xm_447985 BEBEGGETTE BEGGTTGGHE EBCEEETEREGC GEQAGHEGTTG ETEEETTGHE 1058
xm_448111 BEBEGGETHEE BEGGETGGHE BCEEETTEAEC TEQACEGTTGC ETEEETTGHE 1094
memw%LAATAGATTGA CTGGTTGGAA TGCCATTAAA TCAAGAGTTG ATCAATTGAA
1 — —
cansenaton (i ST 1) M0 1
11I20 1':40
xm_708526 [BTTEERTTTE BETCETGHEE BcTGTEEEGE BcTEEETEAEE BEGETTHEEGH 1150
xM_708489 [BTTCEATTTE BETGETGHEEE BGTGTEREGE BCTEEETEAEE BEGCEATTHEEGH 1150
XM_002417072 JETTEEBATTTE BETCETCHEE BETCTEAEEGCE BECTEEETHEE BECETTHEEGHE 1150
xM_707839 |TTTEBETTTG BETGETGETE BEGTTEEEGE BcTTHEECEET EEEETTEEEE 1108
XM_002418342 [TTTEEETTTGC BETGETGEATE BEGTTERECE BcTTECEEET EEBEETTHEEEE 1108
XM_002547242 [ETTEEBRETTGC BETGETCGHETE BEGTTHEEGCE ToTTHETEAT BEBRETTEEER 1108
XM_002550342 |TTTEBETTTC BETGATGCHEEE BETGTEREGE BGTTEETHEEE BECETTEEGHE 1150
xM_447985 [BTTCEBRTTTG BEBECETGETE BEETEEEGGE BcTTHEEECEE BEGETEEEGH 1108
xm_448111 [BTTEEBRETTC BEECETGCHEE BECTEEEGGE BcTTHEEECEET BECETTEHEGH 1144
Consensu:‘ CATTTG ACTGATGANC AANTTAAAGA AGTTACTAAC AAGATTAAGA
Conservation [-
(]
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Dla zaprojektowanych starteréw okreslitem ich dtugos¢, obliczytem zawartosé %
par GC oraz temperature topnienia, jak rowniez przeanalizowatem mozliwo$¢ wystgpienia
wzajemnych oddzialywan pomiedzy nimi. Site oddziatywania okreslitem za pomoca
warto$ci entalpii swobodnej. Réznego rodzaju wytyczne na temat zasad projektowania
starterow do reakcji PCR opisuja teoretyczne parametry, ktérych spetnienie gwarantuje
wysokie prawdopodobienstwo powodzenia reakcji PCR. Przedstawitem je w tabeli nr 26.

Tabela 26 Zalecane parametry starteréw oligonukleotydowych do reakcji PCR?.

Parametr startera do reakcji PCR Warto$ci zalecane
Dtugos¢ 18-36 nukleotydow
Zawarto$¢ par GC 40-60%
Temperatura topnienia 55-65 oC
Sekwencja konica 3' Unikanie  struktur poliC lub  poliG

(wiecej niz 3)

Pelna komplementarnos$¢

Wyniki przedstawiajg tabele nr 27-30.

Tabela 27 Analiza wystepowania najbardziej prawdopodobnych struktur typu "szpilki do wtoséw"
dla starteréw LysF, LysR1 oraz LysR2.

Starter Struktura AG [kcal*mol-1] Tm [°C]
4 £ S
g N
7 A
: \ s
LysF ¢ . 0,91 47
\ ® \
b \ 4
’ N c / 5 = '

" opracowanie wlasne na podstawie:
http://www.genomics.agilent.com/files/Mobio/PCR_Primer_Design_Guidelines.pdf
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Tabela 28 Analiza wystepowania najbardziej prawdopodobnych struktur typu homodimer dla
starterow LysF, LysR1 oraz LysR2.

AG Liczba
Starter Struktura [kcal*  komplementarnych
mol1] nukleotydow
5" AGLAGAARGGETERACRATTTEC
-5,36 4

LysF

-3,9
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Tabela 29 Analiza wystepowania najbardziej prawdopodobnych struktur typu heterodimer
pomiedzy oligonukleotydami LysF i LysR1.

Liczba
AG
Struktura komplementarnych
[kcal*mol-1]
nukleotydow
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Tabela 30 Analiza wystepowania najbardziej prawdopodobnych struktur typu heterodimer
pomiedzy oligonukleotydami LysF i LysR2.

Liczba
AG
Struktura komplementarnych
[kcal*mol-1]
nukleotydéw
-7,32 5
-7,31 5
-5,47 4

Wszystkie oligonukloetydy wykazywaly specyficzno$¢ wobec sekwencji genu
syntazy homocytrynianowej przy jednoczesnym braku komplementarnosci do sekwencji
innych fragmentéw genomu drozdzakéw, innych drobnoustrojéw, jak réwniez do
sekwencji ludzkiego DNA na podstawie sekwencji dostepnych w bazie NCBI. Analiza
wystepowania struktur typu "szpilka do wiloséw" nie wykazata oddziatywan o wysokiej
energii, a teoretyczna temperatura topnienia takich struktur znajdowata sie w zakresie
Znaczaco ponizej temperatur wystepujacych w profilu temperaturowo - czasowym reakcji
PCR. W wyniku analizy wystepowania struktur typu homodimer zakwalifikowatem dwie
alternatywne warianty startera reversed do badan eksperymentalnych. Dla startera
forward Zzadna z warto$ci AG oddzialywan pomiedzy oligonukleotydami nie przekraczata
znaczgco 5 kcal*mol-1. Ryzyko zwigzane z wyborem tego startera zwigzane byto z tym, ze
mozliwe do wystapienia struktury dwuniciowe, charakteryzowaty sie wolnym koncem 3,
co umozliwia rozpoczecie reakcji dotgczania komplementarnych nukleotydéw do
wiszacego jednoniciowego konca struktury przez polimeraze DNA. Skutkuje to
wydtuzeniem starteré6w i w rezultacie brakiem mozliwosci hybrydyzacji do specyficznych
sekwencji DNA. W przypadku dwdch oddziatywan o najwiekszych warto$ciach
bezwzglednej entalpii swobodnej wystepuja niesparowane nukleotydy na koricu 3', co
ogranicza mozliwo$¢ dziatania polimerazy. W przypadku pierwszego startera reverse nie
wystepuje Zadne oddzialywanie ze strony wolnego konca 3’. Ponadto, najwyzsza
bezwzgledna warto$¢ AG dla tego rodzaju struktur wynosi 5,37 kcal*mol-l. Starter
alternatywny LysR2 charakteryzuje sie duzo wyzszymi warto$ciami AG dla struktur typu

selfdimer. Najwyzsza warto$¢ wynosi 12,42 kcal*mol-! i wystepuje dla dwéch struktur,
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z czego jedna z nich posiada wolny koniec 3' bez pelnej komplementarnosci zasad.
Teoretyczne analizy oddzialywan pomiedzy parami starteréw, rowniez potwierdzily, ze
preferowany jest pierwszy wariant startera reverse (AG=-5,03 kcal*mol-1) w poréwnaniu
z druga wersja (AG=-7,32 kcal*mol1). Niemniej jednak wyzZsza energia oddzialywan
wystepuje w przypadku struktury, gdzie na koricu 3' nie wystepuje 100%
komplementarno$¢ w odréznieniu od pierwszej pary starteréw, gdzie jest pelna zgodnos¢

pomiedzy sekwencjami przy wolnym konicu 3' heterodupleksu.

5.1.2.2. Optymalizacja warunkéw reakcji PCR z wykorzystaniem pary

starterow LYSF oraz LYSR1

Po zaprojektowaniu starteréw rozpoczatem optymalizacje reakcji PCR, w celu

uzyskania wydajnej i specyficznej amplifikacji fragmentu genu Iys21.

Temperatura przylgczania starteréw

Na podstawie obliczonej temperatury topnienia starterow (50,9°C dla startera LysF
i 57,20C dla startera LysR1) ustalitem zakres temperatur, w obrebie Kktérych
przeprowadzitem optymalizacje temepratury przylgczania starterow w reakcji PCR.
W celu empirycznego ustalenia warto$ci tego parametru przeprowadzitem szereg reakcji
stosujgc gradient temperatury w zakresie 56 - 64°C. Sktad mieszaniny reakcyjnej
przedstawia tabela nr 31. Reakcje prowadzitem wedlug profilu temperaturowo-

czasowego zgodnie z tabelg nr 32.

Tabela 31 Sktad mieszaniny do reakcji PCR na matrycy genomowego DNA C. albicans ATCC90029
z wykorzystaniem starteréw LysF i LysR1.

Odczynnik Objetos¢ [ul] StezZenie w
reakcji PCR

bufor Shark 10x 2,5 1x
dNTPs [8mM] 2,5 0,8 mM
MgCl; [25mM] 2,5 2,5 mM
starter LysF[10uM] 1 0,4 uM
starter LysR1 [10uM] 1 0,4 uM
polimeraza Pwo [2U/pl] 0,5 0,04 U/ul
woda 14 -
DNA C.  albicans  ATCC90029 1 0,92 ng/ul

[23 ng/pl]
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Tabela 32 Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR na matrycy genomowego DNA C. albicans
ATCC90029 z wykorzystaniem starterow LysF i LysR1 - gradient temperatury przytgczania
starteréw.

Temperatura [°C] Czas [s] Cykle
94 120
94 45
56-64 30 30
72 60
72 180

Wynik reakcji przedstawia rycina nr 19.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
"-ﬂ-’- — Produkt amplifikacji

genu lys21(974 pz)

A

Produkt niespecyficzny
(ok. 500pz)

M
g
-

-

Rycina 19 Obraz rozdziatu elektroforetycznego w 1,2% Zelu agarozowym produktéw optymalizacji
reakcji PCR z zastosowaniem gradientu temperatury przylgczania starterow LysF i LysR1.
M.-marker wielkosci DNA 100-1000, 1-56°C, 2-56,7°C, 3-57,5°C, 4-58,5°C, 5-59,6°C, 6-60,8°C,
7-62°C, 8- 63°C, 9-63,9°C, 10. K-

Na podstawie otrzymanego wyniku stwierdzitlem pojawienie sie niespecyficznego
produktu amplifikacji o wielko$ci ok. 500 pz. Wraz ze wzrostem temperatury przytaczania
starteréw nie udato sie wyeliminowac jego powstawania. Jako optymalng wybratem

temperature 59,6°C, uznajac konieczno$¢ optymalizacji sktadu mieszaniny reakcyjne;j.

Optymalizacja stezenia jonéw magnezu

W celu wyeliminowania powstawania niespecyficznego amplikonu, dla wybranej
temperatury przylaczania starteréw, przeprowadzitem dalszg optymalizacje reakcji PCR
pod wzgledem stezenia wolnych jondéw magnezu. Sktad pozostatych sktadnikéw
mieszaniny reakcyjnej oraz profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR zastosowatem jak

w tabeli nr 31 i 32. Wynik reakcji przedstawia rycina nr 20.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8

Produkt amplifikacji
L — o — ) — -— ——— pitikac]
genu lys21(974 pz)
—
Produkt niespecyficzny

(ok. 500pz)

Rycina 20 Obraz rozdziatu elektroforetycznego w 1,2% zelu agarozowym produktéw optymalizacji
reakcji PCR z zastosowaniem gradientu stezen jonéw magnezu z wykorzystaniem starteréw LysF i
LysR1. M.=-marker wielkosci DNA 100-1000, 1-1mM Mg*2, 2-1,5mM Mg+*?, 3-2ZmM Mg*?,
4-2,5mM Mg+2, 5-3mM Mg*2, 6-3,5mM Mg*2, 7-4mM Mg*2, 8-4,5mM Mg+2,

Na podstawie otrzymanego wyniku wybratem stezenie jonéw magnezu 3,5mM. Przy takim
stezeniu otrzymatem wydajna amplifikacje, jak rowniez nie pojawiat sie niespecyficzny
produkt o wielko$ci ok. 500 pz. W celu potwierdzenia poprawnosci przyjetych warunkéw
przeprowadzitem reakcje PCR dla 10 réznych klinicznych szczepéw C. albicans w oparciu
o sktad mieszaniny reakcyjnej i profil temperaturowo-czasowy jak przedstawitem

w tabelach nr 31 i 32. Wyniki reakcji amplifikacji przedstawitem na rycinie nr 21.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Produkt amplifikacji
. S S e G e S Sl ens QEPEID  cenu 521 (974 pz)

“— Produkt niespecyficzny
o= (ok.500pz)

Rycina 21. Obraz rozdziatu elektroforetycznego w 1,2% zelu agarozowym produktéw reakcji
amplifikacji fragmentu genu syntazy homocytrynianowej z wykorzystaniem starteréw LysF i LysR1
z zastosowaniem zoptymalizowanych warunkéw reakcji PCR. M-marker wielkosci DNA 100-1000,
1-10- szczepy kliniczne C. albicans.
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Otrzymany wynik wskazywatl na to, iZ warunki reakcji PCR zoptymalizowane
dotychczas dla jednego szczepu referencyjnego C. albicans ATCC90029 nie znajduja

potwierdzenia dla klinicznych szczepow tego gatunku.

Zmiana stezenia starteréw uzywanych do reakcji nie wyeliminowata tego problemu,

dlatego kolejnym krokiem byta zmiana startera.

5.1.2.3. Optymalizacja warunkéw reakcji PCR z wykorzystaniem pary
starteré6w LYSF oraz LYSR2

Dla nowej pary starterow nalezato jeszcze raz przeprowadzi¢ optymalizacje reakcji

amplifikacji.

Optymalizacja temperatury przylqczania starterow

Optymalizacje temperatury przytaczania starteré6w przeprowadzitem dla
referencyjnego szczepu C. albicans ATCC90029 w zakresie 58 - 62°C wg warunkéw
opisanych w tabelach nr 31 i 32. Jako temperature optymalng wybratem 61,9°C. Nie
wystgpit problem powstawania niespecyficznych produktéw, co pozwalato stwierdzi¢, ze
nowa para starteréw jest bardziej specyficzna. Dla wybranej temperatury przytgczania
starteréw przeprowadzitem reakcje PCR dla réznych gatunkéw Candida. W wyniku tej
reakcji otrzymatem produkty jedynie dla C. albicans i C. tropicalis. Taki wynik pozwolit
wysung¢ wniosek, iz dla pozostatych gatunkéw startery charakteryzujg sie mniejsza
specyficznoscia, co uniemozliwia amplifikacje w ustalonych warunkach reakcji. Kolejnym
etapem bylto przeprowadzenie optymalizacji temperatury przytaczania starteréow
z uwzglednieniem pieciu klinicznie znaczacych gatunkéw Candida jak réwniez dwéch
dodatkowych (C. guilliermondi i C. kefyr) w celu potwierdzenia specyficzno$ci metody
wzgledem rodzaju. Reakcje w gradiencie temperatury przylaczania starteréw
przeprowadzitem dla kazdego gatunku z osobna (C. guilliermondii, C. albicans, C. krusei,
C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. kefyr). Sktad mieszanin reakcyjnych oraz profil

temperaturowo-czasowy reakcji przedstawiaja tabele nr 33 i 34.

70


http://mostwiedzy.pl

Tabela 33 Sktad mieszaniny do reakcji PCR na z wykorzystaniem starteréw LysF i LysR2.

Odczynnik Objetos¢ [pl] Stezenie w
reakcji PCR

bufor Shark 10x 2,5 1x
dNTPs [8mM] 2,5 0,8 mM
MgCl; [25mM] 2,5 2,5 mM
starter LysF[10uM] 1 0,4 uM
starter LysR2 [10uM] 1 0,4 uM
polimeraza Pwo [2U/pl] 0,5 0,04 U/ul
woda 14 -
DNA genomowe* 1 -

A\ MOST

* C. guilliermondii [25ng/ul], C. albicans [23 ng/ul], C. krusei [31 ng/ul], C. glabrata [26 ng/pl],
C. parapsilosis [24 ng/ul], C. tropicalis [19 ng/ul], C. kefyr [29 ng/ul]

Tabela 34 Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR z wykorzystaniem starteréw LysF i LysR2 -
gradient temperatury przylaczania starterow.

Temperatura [°C] Czas [s] Cykle
94 120
94 45
56-70 30 30
72 60
72 180

Wynik eksperymentu przedstawia rycina 22 .

A M1 23456 7 829 B M1 23 456 7 89
e e DL e - S S e = == == <4—Produkt amplifikacji
genu lys21(948 pz)
C M1 234 56 7 829 DmM123456 7 829
§-----—— - g,_
E M1 2 3 4 56 7 89 FM 1 23 4 56 7 89

GM123456789

e aid W ba o

!-—.-ﬂ~_ o U

i

Rycina 22 Obraz rozdziatu elektroforetycznego w 1,2% zelu agarozowym produktéw reakcji
amplifikacji fragmentu genu Lys21 z zastosowaniem gradientu temperatury przyltaczania
starteréw: 1-56 °C, 2-57,1 °C, 3-58,4 °C, 4-59,8°C, 5-61,3 °C, 6-62,7 °C, 7-64,1°C, 8-65,6 °C, 9-70,0°
C. M.-marker wielkosci DNA 100-1000 A - C. guilliermondii, B - C. albicans, C - C. krusei,
D - C. glabrata, E - C. parapsilosis, F - C. tropicalis, G - C. kefyr.
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Otrzymane wyniki nie pozwalajg na ustalenie jednej optymalnej temperatury

przytaczania starteréw dla wszystkich gatunkéw Candida. W zwigzku z tym postanowitem

zastgpic¢ klasyczng reakcje PCR wariantem touchdown PCR.

5.1.2.4.

Touchdown PCR

Metoda touchdown PCR jest odmiang klasycznej reakcji PCR polegajaca na

stopniowym obnizaniu temperatury przytgczania starter6w w czasie trwania amplifikacji.

Stosuje sie ja w celu podniesienia specyficznosci reakcji PCR.

Przeprowadzitem reakcje touchdown PCR stosujac matryce wszystkich badanych

gatunkéw Candida w celu doboru optymalnego profilu temperaturowo-czasowego reakcji.

Sktad mieszaniny reakcyjnej byt zgodny z tabela nr 33. Zoptymalizowany profil

temperaturowo-czasowy reakcji touchdown PCR przedstawia tabela nr 35.

Tabela 35 Profil temperaturowo-czasowy reakcji touchdown PCR.

Temperatura  Obnizenie temp. w kazdym Czas Liczba cykli
[°C] cyklu

94 2 min

94 45s

72 -1 stC 30s

72 1min  3cykle

94 45s

69 -0,5 stC 30s

72 1min  3cykle

94 45s

67 30s

72 1 min 10 cykli

94 45s

67 -0,5 stC 30s

72 1 min 8 cykli

94 45s

63 30s

72 1 min 15 cykli

72 3 min
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Wynik reakcji touchdown PCR przedstawia rycina nr 23.

Produkt amplifikacji
genu lys21(948 pz)

Rycina 23 Obraz rozdziatu elektroforetycznego w 1,2% zelu agarozowym produktéw reakcji
amplifikacji fragmentu genu syntazy homocytrynianowej z zastosowaniem touchdown PCR.
M.-marker wielko$ci DNA 500-1000, 1-C. albicans, 2-C. krusei, 3-C. parapsilosis, 4-C. kefyr,
5-C. glabrata, 6-C. guilliermondii, 7-C. tropicalis, 8.-K-.

Otrzymany obraz Zelu wskazuje na wydajng i specyficzng amplifikacje fragmentu
genu syntazy homocytrynianowej dla 7 gatunkéw Candida wybranych do sprawdzenia
specyficznosci metody wzgledem rodzaju Candida. (C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis,

C. kefyr, C. glabrata, C. guilliermondii, C. tropicalis).

5.1.3. Specyficzna identyfikacja pan-Candida w reakcji real-time PCR

W diagnostyce Kklinicznej coraz wieksze zastosowanie znajduje amplifikacja
w czasie rzeczywistym tzw. reakcja real-time PCR, szczeg6lnie w badaniach
wysokowarto$ciowych materiatéw (np. krew) oraz w przypadku zagrozenia zycia
pacjentéw. W zwigzku z tym postanowitem zaprojektowac uktad do identyfikacji Candida
Spp. w oparciu o gen syntazy homocytrynianowej z wykorzystaniem reakcji real-time PCR.
Do tego celu wykorzystatem analizy sekwencji genu wykonane dla uktadu

z wykorzystaniem klasycznej reakcji PCR.

Zmienitem starter reverse tak, aby skroci¢ amplikon, w celu wydajnej amplifikacji
w reakcji real-time PCR. Polimorfizm sekwencji produktéw amplifikacji decyduje o ich
réznych temperaturach topnienia. Taka wtasciwos¢ fizyko-chemiczng postanowitem

wykorzystac do réznicowania (identyfikacji) badanych gatunkéw Candida.

Po zakonczeniu etapu amplifikacji, przeprowadza sie analize krzywej topnienia
powstatych produktéw. Krzywa topnienia jest funkcjg wartosci fluorescencji F zalezng od
temperatury. F=f(T) profil topnienia przedstawiany jest w postaci wykresu bedacego
zaleznoScig pochodnej krzywej topnienia (-dF/dT) od temperatury, z maksimum
obrazujagcym Tm danego produktu PCR. Wartos¢ Tm zalezy od: stezenia dsDNA, dtugosci

i sktadu nukleotydowego.
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5.1.3.1. Analiza bioinformatyczna sekwencji starterow do wykrywania

Candida spp. za pomoca reakcji real-time PCR

W oparciu o dokonane wczedniej analizy sekwencji genu syntazy
homocytrynianowej zaprojektowatem starter reverse (SynReal) do reakcji real-time PCR.

Miejsce hybrydyzacji startera przedstawitem na rycinie nr 24.

580 580 800

I y

xm_708526 BTGTTGETHEE BETTGGGGTT HEQEGEGTTC GTETTCETGE THEEBTGTTGG 600

xm_708489 BTGTTGETHEE BETTGGGGTT BEQEGEGTTGC GTETTCETGE THEEBTGTTGG 600
XM_002417072 BTCTTCHTEE BMETTGGEGTT BEQECHGTTC GTETTGEEGE THEBTGTTGG 600

xm_707839 BTGTTCATEE BETEGGEGTC BEYBCEGTTG GTETTGEECE TEBTGTTGGY 558
XM_002418342 BTGTTCHETEE BETTGGEGTC BEYECHEGTTG GTETTGETCHE TEBTGTTGE 558
XM_002547242 BTCTTCHEEE BETTGGTCTE BEQECHEGTTC GTETTGETGE THBEGTTGG 558
xM_002550342 BGGTTGETEE BETEGGTGTGC BEJECEGTTGC GTETTGETGE TEBEBGTTGG 600

xM_447985 BTCTECHEEE GETEGGTGTE BEQACHGTEC GTETTGEEGHE BEABTGTTGQ 558

xM_448111 BTCTECHEEE CEATEGGTGTE HEQACHGTTC GTETTGETGE THETGTTGGE 594

Consensus CTGTTGATAA AATTGGTGTN GTATTGCTGA

100%
Conservation

Rycina 24 Miejsce hybrydyzacji startera SynReal. Kazdy z wierszy odpowiada jednej sekwencji
fragmentu genu syntazy homocytrynianowej pochodzacej z bazy NCBI GenBank dostepnymi pod
numerami przedstawionymi z lewej strony.

Dla zaprojektowanego startera okreslitem dtugos¢, obliczytem zawartosé % par GC
oraz temperature topnienia, jak réwniez przeanalizowalem mozliwos¢ wystapienia
wzajemnych oddziatywan pomiedzy starterami w mieszaninie reakcyjnej. Site
oddziatywania okreslitem za pomocg wartosci entalpii swobodnej. Wyniki zostaly
przedstawione w tabelach nr 36-38.

Tabela 36 Analiza wystepowania najbardziej prawdopodobnych struktur typu "szpilki do wtoséw"
dla startera SynReal.
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Tabela 37 Analiza wystepowania najbardziej prawdopodobnych struktur typu homodimer dla
startera SynReal.

Liczba
AG
Starter Struktura komplementarnych
[kcal*mol1]
nukleotydéw

-3,78 4
SynReal : : : : -3,14 2

-2,94 3

Tabela 38 Analiza wystepowania najbardziej prawdopodobnych struktur typu heterodimer
pomiedzy oligonukleotydami LysF i SynReal.

Liczba
AG
Struktura komplementarnych
[kcal*mol-1]
nukleotydow
-7,32 5
-7,31 5
-5,47 4

Nowy starter SynReal nie tworzy silnych struktur typu "szpilki do wtoséw", a takze
charakteryzuje sie niskimi warto$ciami bezwzglednymi AG w przypadku tworzenia
homoduplekséw (ponizej 4 kcal*mol-1). Ryzykiem jest stosunkowo wysoka wartos¢é tego

parametru (7 kcal*mol-1) w przypadku tworzenia heterodupleks6w miedzy starterami.
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5.1.3.2. Weryfikacja ukladu opartego o gen lys21 w klasycznej reakcji PCR

Przeprowadzitem wstepne badania w uktadach klasycznej reakcji PCR w celu
weryfikacji poprawnosci zaprojektowanych starteréw. Pierwszy etap obejmowat reakcje
z zastosowaniem gradientu temperatury przylaczania starterow z wykorzystaniem
szczepu referencyjnego C. albicans (ATCC90029). Nastepnie dla wybranej temperatury
przylaczania starterow 62°C przeprowadzitem reakcje z wykorzystaniem szczepow
klinicznych. Na rycinie nr 25 przedstawitem wyniki amplifikacji z zastosowaniem
startero6w specyficznych wobec genu syntazy homocytrynianowej na matrycy
genomowego DNA dla pieciu referencyjnych szczepéw Candida: C. albicans (ATCC90029),
C. parapsilosis (ATCC22019), C. krusei (ATCC6258), C. trpoicalis (ATCC750), C. glabrata
(ATCC2001). Opracowany sktad mieszaniny reakcyjnej oraz profil reakcji przedstawitem

odpowiednio w tabelach 391 40.

Tabela 39 Sktad mieszaniny reakcyjnej do amplifikacji fragmentu genu syntazy homocytrynianowej
z wykorzystaniem starteréw LysF oraz SynReal.

Odczynnik Objetosc [pl] Stezenie w mieszaninie
reakcyjnej
bufor TagNova KCI 10x 2,5 1x
dNTPs [8mM] 2,5 0,8 mM
MgCl; [25mM] 2,5 2,5 mM
starter LysF [10uM] 1 0,4 uM
starter SynReal [10uM] 1 0,4 uM
polimeraza TaqNova [2U/ul] 0,5 0,04 U/ul
woda 14 -
matrycowe DNA* 1 -

* C. albicans [23 ng/yl], C. krusei [31 ng/pl], C. glabrata [26 ng/ul], C. parapsilosis [24 ng/ul],
C. tropicalis [19 ng/ul]

Tabela 40 Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR z wykorzystaniem starteré6w LysF oraz
SynReal.

Temperatura [°C] Czas [s] Cykle
94 180
94 30
62 30 30
72 30
72 180
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Specyficzny

pe— ——— GEEy - E— produkt reakcji
- PCR (470 pz.)

Rycina 25 Wynik rozdzialu elektroforetycznego w 1,2% Zelu agarozowym produktéw PCR
z zastosowaniem starterow LysF oraz SynReal. M- marker wielkosci 100-1000, 1 -5 - referencyjne
szczepy Candida: odpowiednio Candida albicans ATCC90029, Candida glabrata ATCC2001, Candida
parapsilosis ATCC22019, Candida tropicalis ATCC750, Candida krusei ATCC6258, 6 - kontrola
ujemna reakcji PCR.

Otrzymane wyniki potwierdzaja poprawno$¢ =zaprojektowanych starterow.
Otrzymatem pozadane amplikony o wielko$ci 470 pz. dla wszystkich pieciu klinicznie

istotnych gatunkéw z rodzaju Candida.

Kolejnym krokiem byto zaadoptowanie opracowanego uktadu do reakcji real-time
PCR. Zoptymalizowany skltad mieszaniny reakcyjnej oraz profil reakcji zostaty
przedstawione w tabelach 411 42.

Tabela 41 Sktad mieszaniny reakcyjnej do amplifikacji fragmentu genu syntazy homocytrynianowej
za pomocg real-time PCR.

Odczynnik Objetosc ] Stezenie w mieszaninie
reakcyjnej

woda 12 -

MgCl; [25mM] 2 2,5 mM

LYSF [10uM] 1 0,5 uM

LYSReal [10uM] 1 0,5 uM

Master SYBR Green 2 1x
matrycowe DNA" 2 -

* C. albicans [2,3 ng/pl], C. krusei [3,1 ng/ul], C. glabrata [2,6 ng/yl], C. parapsilosis [2,4 ng/ul],
C. tropicalis [1,9 ng/ul]

Tabela 42 Profil temperaturowo-czasowy reakcji real-time PCR do amplifikacji fragmentu genu
syntazy homocytrynianowe;j

Temperatura [°C] Czas [s] Cykle
95 600
95 10
62 20 45
72 10

Wyniki amplifikacji fragmentu genu lys21 w uktadzie real-time PCR przedstawilem na

rycinie nr 26.
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Rycina 26 Wynik amplifikacji fragmentu genu syntazy homocytrynianowej dla pieciu klinicznie
istotnych gatunkéw Candida z wykorzystaniem reakcji real-time PCR.

W przypadku amplifikacji DNA wszystkich badanych gatunkéw Candida wydajno$¢
reakcji ksztattowata sie na podobnym poziomie. Wartosci Ct dla przeprowadzonej reakc;ji
znajdowatly sie w zakresie od 23 do 34 cykli. Przesuniecia w wartosSciach Ct zwigzane s3 ze
stezeniem wyjSciowym matrycy DNA w mieszaninie reakcyjnej, jednak biorac pod uwage
fakt, ze wszystkie stezenia DNA byly tego samego rzedu wielko$ci, a zmiany wartosci Ct
byty znaczace (nawet o 10 cykli) mozna stwierdzi¢, iz kinetyka reakcji jest zalezna od
gatunku. Moze to by¢ zwigzane z r6znicami w sekwencji w obrebie amplikonu, jak rowniez
brakiem 100% komplementarnoSci starterdéw dla C. krusei (warto$¢ Ct byta najwyzsza dla
tego gatunku). Na etapie projektowania starterow sekwencja genu syntazy
homocytrynianowej dla C. krusei nie byta znana (brak zdeponowanej sekwencji w bazie
danych NCBI), stad nie byla mozliwa wczes$niejsza weryfikacja zaprojektowanych
starteréw. Przebieg krzywej amplifikacji dla C. glabrata wskazuje na nizszg wydajnos¢
amplifikacji w poréwnaniu z innymi gatunkami, o czym $wiadczy niZszy poziom
fluorescencji konicowej oraz mniejsze nachylenie krzywej amplifikacji. Wytlumaczeniem
obnizonej wydajnosci amplifikacji dla tej matrycy moze by¢ zbyt wysokie stezenie DNA
w reakcji w poréwnaniu do innych matryc, co spowodowato inhibicje amplifikacji. W celu
oceny specyficznosSci reakcji oraz polimorfizmu sekwencji w obrebie amplifikowanego

fragmentu przeprowadzitem analize profili topnienia produktéw (rycina nr 27 ).
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Rycina 27. Krzywe topnienia produktéw reakcji real-time PCR z wykorzystaniem genu syntazy
homocytrynianowej dla C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis.

Na podstawie krzywych topnienia produktéw reakcji mozna stwierdzié, ze dla
wszystkich gatunkéw otrzymano specyficzny produkt amplifikacji. Jedynie dla C. krusei
mozna zaobserwowa¢ dwa piki w przebiegu krzywej topnienia co moze $wiadczy¢
o powstawaniu dwdch produktéw w reakcji. W zwigzku z tym, ze produkt niespecyficzny
powstaje ze znacznie mniejsza wydajnoscig nie wptywa to na wynik diagnostyczny.
Temperatury topnienia amplikondw sa identyczne dla C. albicans i C. tropicalis co jest
zgodne z bliskim pokrewiefistwem genetycznym tych dwdéch gatunkéw. Dla pozostatych
gatunkow wystepowaty réznice w temperaturach topnienia produktéw (tabela nr 43)

Tabela 43 Tempeatury topnienia amplikonéw w reakcji pan-Candida real-time PCR

Gatunek Temperatura topnienia produktu reakcji PCR [°C]
C. albicans 80,2
C. tropicalis 80,2
C. glabrata 84,7
C. parapsilosis 81,8
C. krusei 83,5

Uzyskane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, iz wybrany fragment genu syntazy
homocytrynianowej jest dobrym celem molekularnym do diagnostyki zakazen
wywotanych przez Candida spp. i moze by¢ stosowany w preferowanej w laboratorium
klinicznym technice real-time PCR, (ze wzgledu na zamkniety system i tym samym
obnizone ryzyko kontaminacji). Zaprojektowany uktad umozliwia wykrywanie wszystkich
pieciu klinicznie istotnych gatunkéw Candida. Mozliwo$¢ przypisania do poziomu gatunku
jest jednak ograniczona do trzech gatunkdéw: C. glabrata, C. parapsilosis oraz C. krusei.
Pozostate dwa gatunki: C. tropicalis i C. albicans charakteryzuja sie takg samg temperaturg

topnienia amplikonu otrzymywanego w reakcji PCR (80,2 °C). Identyfikacja gatunkowa

79


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

mozliwa do uzyskania w opracowanym uktadzie niesie jednak za sobg istotng informacje
z punktu widzenia wdrozenia wtasciwego leczenia, gdyz C. glabrata oraz C. krusei

wykazujg opornos¢ na flukonazol.

5.1.4.Metoda t-RFLP do identyfikacji gatunkowej szesciu klinicznie znaczacych
gatunkow z rodzaju Candida (C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata,

C. dubliniensis, C. krusei)

Metoda t-RFLP polega na zastosowaniu wyznakowanego fluorescencyjnie na
konicu 5’ startera oligonukleotydowego do reakcji PCR. W wyniku amplifikacji uzyskuje sie
produkty o jednakowej dtugosci dla wszystkich wykrywanych gatunkéw. Nastepnie
amplikony poddaje sie trawieniu odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi. Produkty
trawienia rozdziela sie za pomoca elektroforezy (agarozowej, poliakrylamidowej lub
kapilarnej). Wizualizacje zeli agarozowych i poliakrylamidowych przeprowadza sie
w $wietle UV jednak bez stosowania jakichkolwiek barwnikéw poniewaz produkt PCR
wykazuje fluorescencje z powodu obecnosci fluoroforu obecnego w wyznakowanym
starterze do reakcji PCR. Uzyskiwany sygnat pochodzi od jednego z fragmentéw
restrykcyjnych, ktéry zawiera wyznakowany koniec pochodzacy od wbudowanego
startera oligonukleotydowego. Wykorzystanie elektroforezy kapilarnej pozwala na
wykrycie minimalnych réznic w dtugosci uzyskanych fragmentéw restrykcyjnych.
Zastosowanie metody t-RFLP upraszcza proces przypisywania uzyskiwanych wzoréw
restrykcyjnych do poszczegoélnych gatunkéw, poniewaz widoczny jest jedynie pojedynczy
specyficzny sygnat. Metoda ta znalazta zastosowanie w rdéznego rodzaju badaniach
epidemiologicznych (Horz 2012) (Watanarojanaporn 2013) (Bokulich 2012) (Li 2007),
w genotypowaniu drobnoustrojéw i badaniu zmiennosci $rodowisk, w ktérych wystepuja
takich jak kompostowniki (Tiquia 2010), gleby (Osborn 2000) czy osady czynne
(Eschenhagen 2003). Dotychczas metoda ta nie zostata wykorzystana do identyfikacji
gatunkowej klinicznie znaczacych drobnoustrojéw. Tego rodzaju potencjat metody t-RFLP
zostatl jednak wykazany w przypadku identyfikacji gatunkéw zwierzat i byt wykorzystany

do opracowania uktadu do okre$lania gatunku miesa (Wang 2010).

W zwigzku z wyraznie zauwazalnym polimorfizmem w obrebie fragmentu genu
syntazy homocytrynianowej, ktéry stat sie celem molekularnym do identyfikacji
drozdzakéw z rodzaju Candida za pomoca reakcji real-time PCR postanowitem
zaprojektowa¢ uktad do identyfikacji gatunkowej sze$ciu klinicznie znaczacych gatunkéw

Candida w oparciu o metode analizy polimorfizmu terminalnych fragmentow
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restrykcyjnych tzw. t-RFLP (terminal Restriction Fragments Length Polymorphism).

Schemat zaprojektowanej metody przedstawia rycina nr 28.

1

Izolacjagenomowego Przygotowaniereakcji PCR

DNA Y ﬂ

Bufor

dNTPs,

MgCl,
Polimeraza DNA
Starterl
Starter2*

Woda
Matrycowe DNA

Y

Przeprowadzenie

reakcji PCR N *-starter wyznakowany
fluorescencyjnie

3

Produkty reakcjiPCR

Gatunek| m| || |m LT Miejsce rozpoznania
Py dlaenzymu restrykcyjnego
Gatunekll L |u L et Znacznik fluorescencyjny
TE startera
Gatunek Il ||||\|II|I\E||\I|I

Trawienie produktow
PCRenzymem
restrykcyjnym

Produkty trawienia

G1-Gatunek!
Elektroforezazelowa G2—Gatunekll
produktéw trawienia G3-Gatuneklll
Gl G2 G3 Gl G2 G3
== Vi =
uv

Rycina 28 Schemat metody t-RFLP 1-etap przygotowania reakcji PCR, 2-etap amplifikacji
i trawienia, 3-etap rozdziatu i wizualizacji produktéw trawienia.
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5.1.4.1. Analiza bioinformatyczna sekwencji fragmentu genu syntazy

homocytrynianowej w celu zastosowania do metody t-RFLP

Sekwencje amplifikowanego fragmentu genu syntazy homocytrynianowej dla
szeSciu  referencyjnych  gatunkéw  Candida (C. albicans  ATCC 90029,
C. parapsilosis ATCC 22019, C. krusei ATCC 6258, C. tropicalis ATCC 750, C. glabrata ATCC
2001, C. dubliniensis CD36) zostaty przeanalizowane w celu doboru zestawu enzyméw
restrykcyjnych umozliwiajacych jednoznaczng identyfikacje gatunkowa na podstawie
analizy dlugosci terminalnych fragmentéw restrykcyjnych. Celem analizy byto takie
zaprojektowanie metody, aby przy najmniejszej liczbie enzyméw restrykcyjnych
zapewni¢ identyfikacje wszystkich szeSciu wymienionych wyzej gatunkéw. Analiza
sekwencji miata na celu znalezienie kombinacji enzyméw restrykcyjnych, dla ktorych
otrzymywany profil restrykcyjny fragmentéw terminalnych bytby unikalny dla kazdego
z wykrywanych gatunkéw. W wyniku analizy wybratlem zestaw trzech enzymoéw
restrykcyjnych: Bglll, Dral i Rsal. Na rycinach nr 29-34 przedstawitem sekwencje
amplifikowanych fragmentéw genu syntazy homocytrynianowej dla poszczegdlnych
gatunkow Candida wraz z zaznaczeniem miejsc rozpoznania dla wybranych specyficznych
endonukleaz. Z powodu braku opublikowanych sekwencji dla genu syntazy
homocytrynianiowej C. krusei, niezbedne byto zsekwencjonowanie produktu PCR dla tego
gatunku drozdzaka. W wyniku analizy bioinformatycznej otrzymanych wynikow
sekwencjonowania zdeponowatem dwie sekwencje genu syntazy homocytrynianowej

w bazie NCBI GenBank pod numerami: KT_362370 oraz KT_362371.
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C. albicans ATCC 90029

XM_708526 TCGAATGTTG
XM_708489 TCGAATGTTG
XM_707839 TCTAATGTGA

XM_708526 GAAATTGCTA
XM_708489 GAAATTGCTA
XM_707839 GAAATTGCTA

XM_708526 GCCATTTGTA
XM_708489 GCCATTTGTA
XM_707839 GCCATTTGTA

XM_708526 GATGGAGTTG
XM_708489 GATGGAGTTG
XM_707839 GATGGGGTTG

XM_708526 GAAGTCATT
XM_708489 GAAGTCATT
XM_707839 GAAGTCATT

XM_708526 ATTTACCGTA
XM_708489 ATTTACCGTA
XM_707839 ATTTATCGTA

100
|

280
I

48

AAGCCTTAG.
AAGCCTTAG.
AAGCTTTAG.

120
|

GCAATTTTCA ATTGATTGAA TCAACTTTGA
GCAATTTTCA ATTGATTGAA TCAACTTTGA GAGAAGGTGA ACAGTTTGC
ATAAATTTGA AGTCATTGAA TCAACTTTARA

200

300
|

380

480
|

640
1

580
I

660
I

»

T
1

»

GAGAAGGTGA ACAGTTTGC

GAGAAGGTGA ACAATTTGC

220
1

1
TGATTTTGGG GTTGATTATA TTGAATTGAC TTCACCAGTG
TGATTTTGGG GTTGATTATA TTGAATTGAC TTCACCAGTG
TGATTTTGGA GTTGATTATA TTGAATTGAC TTCACCAGTA

320
1

AATTAGGTTT AAAAGCCAAA ATATTGACTC ACATTAGATG TCATATGGAT
AATTAGGTTT AAAAGCCAAA ATATTGACTC ACATTAGATG TCATATGGAT
AATTAGGTTT AAAAGCTAAA ATATTGACTC ATATTAGATG TCATATGGAT

400
I

|
ATGTGGTTAT TGGAACTTCC CAATTTTTAA GACAATACTC TCATGGTAAA
ATGTGGTTAT TGGAACTTCC CAATTTTTAA GACAATACTC TCATGGTAAG
ATGTGGTTAT TGGAACTTCA CAATTTTTAA GACAATATTC TCATGGTAAA
Pl

240

420
]

il 1

AATTITGTCAA ATCAAAAGGT ATTGAAATCC GTTTCAGTTC TGAAGATTCT TTTAGATCAG
AATTITGTCAA ATCTAAAGGT ATTGAAATCC GTTTCAGTTC TGAAGATTCT TTTAGATCAG
AATTITGTTAA ATCTAAAGGT ATTGAAATTC GTTTTAGTTC TGAAGATTCT TTTAGATCAG

580
1

CTGTTGATAA AATTGGGGTT AACAGAGTTG GTATTGCTGA TACTGTTGGT
CTGTTGATAA AATTGGGGTT AACAGAGTTG GTATTGCTGA TACTGTTGGT
CTGTTGATAA AATCGGAGTG AATAGAGTTG GTATTGCCGA TACTGTTGGT

680
1

600
1

AATGCATTTT
AATGCATTTT
AATGCCTTTT

GCATCTGAAC
GCATCTGAAC
GCATCTGAAC

GATGCCAGAG
GATGCCAGAG
GATGCCCGTG

GATATGAATT
GATATGAATT
GATATGAATT

TGTGCTAATC
TGTGCTAATC
TGTGCTAATC

180
|

340
|

520
|

700
|

TCAGCACCGA
TCAGCACCGA
TCACCACTGA

1
AATCAAGAAA
AATCAAGAAA
AATCAAGAAG

TTGCTGTTGA
TTGCTGTTGA
TTGCCGTTGA

|
ATATTGCACA
ATATTGCACA
ATATTGCTCA

ATTTGGTTGA
ATTTGGTTGA
ATATTGTTGA

CAAGACAAGT
CAAGACAAGT
CAAGACAAGT

B0

40

20
I

180
|

AACCAAAATT 180
AACCAAAATT 180
AAAAAAAATT 138

AGATTGTGAA 270
AGATTGTGAA 270
AGATTGTGAA 228

380
I

AACTGGGGTT 360
AACTGGGGTC 360
AACTGGGGTT 318

AAGTGCTATT 450
AAGTGCTATT 450
AAGTGCTATT 408

540
I

TTTATTAAAC 540
TTTATTAAAC 540
TTTATTAAAC 493

TTATGAATTG 630
TTATGAATTG 630
TTATGAATTG 588

720
I

XM_708526
XM_708489
XM_707839

GTGAGAACAT
GTGAGAACAT
GTCAAAACTT

TGAA
TGAA
TGAA

ATCAGT
ATCAGT
ATCAGT

AGTCAAGTGT
AGTCAAGTGT
GGTTTCTTGT

GACATTGAAT
GACATTGAAT
GATATTGAAT

GTCATTTCCA TAATGATACT
GTCATTTCCA TAATGATACT
GTCATTTCCA TAACGATACT

GGCTGTGCCA TTGCCAATGC
GGCTGTGCCA TTGCCAATGC
GGTTGTGCCA TTGCTAATGC

ATACACAGCT
ATACACAGCT
TTATACTGCC

720
720
678

Rycina 29 Analiza sekwencji fragmentéw genu syntazy homocytrynianowej dostepnych w bazie
NCBI dla C. albicans ATCC 90029. Czerwona ramka zaznaczono miejsca hybrydyzacji starteréw,
zielong miejsce rozpoznania dla enzymu Rsal, natomiast na pomaranczowo miejsce rozpoznania
dla enzymu Dral.

C. tropicalis ATCC 750

XM_002547242
XM_002550342

XM_002547242
XM_002550342

XM_002547242
XM_002550342

XM_002547242
XM_002550342

XM_002547242
XM_002550342

XM_002547242
XM_002550342

XM_002547242
XM_002550342

100
I

TCCAACGTTA
TCAAATGTTG

GAAATTGCTA
GAAATTGCTA
280

|
GCCATTTGTA
GCCATTTGTA

GATGGTGTTG
GATGGTGTTG
480
I
GAAGTTATTG
GAAGTTATTG

120
I

ACAAATTCGA AGTTATCGAA
GAAGTTTCCA ATTGATTGAA

200
I

AAGCTTTGGA TGATTTCGGT
AAGCTTTGGA TGACTTTGGT
300

I
AATTGGAGCCAAA
AATTGGE AAGCCAAA

380

I
ATGTTGTCAT TGGTACTTCT
ATGTTGTCAT TG ACITTCT
480
I
AATTTGTCAA ATCCAAAGGT
AATTTGTTAA ATCCAAAGGT
560

I
ATTTACTGTTGACAA AATTGGTGTC
ATTTACC CGGTTGATAA AATCGGTGTG

840

GTTAAAACQGTT TAAAMATCTGT TGTTTCTTGT

GTGAGAACTT

860
I

TGAAATCTGT GGTCAAATGT

440

[
>

]
TCAACTTTAA GAGAAGGTGA
TCAACTTTAA GAGAAGGTGA

GCAATTTGCEC
ACAATTTGCC

=0
I

GTTGATTACA TTGAATTGAC
GTTGATTACA TTGAATTGAC

320
|

ATTTTAACTC ACATTAGATG
ATTTTAACTC ACATTAGATG

400
I

CAATTCTTGA GACAATATTC
CAATTCTTGA GACAATATTC

500
I

ATTGAAATTA GATTCTCATC
ATTGAAATTA GATTCTCATC

40
|

TTCCCCTGTT
TTCCCCTGTT

TCATATGGAT
TCATATGGAT

420
]

TCATGGTAAA
TCATGGTAAA

TGAAGATTCT
TGAAGATTCT

[
AACAGAGTTG GTATTGCTGA
AATAGAGTTG GTATTGCTGA

1
TACCGTTGG|l
TACCGTTGG|r

TET
I

GATATTGAAT GTCATTTCCA
GATATTGAAT GTCATTTCCA

TAACGATACT
TAATGATACT

160
|

AATGCTTTCT
AATGCTTTCT

GCTTCTGAAC
GCTTCTGAAC
340

|
GATGCTAGAG
GATGCTAGAG

GATATGAACT
GATATGAACT

520
|

r{acaTede

TTTAGATCTG

TGTGCTAACC
TGTGCCAACC
700
1
GGTTGTGCCA
GGATGTGCTA

TCACCACTGA
TCACCACTGA

260
I

AATCAAGAAG
AATCAAGAAG

TTGCCGTTGA
TTGCAGTTGA

440
I

ATATTGCTCA
ATATTGCTCA

ATATTGTTGA
ATTTGGTTGA

620
I

CAAGACAAGT
CAAGACAAGT

TTGCCAATGC
TTGCCAATGC

180
I

AAAGAAAATC
AAAGAAAATC

AGATTGTGAA
AGATTGTGAA
360

|
AACCGGTGTC
AACCGGTGTT

AAGTGCCATT
AAGTGCCATT

540
I

TTTGTTGAAC
TTTGTTAAAT

TTACGAATTG
TTATGAATTG
720

I
TTACACTGCT
TTATACCGCC

Rycina 30 Analiza sekwencji fragmentéw genu syntazy homocytrynianowej dostepnych w bazie
NCBI dla C. tropicalis ATCC 750. Czerwong ramka zaznaczono miejsca hybrydyzacji starteréw,
zielong miejsce rozpoznania dla enzymu Rsal, na pomaranczowo miejsce rozpoznania dla enzymu
Dral, natomiast na niebiesko dla enzymu BglIl.
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180

228
270

318
360

408
450

498
540

588
630
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C. glabrata ATCC 2001

100 120
| I

XM_447985 GTTAACAGCT TTCAATTAAT TGACTCGACG CTGAGAGAAG GTGAGCAATT
XM_448111 GTCAAGGAAT TTCAACTGAT TGACTCTACC TTGAGAGAAG GTGAGCAATT

200
|

XM_447985 GCAAAGGCTC TGGATGACTT TGGTGTCGAC TATATTGAGC
XM_448111 GCCAAGGCCT TGGATGACTT CGGTGTCGAC TACATTGAAT
280 300

| |

XM_447985 TGTAATCTAG GGTTGAAGGC AAAAATTCTG ACCCACATTC
XM_448111 TGCAACCTGG GATTAAAGGC AAAGATTCTT ACCCACATTC
380

XM_447985 GTTGATGTTG ATCCAAGTTT
XM_448111 GTTGATGTTG TTCCAAGTTC

480 480
| |

XM_447985 ATCGAATTTG TTAAATCCAA AGGCATTGAG ATCAGATTTT
XM_448111 ATCGAGTTCG TTAAGTCAAA GGGTATTGAG ATCAGATTTT

»
148

TGCTAATGCG TTTTTTGATA
TGCCAATGCT TTCTTCGACA

TGACATCCCC
TGACCTCTCC

GTTGCCACAT
GTTGTCACAT

CTTCTGAAGA
CCTCCGAAGA

320
1

500
1

GGACGATGCC
GGACGATGCC

CTCATGG TAAGGACATG
TCCCACGG TAAGGACATG

TAGTTTCAGA
TAGTTTCAGA

40

160
I

CCGAAAAGAA
CTGAGAAGAA

260

AGTTGCTTC|T GAACAGTCTT
AGTGGCCTC|T GAGCAGTCTT

ACAAAGATTG TAAGGCAATC
TCAGAGATTG TAAGGCTATT

420
]

560 )

50

600

XM_447985 AAGACTGTCG ACAAGATCGG TGTCAAQAGA GTCGGTATTG
XM_448111 AAGACTGTCG ACAAGATCGG TGTCAAQAGA GTTGGTATTG

==

CCGACACTGT
CTGATACTGT

TGGITTGCGCC AACCCTAGAC
TGGCTGTGCT AACCCAAGAC

AAAGTGGCCG
AAGGTGGCCG

AACTATATTG
AATTATATTG

AGTGACCTGG
AGTGACCTGG

AT
|

520
|

TTGAGACTGG
TTGAGACTGG

CCAAGAGTGC
CCAAGAGTGC

TCGATCTGCT
TTGATCTACT

AAGTTTACGA
AAGTTTACGA

440
|

a0
|

|
GATAGAGATT
GATTGAAATT

TGTTGATGGT
TGTCGATGGT

CATTGAGGTT
CATTGAGGTC

|
GAATATTTAC
GAATATTTAT

ATTGGTAAGG
GTTGGTCAGA

180

360
|

540

Rycina 31 Analiza sekwencji fragmentéw genu syntazy homocytrynianowej dostepnych w bazie
NCBI dla C. glabrata ATCC 2001. Czerwong ramka zaznaczono miejsca hybrydyzacji starterow,
zielong miejsce rozpoznania dla enzymu Rsal.

C. dubliniensis CD36

100 120
| I

XM_002418342 TCCAATGTCA ATAAATTTGA AGTCATTGAA
XM_002417072 TCCAATGTTG GTAATTTCCA ATTGATTGAA

200
|

XM_002418342 GAAATTGCTA AAGCTTTAGA TGATTTTGGA
XM_002417072 GAAATTGCCA AAGCCTTAGA TGATTTTGGT
280 300

| I
XM_002418342 GCCATTTGTA AATTAGGTTT AAAAGCTAAA
XM_002417072 GCCATTTGTA AATTAGG AAAMAGCTAAA
360
|
XM_002418342 GATGGAGTTG ATGTAGTTAT TGGAACTTCT
XM_002417072 GATGGGGTTG ATGTGGTTAT TGGAACTTCC
460 480
| |
XM_002418342 GAAGTTATTG AATTTGTTAA ATCTAAAGGT
XM_002417072 GAAGTTATTG AATTTGTTAA ATCTAAAGGT
560

|
XM_002418342 ATTTATTGTTGATAA AATTGGAGTG
XM_002417072 ATCTAT A_CTGTTGATAA AATTGGAGTT

[

140

»

TCAACTTTAA
TCAACTTTAA

T
GAGAAGGTGA
GAGAAGGTGA

ACAATTTGQT
ACAATTTG(C

ZT
I

GTTGATTATA
GTTGATTATA

ATATTAACTC
ATATTGACTC

400
I

CAATTTTTAA
CAATTTTTAA

ATTGAAATTC

TTGAATTGAC
TTGAATTGAC

320
]

ATATTAGATG
ACATTAGATG

GACAATATTC
GACAATATTC

500
1

GTTTTAGTTC
GTTTCAGTTC

40
|

TTCACCAGTA
TTCTCCAGTG

TCATATGGAT
TCATATGGAT

420
I

TCATGGTAAA
TCATGGTAAA

TGAAGATTCA
AGAAGATTCC

ATTGQ‘ATTC
580

I
AATIAGAGTTG
AACAGAGTTG

GTATTGCTGA
GTATTGCCGA

I
TACTGTTGQT
TACTGTTGQT

160
|

AATGCCTTTT
AATGCCTTTT

GCATCAGAAC
GCATCAGAAC

340
I

GATGCTAGAG
GATGCTAGAG

GATATGAATT
GATATGAATT

520
|

r{AGATEAS

TTTAGATCTG

TGTGCTAATC
TGCGCTAATC

TCACTACTGA
TCTCTACTGA

60
|

AATCAAGAAA
AATCCAGAAA

TTGCTGTTGA
TTGCCGTTGA

440
|

ATATTGCTCA
ATATTGCTCA

ATATTGTTGA
ATTTGGTTGA

a0
|

CAAGACAAGT
CAAGACAAGT

180
|

AAAAAAAATT
AACCAAAATT

AGATTGTGAA
AGATTGTGAA

360
I

AACTGGAGTT
AACTGGGGTT

AAGTGCTATT
AAGTGCTATT
540

|
TTTATTAAAT
TTTATTAAAC

TTATGAATTG
TTATGAATTG

Rycina 32 Analiza sekwencji fragmentdw genu syntazy homocytrynianowej dostepnych w bazie
NCBI C. dubliniensis CD36. Czerwong ramka zaznaczono miejsca hybrydyzacji starteréw, zielong
miejsce rozpoznania dla enzymu Rsal, na pomaranczowo miejsce rozpoznania dla enzymu Drdl,

natomiast na niebiesko dla enzymu BglIl.
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C. parapsilosis ATCC 22019

A

100

20 40 80

| | I T |
he605206-3 CCATATGGTCCCAACCCATCAGATTTTCTTT GCAACGTGAACAAATTGGAATTGATTGAAAGTAGGTTiAGAGAAGGTGAAGAATTTGCCAATG#ATTTTTTTCCACTGAA
120 140 160 il 220

| 1 I | 1 I
he605206-3 AAGAAGATTGAAATAGCTAAAGCTTTGGATGATTTTGGGGTTGATTATATCGAGTTGACATCGCCAGTGGCTTCTGAACAAAGTAGAAGGGATTGTGAAGCCATTTGTAAA
240 260 280 300 320

| ! I |
he605206-3 TTGGGATTAAAAGCCAACT CATATTAGATGTCATATGGATGATGCTAGAGTTGCCGTTGAGACTGGTGTTGATGGAGTTGATGTTGTTATTGGAACATCACAA
o o 0 v - v
1
he605206-3 TTTTTAAGAAAATATAGTCATGGTAAAGATATGAATTATATCGCTCAAAGTGC TATTGAAGTTATTGAATTTQ’ CAAATCAAAGGGAATAGAGATTCGTTTCTCCAGTGAG
460 480 500 520

I I 1
GTTGATAAAATCGGAGTCAATI&GAGTAGGTATTGCTGATACTGTTGG|TTGT GCCAACCCAAGA
620 10 860

I 1
he605206-3 GATAGTTTTAGATCAGATATTGTTGATTTGTTAAACATTTACC
560 580

1 I 1 1 I 1
heB05206-3 CAAGTTTATGAATTAGTCAAGACATTGAAATCGGTGGTTTCATGTGACATTGAATGTCATTTCCATAATGATACTGGATGTGCTATTGCAAACGCATACACTGCATTGGAG

B

I |
HE605203 GCTTAACAACAACAACAGTACATTATGTCTGCTAACGGATTCAAAGAGGTTAGTGAAAACTTAAGTCACAAAATCCAACAAAACCCATATGGACCCAACCCAGCTGATTTCT
117‘6560 1176 600" Pris az0 117?64{) 1176 680
| T |
HE605203 TGTCAAATGTTGGAAATTTTCAACTTATTGAAAGTACATTIAAGAGAAGGTGAACAATTTGC*AACGCATTCTTTTCTACTGAGACCAAGATTGAAATAGCTAAAGCTTTGGA
1176 680 1176 700 TITE 720 1176740 1176 760 1176780
I | 1 I | 1
HEG605203 TGATTTTGGGGTTGATTATATTGAGTTGACATCGCCAGTGGCTTCTGAACAAAGTAGAAGGGATTGTGAAGCCATTTGTAAATTGGGATTGAAGGCTAAAATCTTGACTCAT
1171‘5900 117?e20 117?340 1171‘5360 117(]53&0
HE605203 ATTAGGTGTCATATGGATGATGCCAGAGTTGCCGTTGAGACTGGAGTTGATGGAGTTGATGTTGTTATTGGAACTTCACAATTCTTGAGACAGTATAGTCACGGTAAAGATA
117(‘:900 1176920 117«;59% 117?960 1176880 117|7cxx:
I I

HE605203 TGAATTATATCGCTCAAAGTGCTATTGAAGTTATTGAATTTGTTAAATCAAAGGGAATAGAGATTCGTTTCTCCAGTGAAGATAGTTTTAGGTCAGATTTGGTTGACTTGTT
1177 020 1177 040 <} 1177 080 1177100 1177120
I T 1 I |
HE605203 GAACATCTATC GTTGATAAAATTGGTGTCAATIAGAGTTGGTATTGCGGATACTGTTGGi’TGTGCCAACCCAAGACAAGTTTATGAATTAGTACGTACTTTGAAATCA

117‘714{: 11771&) 117]71&0 117|72(x: 1177 220
HE605203 GTGGTGAATTGTGACATTGAATGCCATTTCCATAATGATACTGGATGTGCTATTGCAAATGCGTACACTGCTTTGGAAGGTGGTGCCAAATTGATTGATGTTTCAGTATTGG

1176480 1176480 1176 500 1176520 1176540 1176560
1 I | 1

Rycina 33 Analiza sekwencji fragmentéw genu syntazy homocytrynianowej dostepnych w bazie
NCBI C. parapsilosis ATCC 22019. Czerwong ramka zaznaczono miejsca hybrydyzacji starteréw,
zielong miejsce rozpoznania dla enzymu Rsal, na niebiesko dla enzymu BglII.
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C. krusei

A

Synforkmus2 = == ee-eooe oo eweomene oomenn--

syn rev krus-1 GTTTAGTlAGA GAAGGTGAAC AATTTGC}QAA TGCATTCTTT

100
|

120
|

synforkrus2 TGATTATATY GAGTTGACAT CGCCAGTGGC TTCTGAACAA
syn rev krus-1 TGATTACATT GAGTTGACGT CCCCTGTTGC ATCTGAACAG

o

220
I

synforkrus2 CTTGACTCAT ATTAGRTGTC ATATGGATGA TGCYAGAGTT
synrev krus-1 TCTAACCCAT ATAAGGTGCC ATATGGATGA TGCAAKGGTT

280
|

300
|

synforkrus2 ATTYTTGAGA CAKWATAGTC AYGGTAAAGA TATGAATTAT
synrev krus-1 ATTTTTGAGA CAATATTCCC ATGGTAAGGA CATGACTTAT

380
|

400
I

synforkrus2 AGAGATTCGT TTCTCCAGTG ARGATAGTTT TAGRTCAGAT
synrev krus-1 TGAAATCAGA TTTTCTTCTG AGGATTCTTT CAGATCAGAT
<&

Bl I

480

|
syn for krus 2 ATFGAGTTGG TATTGCTGAT ACTGTTGC*AT AGG 443

synrevkusl =S ssrees srrrrrrree srreeeee

synforkruis2 AGTG.- - - [ ] -
synrevkus2-1 CCTATSAGAG AAGGGTAACA ATTTGCCAAY
120

|
synforkrus2 AGTTGACATC GCCAGTGGCT TCTGAACAAA
synrevkus2-1 AGTTGACATC GCCAGTGGCT TCTGAACAAA

220
|

synforkrus 2 TATGGATGAT GCYAGAGTTG CCGTTGAGAC
synrev kmus 2-1 TATGGATGAT GCCAGAGTTG CCGTTGAGAC

3w
|

synforkrus2 ATGAATTATA TCGCTCAAAG TGCTATTGAA
synrev ks 2-1 ATGAATTATA TCGCTCAAAG TGCTATTGAA
42

|
synforkrus2 TGGTTGAYTT GTTRAACATT CTAYCGTACR

synrevkus2-1 TKGTTGAYTT GTRAA--- - -

fe e 449

40

»»»»»»»»»» ---CTCATGA
GCATTYTTTT CYACTGARAM

140
1

GTAGAAGGGA TTGTGAAGCC
GTAGAAGGGA TTGTGAAGCC

240
I

TGGAGTTGAT GGAGTTGATG
TGGAGTTGAT GGAGTTGATG

340
1

GTTATTGAAT TTGTYAAATC
GTTATTGAAT TTGTYAAATC

440
1

GTTGATAAAA TYGGWGTCAA

60
I

80
|

ACTGCTCATG AGACAGATAG AATAGCTAAA GCTTTGGATG ATTTTGGGGT 50
ACCACTGAAA AGAAAATTGA AATTRCAAAG GCCTTAGACG ATTTTGGTGT 90

140
1

AGTAGAAGGG ATTGTGAAGC CATTTGTAAA TTGG

160
I

180
|

SATTRA AGGCYAAAAT 140

TCAAGAGCTG ACTGTGAAGC TATCTGCAAA CTTGGTTTAA AGGCTAAAAT 180

GCCGTTGAGA CTGGAGTTGA TGGAGTTGAT GTTGTTATTG
GCTGTAGAAA CCGGTGTTGA CGGTGTCGAT GTTGTCATTG

320
1

240
1

340
|

il

GAACITTCACA 230

GTACICTCCCA 270

360
|

ATCGCTCAAA GTGCTATTGA AGTTATTGAA TTTGTYAAAT CAAAGGGAAT 320
ATTACCAAGA GTGCAATTGA AGTTATTGAA TTTGTTAAAT CCAAGGGCAT 360

420
[

440
|

TTGGTTGAYT TGTTRAACAT TCTAYCGTAC| RGTTGATAAA ATYGGWGTCA 410
ATTGTTGA-T TGCTAAACAT CTACAAGACT AGTCGATAAG ATACGTAMYC 449

P

1
ATTTGTAAAT TGGGATTRAA:GGCYAAAATC
ATTTGTAAAT TGGGATTRAA RGCYAARATC

60 80
| |

GACAGATAGA ATAGCTAAAG CTTTGGATGA
GAAGATTGAA ATAGCTAAAG CTTTGGATGA

160 F_———— 180
1 I

260 280
I |

TTGTTATTGG AACTTCACAA TTYTTGAGAC
TTGTTATTGG AACWTCACAA TTYTTRAGAC

360 380
1 I

AAAGGGAATA GAGATTCGTT TCTCCAGTGA
AAAGGGAATA GAGATTCGTT TCTCCAGTGA

= 480

<

1 I
1AGAGTTGGT ATTGCTGATA CT GTTGGIATA

ATCWCTCGTA TCRGTGWAAA TCTAGTMT

TTTTGGGGTT
TTTTGGGGTT

TTGACTCATA
TTRACTCATA

AKWATAGTCA
ARTATAGTCA

RGATAGTTTT
RGATAGTTTT

GG 443
- 444

100
I

GATTATATYG 61
GATTATATTG 100

200
I

TTAGRTGTCA 161
TTAGRTGTCA 200

300
I

YGGTAAAGAT 261
YGGTAAAGAT 300
400
I
AGRTCAGATT 361
AGRTCAGATW 400

Rycina 34 Analiza sekwencji fragmentdw genu syntazy homocytrynianowej dostepnych w bazie
NCBI dla C. krusei. Czerwong ramka zaznaczono miejsca hybrydyzacji starteréow, zielong miejsce
rozpoznania dla enzymu Rsal, na pomaranczowo miejsce rozpoznania dla enzymu Dral.

Na podstawie analizy sekwencji sporzadzitem teoretyczne profile restrykcyjne dla

wszystkich gatunkéw z wykorzystaniem trzech enzymoéw restrykcyjnych: Bglll, Rsal oraz

Dral. Wynik przedstawitem w tabeli nr 44.

Tabela 44 Teoretyczne wielkosSci produktéow po trawieniu amplikonéw w metodzie t-RFLP, liczby
wyrazajg dtugos¢ fragmentéw restrykcyjnych [pz].

“fragmenty zawierajace starter wyznakowany fluorescencyjnie.

Gatunek Enzym restrykcyjny
Bglll [pz.] Rsal [pz.] Dral [pz.]
C.albicans 470* 420*/50 161*/309
C. dubliniensis 470* 420*/50 161*/309
385%/85
C. tropicalis 470* 255*%/164/51 161/309
385%/85
C. glabrata 470* 255%/193/22 470*
C. parapsilosis 470* 420*/50 470*
171*/299
C. krusei 470* 255*%/164/51 161*/309
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Pomimo tego, Ze wykorzystatem te same startery do reakcji PCR jak w przypadku
identyfikacji pan-Candida konieczne byto zoptymalizowanie sktadu mieszaniny reakcyjnej
oraz profilu temperaturowo-czasowego amplifikacji, poniewaz modyfikacja startera na
koncu 5' poprzez dodanie fluoresceiny jako barwnika fluorescencyjnego zmienita
charakterystyke uktadu. Zoptymalizowane warunki reakcji przedstawitem w tabelach 45
i 46. Produkty amplifikacji poddalem trawieniu wybranymi endonukleazami
restrykcyjnymi. Do weryfikacji poprawno$ci zaprojektowanej metody wykorzystatem
szczepy referencyjne: ATCC90029 (C. albicans), ATCC2019 (C. parapsilosis), ATCC6258
(C. krusei), ATCC750 (C. tropicalis), ATCC2001 (C. glabrata),MYA-646 (C. dubliniensis).
Rycina nr 35 przedstawia wynik elektroforezy poliakrylamidowej produktéw trawienia.

Tabela 45 Skiad mieszaniny reakcyjnej dla uktadu diagnostycznego opartego o metode t-RFLP.

Odczynnik Objetos¢ [ul] SteZenie w
reakcji PCR

bufor Shark 10x 2,5 1x
dNTPs [8BmM] 2,5 0,8 mM
MgCl; [25mM] 2,5 2,5 mM
starter LysFluo[10uM] 1 0,4 uM
starter SynReal [10uM] 1 0,4 uM
polimeraza Pwo [2U/pl] 1 0,08 U/ul
woda 14 -
DNA genomowe* 1 -

* C. albicans [23 ng/yl], C. krusei [31 ng/pl], C. glabrata [26 ng/ul], C. parapsilosis [24 ng/ul],
C. tropicalis [19 ng/ul], C. dubliniensis [25 ng/ul]

Tabela 46 Profil temperaturowo-czasowy reakcji dla uktadu diagnostycznego opartego o metode
t-RFLP.

A\ MOST

Temperatura [°C] Czas [s] Cykle

94 120

94 30

55 30 40

72 30

72 180

C. tropicalis C. glabrata C. albicans C. dubliniensis C. krusei C. parapsilosis
bp ND Rsal Bglll Dral Rsal Bglll Dral Rsal Bglll Dral Rsal Bglll Dral Rsal Bglll Dral Rsal Bglll Dral
470
420

385

255

171

161

Rycina 35 Wpynik rozdziatu elektroforetycznego w 12% zelu poliakrylamidowym produktéw
trawienia fragmentéw genu syntazy homocytrynianowej dla referencyjnych szczepéw Candida, ND-
nietrawiony produkt amplifikacji.
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Uzyskatem wyniki zgodne ze spodziewanymi na podstawie analizy sekwencji.
Przeprowadzitem réwniez identyfikacje szczepow klinicznych uzyskujac wyniki zgodne

z zatozonymi. Przyktadowy wynik identyfikacji przedstawia rycina nr 36.

RCg Cgl Cg2 Cg3 Cga Cg5
ND Rsal Bgll Dral Rsal Bgll Dral Rsal Bglll Dral Rsal Bglll Dral Rsal Bglll Dral  Rsal Bglll Dral

bp
470

Rycina 36 Wynik rozdzialu elektroforetycznego w 12% zelu poliakryloamidowym produktow
trawienia fragmentéw genu syntazy homocytrynianowej, dla szczepu referencyjnego C. glabrata
ATCC 2001 i klinicznych szczepéw C. glabrata (Cg1-Cg5) ND-nietrawiony produkt amplifikacji.

Otrzymane wyniki wskazujg na to, Zze gen syntazy homocytrynianowej jest dobrym
celem molekularnym zaréwno do rodzajowej jak i specyficznej gatunkowo identyfikacji
drozdzakéw Candida. Polimorfizm w obrebie amplifikowanych fragmentéw genu
umozliwia identyfikacje trzech gatunkéw C. glabrata, C. krusei i C. parapsilosis na
podstawie temperatury topnienia produktéw reakcji real-time PCR. Zastosowanie metody
t-RFLP z wyKkorzystaniem trzech enzyméw restrykcyjnych pozwolito na zwiekszenie
potencjatu réznicowania gatunkowego do sze$ciu Kklinicznie istotnych gatunkéw
(C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei i C. dubliniensis). Wykazatem
réwniez, ze polimorfizm w obrebie genu syntazy homocytrynianowej oprocz tego, zZe jest
gatunkowo specyficzny to wykazuje statos¢ sekwencji w obrebie jednego gatunku, co
umozliwia identyfikacje niespokrewnionych szczepéw klinicznych. Podnosi to tym samym

potencjat aplikacyjny opracowanych uktadéw diagnostycznych.

5.1.5. Specyficznos¢ i czulo$¢ ukladéw diagnostycznych opartych o gen syntazy

homocytrynianowej

Zoptymalizowane uktady diagnostyczne wykorzystujace jako cel molekularny gen
syntazy homocytrynianowej sprawdzitem pod katem specyficznosci. Uktad diagnostyczny
t-RFLP nie zostal przetestowany, gdyz wykorzystuje te same sekwencje starteréw, jak

uktad oparty o reakcje real-time PCR. Wyniki przedstawia tabela nr 47.
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Tabela 47 Specyficznos¢ reakcji PCR oraz real-time PCR do identyfikacji pan-Candida.

Wynik reakcji pan-Candida

Gatunek
[PCR/real-time PCR]
C. albicans +/+
C. glabrata +/+
C. krusei +/+
C. kefyr +/+
C. guilliermondi +/+
C. parapsilosis +/+
C. dubliniensis +/+
C. tropicalis +/+
Saccharomyces cerevisiae
Pichia pastoris
Serratia marcenscens
Enterococcus faecium
Eterococcus faecalis

Klebsiella oxytoca
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa
Acinetobacter baumanni

_/_
_/_
_/_
_/_
_/_
_/_
_/_
_/_
_/_
_/_

Homo sapiens

Czuto$¢ okreslitem poprzez przeprowadzenie reakcji PCR ze zmniejszajaca sie
ilosciag matrycowego DNA w mieszaninie reakcyjnej. Najmniejsza ilos¢ DNA, przy ktorej
obserwowatem pozytywny wynik reakcji uznatem za prog czutosci reakcji. W zwigzku
z tym, ze czuto$¢ reakcji roznita sie w zaleznosci od badanego gatunku Candida wybratem
warto$¢ najwyzszg sposrod uzyskanych.

Tabela 48 Czuto$¢ reakcji diagnostycznych do wykrywania pan-Candida.

Uklad Czulo$¢ [ng DNA]
pan-Candida PCR 2
pan-Candida real-time PCR 0,005
t-RFLP 3

5.1.6. Podsumowanie i dyskusja wynikéw dotyczacych ukladow diagnostycznych

opartych o gen syntazy homocytrynianowej

Syntaza homocytrynianowa jest rozwazana jako cel molekularny do terapii
przeciw grzybiczej [Kur 2010]. Do gtéwnych zalet tego celu molekularnego nalezy na
pewno zaliczy¢ fakt, iZ enzym ten wystepuje przede wszystkim u grzybéw, przez co

terapia moze by¢ wysoce specyficzna bez niekorzystnych oddziatywan na organizm
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cztowieka. Z punktu widzenia diagnostyki molekularnej fakt ograniczonego wystepowania
tego enzymu rowniez jest pozadany. Brak genu kodujacego syntaze homocytrynianowa
u bakterii i cztowieka sprawia, Ze nie ma ryzyka powstawania produktéw amplifikacji
spowodowanych obecnoscig homologicznych gené6w w genomie ludzkim czy bakteryjnym.
Ma to szczegOlnie znaczenie w przypadku prébek klinicznych, w ktérych czesto obecne
bedzie DNA ludzkie i bakteryjne.

W wyniku analizy bioinformatycznej sekwencji genéw kodujacych syntaze
homocytrynianowg wsrod drozdzakéw z rodzaju Candida wytypowatem fragmenty genu,
ktére wystepowaty u wszystkich gatunkéw, dla ktérych sekwencje zostaty zdeponowane
w bazie NCBI. Wystepowanie izoschizomerdw tego enzymu tj. obecno$¢ dwoch sekwencji
kodujgcych syntaze homocytrynianowa wsréd badanych drozdzakéw stwarza dodatkowe

mozliwosci w diagnostyce molekularne;j.

Pierwszy zaproponowany w pracy uktad diagnostyczny przeznaczony jest do
wykrywania DNA drozdzakéw Candida na poziomie rodzaju. Taki test moze by¢ wykonany
jako wstepny etap procedury diagnostycznej majacy na celu zakwalifikowanie prébki do
dalszych badan ukierunkowanych do identyfikacji gatunkowej. W poréwnaniu do metod
hodowlanych, wynik otrzymuje sie maksymalnie po 3 godzinach od pobrania probki,
podczas gdy hodowle w kierunku drozdzakéw trwaja od 24 do 96 h. Po teoretycznej
analizie sekwencji starteréw i ich oddziatywan wzgledem siebie i pomiedzy nimi,
kolejnym krokiem byto ich eksperymentalne sprawdzenie w reakcji PCR. Po prébach
optymalizacji reakcji z wykorzystaniem pierwszej pary starteréow (LysF i LysR1)
stwierdzitem, Ze nalezy zmieni¢ starter reverse, gdyz nie udato sie wyeliminowac
niespecyficznego produktu reakcji. Nowy starter réznit sie jednak znaczaco zawartoscia
par GC wzgledem LysF (40% i 25%). W trakcie optymalizacji temperatury przytaczania
starteréw zauwazytem, iz wyniki uzyskiwane dla poszczegélnych gatunkoéw roznity sie
miedzy sobg na tyle znaczgco, iz niemozliwe bylo wyznaczenie wspdlnej wartosci
temperatury przytgczania starteré6w umozliwiajacej uzyskiwanie specyficznego produktu
dla wszystkich badanych gatunkéw Candida. Jako rozwigzaniee tego problemu
zastosowalem reakcje typu touchdown PCR. Technika ta polega na zastosowaniu
stosunkowo wysokiej temperatury hybrydyzacji starteréw w poczatkowych etapach
amplifikacji, a nastepnie stopniowym jej obnizaniu w kolejnych cyklach reakgji.
Korzystajac z tej metody uzyskatem specyficzng amplifikacje dla wszystkich badanych
gatunkoéw Candida. Teoretycznie okreSlona specyficzno$¢ sekwencji starteréw znalazta
eksperymentalne potwierdzenie skutkujace brakiem amplifikacji w przypadku obecnosci

w mieszaninie reakcyjnej DNA pochodzacego z innych drobnoustrojéw jak réwniez dla
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ludzkiego DNA. Empiryczna weryfikacja zaprojektowanych starteréw spowodowata

wyb6r tej pary starteréw, ktéra osiagnetla gorsze rezultaty analizy teoretycznej.

Pozytywne wyniki badan z wykorzystaniem genu syntazy homoctytrynianowej
jako celu molekularnego do wykrywania drozdzakéw z rodzaju Candida pozwolity na
zaprojektowanie kolejnego ukladu diagnostycznego w oparciu o reakcje real-time PCR.
Metoda ta zapewnia wyzszg czutos¢, co jest niezmiernie istotnie w przypadku badania
prébek klinicznych. Identyfikacja odbywa sie w zamknietym systemie detekcji co znacznie
obniza ryzyko po amplifikacyjnej kontaminacji Srodowiska laboratorium. Konstrukcja
uktadu diagnostycznego opartego o gen syntazy homocytrynianowej z wykorzystaniem
reakcji real-time PCR wymagata znacznego skrdocenia amplikonu. W zwigzku z tym, Ze
problemy z optymalizacja reakcji PCR dotyczyly startera reverse postanowitem
zaprojektowaé nowy, pozostawiajac z poprzedniego uktadu jedynie starter forward, dla
ktérego tak jak w przypadku poprzednich starteréw przeprowadzitem analize
bioinformatyczng i wybratem sekwencje charakteryzujgca sie najlepszymi parametrami.
Weryfikacja zaprojektowanego uktadu zostala przeprowadzona z zastosowaniem
klasycznej reakcji PCR, a nastepnie uktad zostatl zaadoptowany do amplifikacji w czasie
rzeczywistym (real-time PCR). W obu przypadkach uzyskatem specyficzne produkty dla
pieciu Kklinicznie istotnych gatunkéw z rodzaju Candida: C. albicans, C. glabrata, C. krusei,
C. parapsilosis i C. tropicalis. Analiza krzywych topnienia amplikonéw dla réznych
gatunkow Candida wykazata réznice w Tm powstatych produktéw. Potwierdza to
polimorfizm sekwencji genu syntazy homocytrynianowej w obrebie rodzaju Candida.
Krzywe topnienia wykazujg powtarzalno$¢ dla réznych szczepéw w obrebie
poszczegblnych gatunkéw. Umozliwia to przypisanie do gatunku na podstawie tego
parametru. Jedynie produkty amplifikacji otrzymane dla C. albicans i C. tropicalis
charakteryzowatly sie takg samg temperaturg topnienia, co uniemozliwia ich rozréznienie.
Candida glabrata spos$réd pieciu badanych gatunkéw charakteryzuje sie najwyzsza
zawarto$ciag mol% GC (44%) w genie syntazy homocytrynianowej, stad temperatura
topnienia amplikonu dla tego gatunku jest znacznie wyzsza niz dla pozostatych

drozdzakéow.

Opracowany ukiad diagnostyczny ma potencjat do wykorzystania go
w diagnostyce klinicznej zakazen grzybiczych. Metoda real-time PCR jest bardzo czuta,
a specyfika celu molekularnego minimalizuje ryzyko fatszywie pozytywnych wynikéw.
Potencjal metody do jednoznacznej identyfikacji C. glabrata, C. parapsilosis oraz C. krusei,
trzech gatunkéw istotnych z punktu widzenia podjecia wtasciwego leczenia, moze by¢

rozszerzony o pozostate gatunki Candida poprzez zmiane sposobu detekcji produktéw
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reakcji. Zaprojektowanie specyficznych gatunkowo sond pozwolitoby uniknaé
konieczno$ci analizy temperatury topnienia amplikonéw i podniostoby specyficznos¢
reakcji. Zastosowanie jednej pary starteréw i kilku specyficznych gatunkowo sond. datoby
mozliwo$¢ detekcji wszystkich klinicznie istotnych gatunkéw z rodzaju Candida w jednej

mieszaninie reakcyjnej.

Polimorfizm amplifikowanego fragmentu genu syntazy homocytrynianowe;j
potwierdzony analiza profili topnienia, sktonit mnie do zaprojektowania ukiadu
diagnostycznego, ktéry zapewni identyfikacje gatunkowa szesciu klinicznie istotnych
drozdzakéw z rodzaju Candida: C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis
i C. dubliniensis. W zwiazku z tym, ze wielko$¢ amplikonu otrzymywana dla kazdego
z badanych gatunkéw Candida jest identyczna, postanowitem zréznicowac poszczegodlne
gatunki stosujac analize restrykcyjnag. W celu uproszczenia wyniku diagnostycznego
wykorzystatem metode t-RFLP, w ktérej widoczny jest jedynie fragment restrykcyjny
zawierajacy wyznakowany fluorescencyjnie starter do reakcji PCR. Projektowanie uktadu
przeprowadzitem w oparciu o specyficzne sekwencje amplikonéw z wykorzystaniem
starteréw uzytych do reakcji real-time PCR. W zwigzku z tym, Ze nie byty one dostepne dla
C. krusei zsekwencjonowatem produkt reakcji PCR. Na podstawie analizy sekwencji
wybratem 3 enzymy restrykcyjne Dral, Bglll, Rsal. Wielkos$ci terminalnych fragmentéw
restrykcyjnych uzyskiwanych dla wybranej kombinacji endonukleaz wykazujg
charakterystyczny dla kazdego gatunku polimorfizm dtugos$ci fragmentéw restrykcyjnych
(tzw. wzdér restrykcyjny). Dla niektérych enzyméw otrzymuje sie dwa terminalne
produkty restrykcyjne, co jest wynikiem wystepowania dwéch sekwencji gendw (alleli)

kodujacych syntaze homocytrytnianowa.

Podsumowujgc wyniki badan majacych na celu Kkonstrukcje ukladéw
diagnostycznych w oparciu o gen syntazy homocytrytnianowej jako cel molekularny

mozna stwierdzi¢, iz:

e skonstruowatem trzy uktady diagnostyczne do identyfikacji drozdzakéw z rodzaju
Candida,

e dwa z nich umozliwiajg wykrycie drozdzakéw z rodzaju Candida bez réznicowania
gatunkowego (identyfikacja pan-Candida) z czego jeden oparty jest o reakcje
touchdown PCR, a drugi wykorzystuje reakcje real-time PCR,

e trzeci uktad oparty o metode t-RFLP z wykorzystaniem trzech enzymoéw
restrykcyjnych umozliwia wykrywanie i identyfikacje sze$ciu gatunkéw

drozdzakéw Candida wraz,
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o wszystkie uktady wykazuja specyficzno$¢ wobec DNA Candida i nie dajag wynikéw
pozytywnych dla innych testowanych drobnoustrojéow oraz ludzkiego DNA,

e najwiekszg czulo$cig charakteryzuje sie uktad oparty o reakcje real-time PCR,
natomiast najwiecej informacji diagnostycznych dostarcza metoda oparta

o t-RFLP.

5.2. Uktad multipleks PCR do identyfikacji pieciu klinicznie znaczacych gatunkéow
Candida

Reakcja ztozonego PCR polega na amplifikacji wiecej niz jednego celu
molekularnego w jednej mieszaninie reakcyjnej. Wigze sie to z szeregiem =zalet
w poréwnaniu z prostg reakcjag PCR. Takie podejScie zmniejsza ilo$¢ zuzytych
odczynnikéw oraz skraca czas przygotowania reakcji. Ponadto wymaga mniejszej ilo$ci
DNA (takiej jak dla pojedynczej reakcji) co w przypadku cennych probek odgrywa bardzo
wazng role. Do podstawowych wad tej metody nalezy zaliczy¢ bardziej skomplikowana
optymalizacje reakcji z powodu obecnosci wiecej niz jednej pary starteréw w mieszaninie
reakcyjnej, a tym samym wiekszej ilosci wzajemnych oddziatywan pomiedzy nimi.
Wystepuje réwniez wieksze prawdopodobienstwo  powstawania niespecyficznych
produktéw oraz konieczne jest dostosowanie jednego profilu temperaturowo-czasowego
reakcji. W przypadku identyfikacji produktéw reakcji za pomoca elektroforezy zelowej
niezbedny jest odpowiedni dobdr wielkosci fragmentéw DNA. Nalezy jednak mie¢ na
uwadze, iz zbyt duze réznice w diugosci powstajagcych amplikonéw moga skutkowaé
preferencja powstawania krotszych fragmentéw co niekorzystnie wptywa na czutos¢
reakcji. Pomimo znacznie bardziej wymagajacych etapéw projektowania i optymalizacji
metody wykorzystujacej ztozong reakcje PCR to w rezultacie rutynowego stosowania
opracowanych uktadéw przynosi wymierne korzys$ci. Tego rodzaju podejScie jest
szczegbOlnie wykorzystywane w diagnostyce, gdzie identyfikuje sie wiele czynnikow
etiologicznych i kazda mozliwo$¢ ograniczenia iloSci przeprowadzanych reakcji skraca

czas i obniza koszty badania co zwieksza potencjat aplikacyjny metody.

Kolejny uktad diagnostyczny bedacy przedmiotem badan oparty jest o metode
multipleks PCR do wykrywania pieciu gatunkéw drozdzakéw: C. albicans, C. krusei,
C. parapsilosis, C. glabrata i C. tropicalis. Projektowany uktad oparty jest o pie¢ par
specyficznych gatunkowo starteréw oligonukleotydowych. W celu otrzymania
zamierzonego uktadu diagnostycznego opracowatem schemat postepowania obejmujacy
etap teoretyczny (projektowania) oraz praktyczny (optymalizacji) uktadu multipleks PCR,
ktory przedstawiaja ryciny nr 37 i 38.
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Rycina 37 Schemat teoretycznego etapu projektowania uktadu multipleks PCR.
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Rycina 38 Schemat optymalizacji uktadu multipleks PCR.

5.2.1. Wybér celéw molekularnych do uktadu multipleks PCR

Dla kazdego gatunku wybratem cel molekularny oraz dokonalem analizy

bioinformatycznej w celu zaprojektowania specyficznej gatunkowo sekwencji starteréw.
5.2.1.1. Gen akonitazy jako cel molekularny do wykrywania C. albicans

Jako cel molekularny do specyficznej identyfikacji C. albicans wybratem gen
akonitazy. Akonitaza jest enzymem nalezacym do klasy liaz. Zadaniem biatka kodowanego
przez gen akonitazy jest stereospecyficzna izomeryzacja cytrynianu do izocytrynianu

w cyklu Krebsa.

5.2.1.1.1. Analiza bioinformatyczna sekwencji genu akonitazy

Analizy genu akonitazy dokonatem w oparciu o sekwencje dostepne w bazie NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Sekwencja nukleotydowa genu akonitazy (aco2) dostepna byta
dla nastepujacych gatunkéw: C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, oraz C. parapsilosis.
Korzystajac z oprogramowania CLC Sequence Viewer 7 poréwnatem sekwencje genu dla
wszystkich dostepnych gatunkéw pod wzgledem diugosci oraz zawarto$ci poszczegdlnych
nukleotydéw. Sporzadzitem analize poréwnawcza (alignment) sekwencji w celu
zlokalizowania obszaréw zakonserwowanych, w oparciu o ktére mozliwe byloby
zaprojektowanie starteréw do reakcji PCR. W wyniku analizy dostepnych sekwencji
nukleotydowych genu akonitazy dla grzybow z rodzaju Candida otrzymatem wyniki, ktére

przedstawia tabela nr 49.
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Tabela 49 Analiza sekwencji nukleotydowej genu akonitazy.

Nukleotyd

[liczba /%] Cglabrata C. parapsilosis C. tropicalis C. albicans
C+G 1015/49 965/40 855/36 959/40
A+T 1055/51 1435/60 1521/64 1417/60
Dtugos$¢ genu [pz] 2070 2400 2376 2376

Dtugos$¢ genu akonitazy jest zrdéznicowana, jedynie gatunki C. tropicalis oraz
C. albicans charakteryzuja sie identyczna dlugoscia genu. Zawarto$¢ poszczegdlnych
nukleotydéw jest taka sama dla C. parapsilosis i C. albicans, natomiast sekwencje genu
akonitazy dla gatunkéw C. glabrata oraz C. tropicalis charakteryzujg sie odmiennym
odsetkiem wystepowania par AT i GC. Pomimo tego, ze procentowy sktad sekwencji jest
identyczny dla C. albicans i C. parapsilosis, geny pochodzace od tych drobnoustrojow
réznig sie dilugo$cig, co wskazuje na roéznice w sekwencji i stwarza mozliwos¢

zaprojektowania starteréw specyficznych jedynie dla gatunku C. albicans.

5.2.1.1.2. Analiza bioinformatyczna sekwencji starterow do wykrywania

Candida albicans

Dla zaprojektowanych starter6w obliczylem podstawowe parametry oraz
przeanalizowatem wystgpienie wzajemnych oddzialywan pomiedzy starterami (tabele nr
50-52.

Tabela 50 Analiza wystepowania najbardziej prawdopodobnych struktur typu "szpilki do wtosow"
dla starteréw AcoF i AcoR.

Starter Struktura AG [kcal*mol-1] Tm [°C]
b4 5 i R
10 /C \ ‘
/T \
" \
T\ I — 20
T\ /
AcoF B, = -0,43 30,3
Sy e
P
« @ L
\ |
5 S . ‘
/
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AcoR - s 0,06 24,2

Tabela 51 Analiza wystepowania najbardziej prawdopodobnych struktur typu selfdimer dla
starteré6w AcoF i AcoR.

Liczba
AG
Starter Struktura komplementarnych
[kcal*mol-1]
nukleotydow

/\/\\ MOST WIEDZY Pobrano z mostwiedzy.pl

e

e e e e e
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-9,49 6
S e
Pl e e a W SRS S al O D a e alha ald
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- (el L ¥ L ¥ B T = o T S S AL LA A C L L

AcoF : : : : : HE -6,21 3

3" TCCECTCCGAGCETACGETCTATTARACESR
5° CECRBRRTTRTCTEERTEERL
-5,36 4
3' TCCECTCGAGGTAGGTCTATTARARAACGEE
2" TTTCAACCAGACACCAGCTGEC
-10,24 6
3t CEICCGACCACAGACCAACTTT
AcoR
B 1 e o, g,
-3,55 3
3 CGTCGACCACAGACCAACTTT
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Tabela 52 Analiza wystepowania najbardziej prawdopodobnych struktur typu heterodimer
pomiedzy oligonukleotydami AcoF i AcoR.

Liczba
Struktura AG [kcal*mol!] komplementarnych
nukleotydéw
-8,2 5
-6,62 4
-6,34 4

Dobdr sekwencji, ktore moglyby by¢ celem do hybrydyzacji starteréw
oligonukloetydowych byt znacznie ograniczony z powodu duzej homologii sekwencji
pomiedzy C. albicans i C. dubliniensis. Analiza mozliwo$ci wystepowania struktur typu
"szpilki do wtos6w" nie wykazata wysokich wartosci energii tego rodzaju oddziatywan,
a ich teoretyczna temperatura topnienia jest znacznie ponizej zakresu temperatur
przytaczania starterow w reakcji PCR. Ryzykiem do wydajnej amplifikacji sa
oddziatywania miedzyczasteczkowe. W szczegdlnosci wystepowanie homodimerow
starteréw o warto$ciach entalpii swobodnej okoto -10 kcal*mol-l. Jest to dwukrotnie
wiecej niz zaktadaja teoretyczne wymagania dla projektowania stateréw. Ponadto dla obu
starteréw w wyniku tworzenia tego rodzaju struktur powstajg wolne konce 3', ktore
umozliwiajg reakcje polimeryzacji nici DNA. W przypadku obu starteréw nie ma jednak
100% komplementarnosci na koncu 3' co zdecydowanie zmniejsza prawdopodobienstwo
wydtuzenia nici przez polimeraze. Niemniej jednak, o ile w przypadku startera AcoF s3 to
cztery wiszace nukeotydy to dla startera AcoR niesparowany jest jedynie jeden nukleotyd.
Wystepowanie struktur typu heterodimer nie niesie ze soba duzego ryzyka dla reakcji

bowiem dla struktury o najnizszej entalpii swobodnej wynoszacej -8,2 kcal*mol-! nie ma
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mozliwos$ci wydtuzenia nici przez polimeraze wiec zastosowanie odpowiednio wysokiej
temperatury przylaczania starteré6w w reakcji powinno skutecznie zapobiegaé tego
rodzaju oddzialywaniom. Pomimo wzglednie niekorzystnych parametréw dla
zaprojektowanej pary starter6w postanowitem wybrac¢ je do sprawdzenia w reakcji PCR,
majac na uwadze ich wysoka specyficzno$¢ wzgledem C. albicans. Ponadto postanowitem
zoptymalizowac reakcje PCR z wykorzystaniem buforéw do reakcji PCR majgcych na celu

obnizenie stabilnos$ci struktur dwuniciowych o niepetnej komplementarnos$ci zasad.

5.2.1.1.3. Optymalizacja warunkow reakcji PCR do specyficznej identyfikacji

C. albicans

Po zaprojektowaniu starter6w przeprowadzitem optymalizacje reakcji PCR, w celu
uzyskania wydajnej i specyficznej amplifikacji fragmentu genu aco2. W pierwszej
kolejnosci przeprowadzitem reakcje PCR w gradiencie temperatury przytaczania
starterow przy zastosowaniu buforéw reakcyjnych zawierajacych rézne sole takich jak
bufor TagNova z KCL lub NH4SO4 firmy BLIRT S.A. [Materialy i metody 3.5.]. W celu
empirycznego ustalenia warto$ci tego parametru przeprowadzitem szereg reakcji stosujgc
gradient temperatury przylaczania starteréw w zakresie 69-72¢C. Skltad mieszanin

reakcyjnych oraz profil temperaturowo-czasowy przedstawiajg tabele nr 53 i 54.

Tabela 53 Sktad mieszaniny reakcyjnej do optymalizacji buforu reakcyjnego do amplifikacji
fragmentu genu akonitazy.

Odczynnik Objetosc ] Stezenie w mieszaninie
reakcyjnej
bufor TagNova KCI lub NH4SO04 10x 2,5 1x
dNTPs [8mM] 2,5 0,8 mM
MgCl; [25mM] 2,5 2,5 mM
starter AcoF [10uM] 1 0,4 uM
starter AcoR [10uM] 1 0,4 uM
polimeraza Taq [2U/ul] 0,5 0,04 U/ul
woda 14 -
DNA C. albicans ATCC90029 [23 ng/pl] 1 0,92 ng/ul

Tabela 54 Profil temperaturowo-czasowy optymalizacji temperatury przytaczania starteréw
w reakcji PCR do amplifikacji fragmentu genu akonitazy.

Temperatura [°C] Czas [s] Cykle
94 180
94 30
69-72 30 30
72 60
72 180
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Wynik reakcji przedstawia rycina nr 39

M 1N 2N 3N 4N 1K 2K 3K 4K 5

produkt specyficzny

1000 pz —»
1128 pz

Rycina 39 Wynik rozdziatu elektroforetycznego w 1,0 % Zelu agarozowym produktéw reakcji PCR
w gradiencie temperatury przytgczania starterow z wykorzystaniem buforéw reakcyjnych z KCI
i NH4SO4. M-marker wielkosci DNA 1kb (Fermentas), Sciezki od 1 do 4 -oznaczaja odpowiednio
temperatury: 69 °C, 70 °C, 71 °C, 72°C. $ciezka nr 5 oznacza kontrole ujemng reakcji PCR. K oznacza
bufor z KCl, natomiast N z NH4CI.

Otrzymany wynik wskazuje na to, iz zaprojektowane startery wykazuja bardzo
wysoka specyficzno$¢ wobec matrycowego DNA C. albicans, gdyz uzyskalem wydajng
amplifikacje nawet w temperaturze przytaczania starteréow 72 °C. Jednoczesnie mozna
stwierdzi¢, iz bufor z KCI zapewnia lepsze warunki dla polimerazy w tym uktadzie. Dla

buforu z NH4SO4 nie uzyskatem amplikonow.

Dla ustalonej temperatury przylgczania starterow oraz wybranego buforu
przeprowadzitem optymalizacje stezenia starteréw w reakcji PCR. Zastosowatem profil
temperaturowo czasowy reakcji zgodny z tabelg nr 56. Sktad mieszaniny reakcyjnej
przedstawitem w tabeli nr 55 natomiast wynik eksperymentu na rycinie nr 40.

Tabela 55 Sktad mieszaniny reakcyjnej do optymalizacji stezenia starteréw w reakcji amplifikacji
fragmentu genu akonitazy.

Odczynnik Objetos¢ [ul] Stezenie w mieszaninie
reakcyjnej
bufor TagNova KCI 10x 2,5 1x
dNTPs [8mM] 2,5 0,8 mM
MgCl; [25mM] 2,5 2,5 mM
starter AcoF [10uM] gradient stezenia -
starter AcoR [10uM] gradient stezenia -
polimeraza Taq [0,5U/pl] 0,5 0,04 U/ul
woda 14 -
DNA C. albicans ATCC90029 [23 1 0,92 ng/ul
ng/ul]
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Tabela 56 Zoptymalizowany profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR do amplifikacji fragmentu
genu akonitazy.

Temperatura [°C] Czas [s] Cykle
94 180
94 30
72 90 30
72 180

1000 pz <«— Dprodukt specyficzny

1128 pz

Rycina 40 Wynik rozdziatu elektroforetycznego w 1,2 % Zelu agarozowym produktéw reakcji PCR
w gradiencie stezenia starteréw. M - marker wielkoSci DNA 1kb (Fermentas), $ciezka nr
1 - kontrola ujemna, $ciezki 2, 3, 4, 5 oznaczajg odpowiednio ilosci kazdego ze starterow
w mieszaninie reakcyjnej: 5 pmoli, 10 pmoli, 15 pmoli, 20 pmoli .

Uzyskane wyniki wskazujg, Zze nawet przy uzyciu 5 pmoli kazdego startera
w mieszaninie reakcyjnej uzyskuje sie wydajny produkt amplifikacji. Potwierdza to ich

wysoka specyficznos¢ wzgledem C. albicans.

5.2.1.1.4. Specyficznos$¢ opracowanego ukladu do identyfikacji C. albicans

Opracowany uktad zbadatem pod katem specyficznosci poprzez przeprowadzenie
reakcji PCR z dodatkiem DNA grzybowego, bakteryjnego i ludzkiego. Sktad mieszaniny
reakcyjnej oraz profil temperaturowo-czasowy reakcji przedstawiaja odpowiednio tabele

nr 57 1inr 56.
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Tabela 57 Sktad zoptymalizowanej mieszaniny reakcyjnej do amplifikacji fragmentu genu
akonitazy.

Odczynnik Objetos¢ [pl] Stezenie w mieszaninie
reakcyjnej
bufor TagNova KCI 10x 2,5 1x
dNTPs [8mM] 2,5 0,8 mM
MgCl; [25mM] 2,5 2,5 mM
starter AcoF [10uM] 1 0,4 uM
starter AcoR [10uM] 1 0,4 uM
polimeraza Taq [0,5U/pl] 0,5 0,04 U/ul
woda 14 -
DNA genomowe * 1

* C. albicans [23 ng/ul], C. glabrata [26 ng/ul], C. krusei [31 ng/ul], C. parapsilosis [24 ng/ul],
C. tropicalis [19 ng/pl], Saccharomyces cerevisiae [20 ng/ul], Pichia pastoris [19 ng/ul], Serratia
marcescens [45 ng/ul], Enterococcus faecium [25 ng/ul], Enterococcus faecalis [26 ng/ul], Klebsiella
oxytoca [58 ng/ul], Staphylococcus aureus [22 ng/ul], Pseudomonas aeruginosa [33 ng/ul],
Acinetobcater baumannii [36 ng/ul], Escherichia coli [44 ng/ul], Homo sapiens [25 ng/ul].

Wyniki przedstawia tabela nr 58.
Tabela 58 Specyficznos¢ uktadu do identyfikacji C. albicans.

Gatunek Wynik reakcji
C. albicans +
C. glabrata -

C. krusei -

C. parapsilosis -

C. tropicalis -
Saccharomyces cerevisiae -
Pichia pastoris -
Serratia marcenscens -
Enterococcus faecium -
Eterococcus faecalis -
Klebsiella oxytoca -
Staphylococcus aureus -
Pseudomonas aeruginosa -
Acinetobacter baumannii -

Homo sapiens -

5.2.1.2. Gen enolazy jako cel molekularny do wykrywania C. krusei

Do identyfikacji Candida krusei zostal wybrany gen enol kodujacy enolaze,
nalezaca do klasy liaz. Enzym ten odpowiedzialny jest za przeprowadzanie przedostatniej
reakcji w procesie glikolizy. Reakcja ta, ktorej katalizatorem jest enolaza polega na

dehydratacji 2 fosfoglicerynianu w wyniku czego powstaje 2 fosfoenolopirogronian.
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Wyboru genu dokonatem na podstawie przeszukiwania baz danych sekwencji

nukleotydowych genéw dostepnych dla C. krusei.

5.2.1.2.1. Analiza bioinformatyczna starteréw do reakcji PCR w oparciu o gen

enolazy

W oparciu o sekwencje genu enolazy dla C. krusei zaprojektowatem specyficzne
startery oligonukleotydowe. Wykonujac teoretyczne analizy i pordéwnania wybratem
optymalng dtugo$¢ 1 sekwencje starterow. Analiza dotyczyta wystepowania
prawdopodobnych struktur typu "szpilki do wtoséw" (tabela nr 59), wystepowania
najbardziej prawdopodobnych struktur typu homodimer (tabela nr 60), wystepowania
najbardziej prawdopodobnych struktur typu heterodimer (tabela 61).

Tabela 59 Analiza wystepowania najbardziej prawdopodobnych struktur typu "szpilki do wtoséw"
dla starteréw EnoF i EnoR.

Starter Struktura AG [kcal*mol-1] Tm [°C]
/C } \
\' .' ~ » B
S “ ® ~ . / ~N
‘L @ \
EnoF ' 1,33 39,6
G /
. c
T el
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EnoR / \ -0,17 28,2

Tabela 60 Analiza wystepowania najbardziej prawdopodobnych struktur typu self-dimer dla
starteréow EnoF i EnoR.

Liczba
Starter Struktura AG [kcal*mol-1] komplementarnych

nukleotydow
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-4,64 3

Tabela 61 Analiza wystepowania najbardziej prawdopodobnych struktur typu heterodimer
pomiedzy oligonukleotydami EnoF i EnoR.

Liczba
Struktura AG [kcal*mol?]  komplementarnych
nukleotydéw
-6,24 4
-5,09 3
. - 5,02 3

Analiza wystepowania struktur typu "szpilka do wloséw" nie wykazata
wystepowania oddziatywan o znaczacej wartosci entalpii swobodnej. W przypadku
prawdopodobnych struktur powstajacych na skutek oddziatywania
miedzyczasteczkowego jedynie jedna znaczaco przekraczata wartos¢ -5 kcal*mol-L
Wystapita ona dla homodimeru startera EnoR i wyniosta -9,75 kcal*mol-l. Mimo tego, Ze
skutkuje ona powstaniem wolnego konca 3' i mozliwo$cia dotaczania kolejnych
nukleotydéw przez polimeraze DNA to wystepuja na tym konicu dwa niekomplementarne
nukleotydy, ktére znaczaco obnizaja prawdopodobienstwo wydtuzenia czasteczki
startera. Ryzykiem dla wydajnej amplifikacji w przypadku tego ukiadu jest réwniez
struktura heterodimeru o entalpii swobodnej -6,24 kcal*mol! z jednym
niekomplementarnym nukleotydem na koncu 3'. Jednak warto$¢ energii oddziatywania
nieznacznie przekracza teoretycznie dopuszczalng granice na poziomie -5 kcal*mol-! przez
co, przy odpowiednim doborze profilu tempearturowo-czasowego reakcji nie powinna

negatywnie wptywac na przebieg amplifikacji.
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5.2.1.2.2. Optymalizacja warunkéw reakcji PCR do specyficznej identyfikacji

C. krusei

Pierwszym etapem badan byto sprawdzenie czy zaprojektowane oligonukleotydy
beda dawaty oczekiwany produkt o dtugosci103 pz. Zastosowatem klasyczna reakcje PCR.
stosujgc gradient temperatury przytaczania starteréw. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz
profil-temperaturowo czasowy przedstawitem w tabelach nr 62 i 63.

Tabela 62 Sktad mieszaniny reakcyjnej do amplifikacji fragmentu genu enolazy.

Odczynnik Objetosc [pl] Stezenie w mieszaninie

reakcyjnej

bufor TagNova KCI 10x 2,5 1x

dNTPs [8 mM] 2,5 0,8 mM

MgCl; [25 mM] 2,5 2,5 mM

Enof [10 uM] 1 0,4 uM

Enor [10 pM] 1 0,4 uM

Polimera za TagNova [2U/pl] 0,5 0,04 U/ul

woda 14 -

DNA C. krusei ATCC 6258 [31 ng/ul] 1 1,24 ng/pl

Tabela 63 Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR do optymalizacji temperatury hybrydyzacji
starteréw dla amplifikacji fragmentu genu enolazy.

Temperatura [°C] Czas [s] Cykle
94 120
94 30
gradient temp. 30 30
72 15
72 180

Wynik rozdziatu elektroforetycznego produktow reakcji przedstawitem na rycinie nr 41.

Rycina 41 Wynik rozdziatu elektroforetycznego w 1,2 % Zelu agarozowym produktéw amplifikacji
fragmentu genu enolazy w gradiencie temperatury hybrydyzacji starteréw. M-marker wielkos$ci
100-1000, Sciezki 1-9 temperatury przytaczania starteré6w odpowiednio: 55 °C, 57 °C, 58 °C, 59 °C,
60 °C, 61 °C, 63 °C, 64 °C, 65 °C, 10-kontrola ujemna.

Uzyskatem wydajng i specyficzng amplifikacje pozadanego fragmentu dla
temperatury hybrydyzacji powyzej 58 °C.
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5.2.1.2.3. Specyficzno$¢ uktadu do identyfikacji C. krusei

Opracowany uktad zbadatem pod katem specyficznosci poprzez przeprowadzenie
reakcji PCR z dodatkiem DNA grzybowego, bakteryjnego i ludzkiego zgodnie z warunkami
przedstawionymi w tabelach nr 64 i 65.

Tabela 64 Skiad mieszaniny reakcyjnej do amplifikacji fragmentu genu enolazy.

Odczynnik Objetosc [pl] Stezenie w mieszaninie
reakcyjnej
bufor TagNova KCI 10x 2,5 1x
dNTPs [8 mM] 2,5 0,8 mM
MgCl; [25 mM] 2,5 2,5 mM
Enof [10 uM] 1 0,4 uM
Enor [10 puM] 1 0,4 uM
Polimera za TaqNova [2U/pl] 0,5 0,04 U/ul
woda 14 -
DNA genomowe* 1 -

* C. albicans [23 ng/ul], C. glabrata [26 ng/ul], C. krusei [31 ng/ul], C. parapsilosis [24 ng/ul],
C. tropicalis [19 ng/pl], Saccharomyces cerevisiae [20 ng/ul], Pichia pastoris [19 ng/pl], Serratia
marcescens [45 ng/ul], Enterococcus faecium [25 ng/ul], Enterococcus faecalis [26 ng/ul], Klebsiella
oxytoca [58 ng/ul], Staphylococcus aureus [22 ng/ul], Pseudomonas aeruginosa [33 ng/ul],
Acinetobcater baumannii [36 ng/ul], Escherichia coli [44 ng/ul], Homo sapiens [25 ng/ul].

Tabela 65 Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR do amplifikacji fragmentu genu enolazy.

Temperatura [°C] Czas [s] Cykle
94 120
94 30
72 30 30
72 180

Wyniki przedstawia tabela nr 66.
Tabela 66 Specyficznos¢ uktadu do identyfikacji C. krusei.

Gatunek Wynik reakcji
C. albicans -
C. glabrata -

C. krusei +

C. parapsilosis -

C. tropicalis -
Saccharomyces cerevisiae -
Pichia pastoris -
Serratia marcenscens -
Enterococcus faecium -
Eterococcus faecalis -
Klebsiella oxytoca -
Staphylococcus aureus -
Pseudomonas aeruginosa -
Acinetobacter baumannii -

Homo sapiens -
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5.2.1.3. Gen trf4 jako cel molekularny do identyfikacji C. tropicalis oraz
C. glabrata

Do identyfikacji C. tropicalis oraz C. glabrata wybratem gen trf4, ktory koduje
biatko zaangazowane w procesie mitotycznej kondensacji chromosomoéw. Biatko trf4
asocjuje z biatkami smclp i smc2p, ktére wigza sie bezposrednio do chromosomoéw

powodujac ich kondensacje.

5.2.1.3.1. Analiza bioinformatyczna starteréw do reakcji PCR

Na podstawie sekwencji genu trf4 dla C tropicalis oraz C. glabrata
zaprojektowatem specyficzne startery oligonukleotydowe. Wykonujac teoretyczne analizy
i poréwnania wybralem optymalng dtugo$¢ i sekwencje starterow. Wyniki analiz
wystepowania struktur typu "szpilki do wtoséw" oraz dimerdw starteréw przedstawiaja
tabele nr 67-72.

Tabela 67 Analiza wystepowania najbardziej prawdopodobnych struktur typu "szpilki do wtoséw"
dla starteréw TropF i TropR.

Starter Struktura AG [kcal*mol-1] Tm [°C]

/c } o N

I

N i ~
TropF W Ll 0,11 23,7

' \ T G
. .
: |
& /
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|
TropR : I 0,23 21,6

Tabela 68 Analiza wystepowania najbardziej prawdopodobnych struktur typu selfdimer dla
starteréw TropF i TropR.

Liczba
AG
Starter Struktura komplementarnych
[kcal*mol-1]
nukleotydow
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-3,14 2

Tabela 69 Analiza wystepowania najbardziej prawdopodobnych struktur typu heterodimer
pomiedzy oligonukleotydami TropF i TropR.

Liczba
Struktura AG [kcal*mol?] komplementarnych
nukleotydow
-3,53 3
-3,05 3
-2,94 3

Tabela 70 Analiza wystepowania najbardziej prawdopodobnych struktur typu "szpilki do wtoséw"
dla starteréw GlaF i GlaR.

Starter Struktura AG [kcal*mol-1] Tm [°C]

GlaF ey 2 0,49 18,9
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GlaR ' -0,12 27,1

Tabela 71 Analiza wystepowania najbardziej prawdopodobnych struktur typu selfdimer dla
starteréw GlaF i GlaR.

Liczba
Starter Struktura AG [kcal*moll] komplementarnych

nukleotydow
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Tabela 72 Analiza wystepowania najbardziej prawdopodobnych struktur typu heterodimer
pomiedzy oligonukleotydami GlaF i GlaR.

Liczba
Struktura AG [kcal*mol1] komplementarnych
nukleotydéw
-10,38 7
-6,37 4
o -5,12 4

Analiza oddzialywania wewnatrzczasteczkowego dla zaprojektowanych sekwencji
startero6w nie wykazata wystepowania takich struktur typu "szpilek do wtoséw", ktére
mogtyby wptynagé¢ na wydajno$¢ amplifikacji. Rdwniez wartosci entalpii swobodnej
oddzialywan miedzyczasteczkowych dla struktur typu homo dimer dla wszystkich
starterow oraz hetero dimer dla starteréw TropF i TropR nie przekraczaty 5 kcal*mol-L.
Ryzykiem dla powodzenia optymalizacji reakcji amplifikacji jest wysoka bezwzgledna
warto$¢ entalpii swobodnej tworzenia hetero dimeréw dla pary starterow GlaF i GlaR
o wartos$ci 10,38 kcal*mol-l. Niemniej jednak powstajacy dimer nie zapewnia wolnego
konca 3' co sprawia, ze skutecznym przeciwdziataniem obnizenia wydajnosci reakcji PCR
moze by¢ dobdér odpowiedniego profilu temperaturowo-czasowego reakcji PCR,

a szczegOllnie temperatury przylaczania starterow.

5.2.1.3.2. Optymalizacja warunkéw reakcji PCR do specyficznej identyfikacji

C. krusei

Nowo zaprojektowane uktady do identyfikacji C. glabrata i C. tropicalis wymagaty
weryfikacji ich specyficzno$ci oraz wstepnej optymalizacji warunkéw. Zastosowatem
proste reakcje PCR dla ktérych sktad mieszanin reakcyjnych oraz profil reakcji zostat

podany w tabelach 73 i 74.

112


http://mostwiedzy.pl

Tabela 73 Sktad mieszanin reakcyjnych do amplifikacji fragmentéw genu trf4 specyficznych dla
C. tropicalis i C. glabrata.

Odczynnik Objetos¢ [pl] Stezenie w mieszaninie
reakcyjnej

bufor TagNova KCI 10x 2,5 1x
dNTPs [8 mM] 2,5 0,8 mM
MgCl; [25 mM] 2,5 2,5 mM
GlaF/TropF [10 uM] 1 0,4 uM
GlaR/TropR [10 uM] 1 0,4 uM
Polimeraza TagNova [2U/pl] 0,5 0,04 U/ul
woda 14 -
DNA C. glabrata ATCC 2001 [26
ng/ul]/ C. tropicalis ATCC 750 [19 1 1,04/0,76 ng/pl

ng/l]

Tabela 74 Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR do optymalizacji temperatury hybrydyzacji
fragmentow genu ¢trf4 dla C. tropicalis i C. glabrata.

Temperatura [°C] Czas [s] Cykle
94 120
94 30
Gradient temp. 30 30
72 30
72 180

A\ MOST

Ponizej na rycinach nr 42 1 43 przedstawitem wyniki rozdziatu
elektroforetycznego produktéw amplifikacji fragmentéw genu trf4 w gradiencie

temperatury przytgczania starteréw dla C. tropicalis i C. glabrata.

M 12 3 45 6 7 89

Specyficzny produkt
amplifikacji (224 pz)

300 bp
200 bp

l“-“

Rycina 42 Wynik rozdziatu elektroforetycznego w 1,2 % Zelu agarozowym produktéw amplifikacji
fragmentu genu trf4 w gradiencie temperatury hybrydyzacji starteréw GlaF i GlaR. M-marker
wielkosci 100-3000, $ciezki 1-8 temperatury przytaczana starteréw odpowiednio: 55 °C, 57 °C, 59
°C,-61 °C, 63 °C, 65 °C, 67 °C, 70 °C, 9-kontrola negatywna.
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400bp —> — — -—  dumm <«— Specyficzny produkt
amplifikacji (382 pz)

Rycina 43 Wynik rozdziatu elektroforetycznego w 1,2% zelu agarozowym produktéw amplifikacji
fragmentu genu trf4 w gradiencie temperatury hybrydyzacji starteréw TropF i TropR. M-marker
wielkosci 100-1000,$ciezki 1-5 temperatury przytaczania starteréw odpowiednio: 66 °C, 67 °C, 68
°C, 69 °C, 71 °C.

Wyniki uzyskane dla amplifikacji fragmentu genu trf4 wskazujg na poprawnos¢
zaprojektowanych starteréw oligonukleotydowych, gdyz w obu przypadkach, dla
C. tropicalis i C. glabrata uzyskalem specyficzne amplikony o zalozonej dtugosci

(odpowiednio 382 i 224 pz).

5.2.1.3.2.1. Specyficznos$¢ uktadow do identyfikacji C. tropicalis oraz C. glabrata

Opracowane uktady zbadatem pod katem specyficznos$ci poprzez przeprowadzenie
reakcji PCR z dodatkiem DNA grzybowego, bakteryjnego i ludzkiego. Sktady mieszanin
reakcyjnych oraz profile temperaturowo-czasowe zawierajg tabele nr 751 76.

Tabela 75 Sktad mieszanin reakcyjnych do amplifikacji fragmentéw genu trf4 - badanie
specydicznosci.

Odczynnik Objetos¢ [ul] Stezenie w
mieszaninie
reakcyjnej

bufor TagNova KCI 10x 2,5 1x
dNTPs [8 mM] 2,5 0,8 mM
MgCl; [25 mM] 2,5 2,5 mM
GlaF/TropF [10 uM] 1 0,4 uM
GlaR/TropR [10 uM] 1 0,4 uM
Polimeraza TagNova [2U/pl] 0,5 0,04 U/ul
woda 14 -
DNA genomowe* 1 -

* C. albicans [23 ng/ul], C. glabrata [26 ng/ul], C. krusei [31 ng/ul], C. parapsilosis [24 ng/ul],
C. tropicalis [19 ng/ul], Saccharomyces cerevisiae [20 ng/ul], Pichia pastoris [19 ng/pl], Serratia
marcescens [45 ng/ul], Enterococcus faecium [25 ng/ul], Enterococcus faecalis [26 ng/ul], Klebsiella
oxytoca [58 ng/ul], Staphylococcus aureus [22 ng/ul], Pseudomonas aeruginosa [33 ng/ul],
Acinetobcater baumannii [36 ng/ul], Escherichia coli [44 ng/ul], Homo sapiens [25 ng/pl].
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Tabela 76 Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR do amplifikacji fragmentow genu trf4.

Temperatura [°C] Czas [s] Cykle
94 120
94 30
61 30 30
72 30
72 180

Wyniki przedstawia tabela nr 77.

Tabela 77 Specyficzno$¢ uktadéw do identyfikacji C. glabrata i C. tropicalis.

Gatunek Wynik reakcji
(C. glabrata/C.tropicalis)
C. albicans -/-
C. glabrata +/-
C. krusei -/-
C. parapsilosis -/-
C. tropicalis -
Saccharomyces cerevisiae -/+
Pichia pastoris -/-
Serratia marcenscens -/-
Enterococcus faecium -/-
Eterococcus faecalis -/-
Klebsiella oxytoca -/-
Staphylococcus aureus -/-
Pseudomonas aeruginosa -/-
Acinetobacter baumannii -/-
Homo sapiens -/-
5.2.1.4. Specyficzna identyfikacja C. parapsilosis

Do specyficznej identyfikacji C. parapsilosis za pomoca ztozonej reakcji PCR
wybratem uktad bedacy wynikiem nieopublikowanych badan prowadzonych w Katedrze
Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii Wydziatu Chemicznego Politechniki
Gdanskiej. Jako cel molekularny wykorzystuje fragment genu FKS1. Koduje on
podjednostke katalityczng syntazy 1,3-beta-D glukanu. Uktad ten wybratem poniewaz
specyfika starteréw do reakcji PCR pozwalata na teoretyczne wykorzystanie ich w reakcji
multipleks PCR w potaczeniu z dotychczas opracowanymi przeze mnie uktadami. Ponadto
wielko$¢ amplikonu byta odpowiednia do bezproblemowej interpretacji wynikéw.

W zwiazku z tym, Ze uktad ten zostat juz opracowany nie przeprowadzitem dla niego
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optymalizacji i weryfikacji w uktadzie simpleks PCR. Amplikon specyficzny dla

C. parapsilosis powinien mie¢ wielko$¢ 195 pz.

5.2.2. Opracowanie zlozZonej reakcji PCR (multipleks PCR)

5.2.2.1. Analiza bioinformatyczna starteréw do reakcji multipleks PCR

W zwiagzku z tym, Ze podczas reakcji multipleks PCR w mieszaninie reakcyjnej
jednocze$nie znajdujg sie wszystkie startery do identyfikacji gatunkowej pieciu gatunkéw
Candida prawdopodobienstwo wystgpienia niepozadanych oddziatywan pomiedzy
oligonukleotydami, jak réwniez powstawanie niespecyficznych produktéw reakcji PCR
jest wysokie, przed przystagpieniem do optymalizacji reakcji multipleks PCR
przeprowadzitem analize bioinformatyczng starteréw. Przeanalizowatem mozliwos¢
tworzenia dimeréw oligonukleotydéw jak réwniez powstawania niespecyficznych
produktéw reakcji PCR w wyniku krzyzowych oddziatywann z matrycami DNA.
Teoretyczna analiza wszystkich kombinacji starterow oligonukleotydowych obecnych
w mieszaninie reakcyjnej na podstawie sekwencji dostepnych w bazie NCBI nie wykazata
teoretycznej mozliwosci powstawanie niespecyficznych produktéw. Na podstawie
przeprowadzonych analiz wybralem najbardziej prawdopodobne oddziatywania

pomiedzy oligonukleotydami. Zestawienie przedstawia tabela nr 78.

Tabela 78 Najbardziej prawdopodobne oddziatywania starteré6w w reakcji multipleks PCR.

Struktura AG [kcal*mol-1] Oligonukleotydy
o :: :q_ : ___._: _ -6,62 AcoF/GlaR
' ___t_t_-t_-_-tt_tt:ij—___“:_:_:-:-:-_:-:-:-}: 016 AcoF/EnoF
i _____ﬁ ﬁ_ll: j_.__:-_ __ - - -4,01 AcoF/TropF
_:1__“_.__ _— _: | -8,31 AcoR/TropR
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-6,37 EnoF/GlaR

-6,24 ParF/GlaR

AL TAIGASEALCASAT ICTL

-7,06 ParF/GlaF

Wyniki analizy wystepowania prawdopodobnych oddziatywan
miedzyczasteczkowych wszystkich starteréw obecnych w mieszaninie reakcyjnej do
amplifikacji pieciu specyficznych gatunkowo celéw molekularnych pozwolity na
zidentyfikowanie dwdch struktur mogacych stanowi¢ ryzyko dla skutecznej amplifikacji
w zlozonej reakcji PCR. WartoSci ich entalpii swobodnych wynosity -8,16 i -8,31 kcal*mol-
L. W przypadku pierwszej z nich nie powstaje wolny koniec 3' co znaczgco zmniejsza
prawdopodobienstwo obnizenia wydajnosci reakcji PCR. Druga struktura bedaca
wynikiem oddziatywania starter6w AcoR i TropR charakteryzuje sie wolnym koncem 3',
niemniej jednak znajduja sie na nim dwa niesparowane nukleotydy co ogranicza
mozliwo$¢ zmiany sekwencji startera poprzez dotaczenie kolejnych nukleotydéw przez

polimeraze DNA.

Po przeanalizowaniu wynikéw dotyczacych optymalnej temperatury hybrydyzacji
starteréw ustalitem wsp6lng temperature 62 °C dla wszystkich oligonukleotydéw

uczestniczacych w reakcji multipleks PCR.

5.2.2.2. Optymalizacja warunkéw reakcji dla ukladu multipleks PCR do

identyfikacji pieciu klinicznie istotnych gatunkéw Candida

Po weryfikacji specyficzno$ci poszczegélnych ukltadéow przeprowadzitem
optymalizacje reakcji multipleks PCR. Optymalizacji poddatem przede wszystkim stezenie
poszczegblnych par starterow oligonukleotydowych tak, aby powstawaty jedynie
specyficzne gatunkowo produkty amplifikacji, Zweryfikowatem réwniez poprawnos¢
wyznaczonej temperatury przytgczania starterOw. Stezenie jondéw magnezu oraz
polimerazy pozostala na poziomie zoptymalizowanym dla reakcji simpleks PCR. Sktad
mieszaniny reakcyjnej oraz profil temperaturowo-czasowy zoptymalizowanej reakcji

przedstawitem w tabelach nr 79 i 80.
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Tabela 79 Sktad mieszaniny reakcyjnej do amplifikacji 5 celéw molekularnych w reakcji multipleks
PCR.

Odczynniki Objetos¢ [pl] Stezenie w mieszaninie
reakcyjnej

bufor TagNova KCI 10x 2,5 1x
dNTPs [8BmM] 2,5 0,8 mM
MgCl; [25mM] 2,5 2,5 mM
EnoF [10uM] 1 0,4 uM
EnoR [10uM] 1 0,4 uM
AcoF [10uM] 0,5 0,2 uM
AcoR [10uM] 0,5 0,2 uM
GlaF [10uM] 1 0,4 uM
GlaR [10uM] 1 0,4 uM
TropF [10uM] 1 0,4 uM
TropR [10uM] 1 0,4 uM
Parfks1F [10uM] 1 0,4 uM
Parfks1R [10uM] 1 0,4 uM
polimeraza TagNova [2U/pl] 0,5 0,04U/ul
woda 7 -
matrycowe DNA* 1 -

* C. albicans [23 ng/ul], C. glabrata [26 ng/ul], C. krusei [31 ng/ul], C. parapsilosis [24 ng/ul],
C. tropicalis [19 ng/pl], Saccharomyces cerevisiae [20 ng/ul], Pichia pastoris [19 ng/pl], Serratia
marcescens [45 ng/ul], Enterococcus faecium [25 ng/ul], Enterococcus faecalis [26 ng/ul], Klebsiella
oxytoca [58 ng/ul], Staphylococcus aureus [22 ng/ul], Pseudomonas aeruginosa [33 ng/ul],
Acinetobcater baumannii [36 ng/ul], Escherichia coli [44 ng/ul], Homo sapiens [25 ng/ul].

Tabela 80 Profil temperaturowo-czasowy reakcji multipleks PCR do wykrywania 5 gatunkéw
Candida.

Temperatura [°C] Czas [s] Cykle
94 120
94 30
62 30 30
72 60
72 180

Przygotowatem sze$¢ hodowli nocnych z pojedynczych kolonii: pie¢ oddzielnie dla
kazdego gatunku i jedng zawierajgacg wszystkie pie¢ Kklinicznie istotnych gatunkéw
Candida (C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei). Hodowle
prowadzitem wedlug parametréw przedstawionych w rozdziale Materiaty i metody
[p. 3.15] Nastepnie z kazdej hodowli ptynnej wyizolowatem totalne DNA [Materiaty
i metody 3.16]. Przeprowadzitem reakcje ztozonego PCR na matrycy genomowego DNA
izolowanego z ptynnych kultur drozdzowych zgodnie z warunkami przedstawionymi
w tabelach nr 79 i 80. Wynik rozdzialu elektroforetycznego produktéw amplifikacji

przedstawitem na rycinie nr 44.
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Rycina 44 Wynik rozdziatu elektroforetycznego w 1,2% zelu agarozowym produktéw amplifikacji
reakcji multipleks PCR. M-marker wielko$ci 100-1000, 1-kontrola ujemna, 2-C.parapsilosis,
3-C.albicans, 4-C. tropicalis, 5-C. krusei, 6-C. glabrata 7-DNA izolowane z hodowli 5 wykrywanych
gatunkow Candida.

Otrzymany wynik potwierdza, iz poprawnie zoptymalizowatem reakcje multipleks
PCR. Dla kazdego z pieciu gatunkéw Candida otrzymatem specyficzny produkt
o charakterystycznej dlugo$ci. Nie zaobserwowatem powstawania produktéw
niespecyficznych. W przypadku DNA izolowanego z jednoczesnej hodowli pieciu

gatunkow dla kazdego z nich otrzymatem specyficzny amplikon.

Sprawdzitem rdéwniez specyficzno$¢ ukladu multipleks PCR dla szczepdédw
klinicznych oraz w stosunku do innych mikroorganizmoéw. Reakcje prowdzitem zgodnie
z warunkami opisanymi w tabelach nr 79 i 80. Wyniki przedstawia tabela nr 81.

Tabela 81 Specyficznos¢ uktadu multipleks PCR.

Gatunek Produkt PCR [pz]
C. albicans 1128
C. glabrata 223
C. krusei 103
C. parapsilosis 195
C. tropicalis 384

Saccharomyces cerevisiae -
Pichia pastoris -
Serratia marcenscens -
Enterococcus faecium -
Eterococcus faecalis -
Klebsiella oxytoca -
Staphylococcus aureus -
Pseudomonas aeruginosa -
Acinetobacter baumannii -

Homo sapiens -
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5.2.3. Podsumowanie i dyskusja wynikéw dotyczacych ukltadéw diagnostycznych
opartych o ztoZona reakcje PCR

Celem tej czeSci rozprawy doktorskiej bylo opracowanie nowej metody
diagnostycznej opartej o reakcje ztozonego PCR do diagnostyki zakazen wywotywanych
przez klinicznie istotne gatunki Candida, do ktérych zaliczajg sie: C. albicans, C. glabrata,
C. parapsilosis, C. krusei oraz C. tropicalis. W pierwszej kolejnosci poszukiwatem nowych
celéw molekularnych i analizowatem sekwencje w celu znalezienia specyficznych
gatunkowo sekwencji, na podstawie ktorych zaprojektowatem startery do reakcji PCR. Na
tym etapie zwracatem uwage nie tylko na specyficzno$¢ projektowanych uktadéw, ale
réwniez na wielko$¢ produktéw amplifikacji. Dobratem dtugosci amplikonéw w taki
sposéb, aby mozna byto je skutecznie rozdzieli¢ za pomocg elektroforezy agarozowej i na
tej podstawie zinterpretowa¢ wynik. Ponadto sekwencje starterow i wielkoSci
amplifikowanych fragmentéw musza zapewnia¢ wydajnag amplifikacje wszystkich celéw
molekularnych w mieszaninie reakcyjnej i dla jednego profilu temperaturowo-czasowego.
W celu skutecznej realizacji zadan tego etapu badawczego opracowatem schemat

postepowania tworzenia uktadu opartego o ztozong reakcje PCR (rycina nr 37).

W wyniku analiz teoretycznych wybratem 3 geny w oparciu o sekwencje ktérych
zaprojektowatem specyficzne gatunkowo startery: gen akonitazy (dla C. albicans), gen
enolazy (dla C. krusei), gen trf4 (dla C. glabrata i C. tropicalis). Do identyfikacji
C. parapsilosis wybratem uktad wykorzystujacy gen FKS1 opracowany w ramach prac
badawczych prowadzonych w Katedrze Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii
Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej. Dla kazdego z nowo zaprojektowanych
uktadéw przeprowadzitem proste reakcje PCR w celu ustalenia warunkéw amplifikacji
(szczegblnie temperatur przylaczania starteréw) oraz weryfikacji specyficznosci
uzyskiwanych wynikéw. Pozytywne wyniki tego etapu pozwolily na optymalizacje
warunkow ztozonej reakcji PCR, w ktoérej wszystkie pie¢ par starteréw znajdowato sie
w jednej mieszaninie reakcyjnej. Do kluczowych parametréw optymalizacji nalezy zaliczy¢
stezenia poszczeg6lnych starter6w w mieszaninie reakcyjnej oraz temperature
przytaczania starterow w reakcji PCR. Na podstawie rozdziatu elektroforetycznego
uzyskanych amplikoné6w mozliwe bylo jednoznaczne okreslenie przynaleznosci
gatunkowej DNA drozdzakéw w mieszaninie reakcyjnej. Wykazatem réwniez, ze
w przypadku obecnosci DNA wszystkich badanych gatunkéw Candida uzyskuje sie
wtlasciwe produkty amplifikacji specyficzne dla kazdego z nich. Na podstawie
pozytywnych wynikéw, ktére uzyskatem dla opracowanego ukitadu diagnostycznego

mozna stwierdzi¢, iz jego potencjat aplikacyjny umozliwia zastosowanie opracowane;j
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metodyki w procedurach diagnostycznych laboratoriow mikrobiologicznych (w tym
klinicznych). Biorac jednak pod uwage konieczno$¢ rozdziatu elektroforetycznego
produktéw jest to element, ktéry ten potencjal moze ograniczaé. W zwiagzku z tym,
w kolejnym obszarze badawczym realizowanym w ramach pracy doktorskiej podjatem sie
zadania konstrukcji uktadu diagnostycznego wykorzystujacego ztozona reakcje PCR, ale
w czasie rzeczywistym. Jako podstawe do kolejnego zadania badawczego wykorzystatem

wybrane na tym etapie cele molekularne.
Podsumowujgc uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, iz:

e 7z powodzeniem zoptymalizowatem uktad diagnostyczny oparty o reakcje
ztozonego PCR do jednoczesnej identyfikacji C. albicans, C. glabrata, C. krusei,
C. parapsilosis oraz C. tropicalis,

e opracowana metoda umozliwia identyfikacje przypadkéw zakazen, w ktérych
wystepuje wiecej niz jeden czynnik etiologiczny z grupy wykrywanych
drozdzakoéw (tzw. infekcje mieszane),

e specyficznos¢ opracowanej metody pozwala na jej wykorzystanie bez koniecznosci
wczesniejszej izolacji czystych kultur drozdzy,

e wykazalem po raz pierwszy, ze gen akonitazy moze by¢ dobrym celem do

specyficznej identyfikacji C. albicans.

5.3. Uklad diagnostyczny do identyfikacji pieciu gatunkéw z rodzaju Candida

w oparciu o reakcje real-time PCR.

Do zaprojektowania uktadu do identyfikacji gatunkowej drozdzakéw z rodzaju
Candida za pomoca real-time PCR wykorzystatem cele molekularne opracowane dla
Klasycznych reakcji PCR. Konieczna byla jednak zmiana starteréw do wykrywania
C. albicans, gdyz produkt 1128 pz. jest zbyt dtugi do reakcji real-time PCR. Opracowatem
nowy starter reverse, z zachowaniem zaprojektowanego wcze$niej startera forward (AcoF)
zastosowanego w uktadzie multipleks PCR. Zaprojektowatem réwniez nowy uktad do
identyfikacji C. parapsilosis, z wykorzystanien genu syntazy homocytrynianowej jako celu
molekularnego. Analiza bioinformatyczna dla nowych uktadéw zostata przedstawiona

ponizej.
5.3.1. Analiza bioinformatyczna starterow do identyfikacji C. albicans

i C. parapsilosis w reakcji real-time PCR

Zaprojektowane startery sprawdzitem pod katem wzajemnych oddziatywan oraz

mozliwo$ci tworzenia struktur drugorzedowych.
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Analize wystepowania najbardziej prawdopodobnych struktur typu "szpilki do
wlosé6w"  oraz  oddzialywan  miedzyczasteczkowych dla nowego  startera
oligonukleotydowego specyficznego dla C. albicans w ukladzie reakcji real-time PCR

przedstawiaja tabele nr 82-84.

Tabela 82 Analiza wystepowania najbardziej prawdopodobnych struktur typu "szpilki do wtoséw"
dla startera AcoReal.

Starter Struktura AG [kcal*mol-1] Tm [°C]
10 L g h " \
‘ / :
| A !
G ™ fig G 4 ® 7 =
. A Mg . Y ) f —— 7
/ o _ ¢
» \ %
AcoReal '\ ‘ -0,73 32,8
c 1
\ G
& /
L (]

Tabela 83 Analiza wystepowania najbardziej prawdopodobnych struktur typu selfdimer dla
startera AcoReal.

Liczba
Starter Struktura AG [kcal*mol!]  komplementarnych
nukleotydow
-4,87 4
AcoReal . rer d -4,41 3
-3,61 2
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Tabela 84 Analiza wystepowania najbardziej prawdopodobnych struktur typu heterodimer
pomiedzy oligonukleotydami AcoF i AcoRealR.

Liczba
AG
Struktura komplementarnych
[kcal*mol1]
nukleotydéw
-6,24 4
-5,09 3
-4,64 3

Analize wystepowania najbardziej prawdopodobnych struktur typu "szpilki do
wloséw" oraz oddziatywan miedzyczasteczkowych dla starteréw specyficznych dla
C. parapsilosis w uktadzie reakcji real-time PCR przedstawiajg tabele nr 85-87.

Tabela 85 Analiza wystepowania najbardziej prawdopodobnych struktur typu "szpilki do wtoséw"
dla starteréw ParRealF i ParRealR.

Starter Struktura AG [kcal*mol-1] Tm [°C]

% S e —
s /
;.
a /
7 *;
hodre= Uiy 4 .
ParRealF # ° -1,08 35,2
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e

ParRealR

' 0,29 19,4

Tabela 86 Analiza wystepowania najbardziej prawdopodobnych struktur typu selfdimer dla
starterow ParRealF i ParRealR.

Starter

Liczba
AG
Struktura komplementarnych
[kcal*mol-1]
nukleotydow

ParReal
F

ParReal

(L E T N AC T 1T NN S piiglig ey e i1

-4,99 4

P el aied ettt vl ettt - ]

LE7 L AR T L Sy 1 LT e o A

gy oy oy oy i gy
Fesiifta ATl L sl a s sl s

-4,75 4

= o a e a2 s iTe s 20NN SdRTaT
o e o e e
e s -t T e

111 -4,64 3

Ty .y gy g -y
e e Tt b T T L )

-5,24 4

et Tl T e e e T T o

T 3 ;3
e A R T o]

-3,65 4
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-3,61 2

Tabela 87 Analiza wystepowania najbardziej prawdopodobnych struktur typu heterodimer
pomiedzy oligonukleotydami ParRealF i ParRealR.

Liczba
AG
Struktura komplementarnych
[kcal*mol-1]
nukleotydéw
-6,53 4
-3,52 3
-3,29 3

W wyniku analizy bioinformatycznej nowo zaprojektowanych starteréw do
ztozonej reakcji real-time PCR mozna stwierdzi¢, ze zaden ze starteréw nie tworzy
stabilnych struktur typu "szpilki do wloséw". Réwniez oddziatywania miedzy
czasteczkami tych samych starteréw (homodimery) charakteryzowaly sie entalpig
swobodng nieprzekraczajgcg warto$ci -5 kcal*mol-1. Najwyzsza warto$¢ bezwzgledna tego
parametru wystgpita w przypadku startera ParRealR i wyniosta 5,24 kcal*mol-1. Biorac
jednak pod uwage fakt, Ze na koncu 3' wystepuja dwa niesparowane nukleotydy to w
potaczeniu z nieznacznym przekroczeniem wartosci 5 kcal*mol-! nie powinno to stanowi¢
zagrozenia dla wydajnej amplifikacji. Badanie wystepowania oddzialywania pomiedzy
czasteczkami roznych starteréw (heterodimery) wykazato dwie struktury, dla ktérych
swobodna entalpia wyniosta ponizej -6 kcal*mol-1. Pierwsza z nich wystepuje pomiedzy
starterami AcoF i AcoRealR (-6,24 kcal*moll), a druga ParRealF i ParRealR (-6,53
kcal*mol-1). W przypadku Zadnej z tych struktur nie wystepuje wolny koniec 3' co
uniemozliwia wydtuzenie oligonukleotyddw przez polimeraze DNA. Dzieki temu

przeciwdziatanie ryzyku spadku wydajno$ci amplifikacji w wyniku tego rodzaju
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oddzialywan moze by¢ zrealizowane poprzez odpowiednio wysoka temperature

przytaczania starteréw, ktéra wyeliminuje niespecyficzne oddziatywania.

5.3.2. Optymalizacja warunkéw dla ukladu diagnostycznego do identyfikacji pieciu
Kklinicznie istotnych drozdzakow z rodzaju Candida z wykorzystaniem reakcji

real-time PCR

Celem konstrukcji uktadu do identyfikacji gatunkowej drozdzakéw z rodzaju
Candida w oparciu o reakcje real-time PCR byla mozliwo$¢ jednoczesnego wykrywania
wszystkich pieciu klinicznie znaczacych gatunkéw w czasie jednej procedury
diagnostycznej. Opierajac sie o wyniki otrzymane podczas optymalizacji multipleks PCR,
przeprowadzitem amplifikacje w ukladzie real-time PCR (tabele nr 88 i 89) dla kazdego
z badanych gatunkéw z osobna.

Tabela 88 Sktad mieszaniny reakcyjnej zastosowany do identyfikacji gatunkowej pieciu
drozdzakdéw z rodzaju Candida za pomoca real-time PCR.

Odczynniki Objetos¢ [ul] SteZenie w mieszaninie
reakcyjnej

woda 12 -

MgCl; [25mM] 2 2,5 mM

Starter forward [10pM] 1 0,5 uM

Starter reversed [10uM] 1 0,5 uM

Master SYBR Green 10x 2 1x
matrycowe DNA 2 -

Tabela 89 Profil temperaturowo-czasowy reakcji real-time PCR do identyfikacji gatunkowej
Candida.

Temperatura [°C] Czas [s] Cykle
95 600
95 10
62 10 30
72 20

Matryca w badanych uktadach byty szczepy referencyjne C. albicans (ATCC90029),
C. parapsilosis (ATCC22019), C. krusei (ATCC6258), C. trpoicalis (ATCC750), C. glabrata
(ATCC2001). Wyniki amplifikacji przedstawiajg ryciny nr 45-49. Eksperymenty dla
kazdego gatunku przeprowadzitem w niezaleznych reakcjach z jedna parg starteréw
specyficznych gatunkowo i jednoczesnag amplifikacja z zastosowaniem uniwersalnego
programu dla wszystkich matryc. W kazdym eksperymencie przygotowatem kontrole

negatywne.
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Rycina 45 Wynik amplifikacji w uktadzie real-time PCR oraz profil topnienia amplikonu dla C.
parapsilosis.
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Rycina 46 Wynik amplifikacji w uktadzie real-time PCR oraz profil topnienia amplikonu dla
C. albicans.
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Rycina 47 Wynik amplifikacji w ukladzie real-time PCR oraz profil topnienia amplikonu dla C.
kruseli.
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Rycina 48 Wynik amplifikacji w uktadzie real-time oraz profil topnienia amplikonu dla C. glabrata.
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Rycina 49 Wynik amplifikacji w uktadzie real-time oraz profil topnienia amplikonu dla C. tropicalis.

Uzyskane wyniki potwierdzity poprawnos¢ ustalonych warunkéw reakcji oraz
sktadow mieszanin reakcyjnych, poniewaz dla wszystkich gatunkéw otrzymatem
specyficzng i wydajng amplifikacje. Na podstawie otrzymanych wynikéw okreslitem
temperatury topnienia specyficznych amplikonéw dla poszczegoélnych gatunkéw Candida

(tabela nr 90)
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Tabela 90 Temperatury topnienia amplikonéw w reakcji real-time PCR dla poszczegdélnych
gatunkow Candida.

Temperatura topnienia amplikonu

Gatunek
[°C]
C. glabrata 80
C. parapsilosis 78
C. tropicalis 80
C. albicans 80
C. krusei 83

5.3.3. Identyfikacja gatunkowa pieciu klinicznie istotnych drozdzakow z rodzaju Candida w

oparciu o reakcje multipleks real-time PCR

Obecnie w molekularnej diagnostyce mikrobiologicznej coraz wieksze
zastosowanie ma metoda real-time PCR. Jej podstawowymi zaletami jest bardzo wysoka
czutosé, szybkos$¢ oraz specyficzno$¢. Ponadto wyniki otrzymywane sg bezposrednio po
zakonczeniu reakcji amplifikacji, bez koniecznos$ci dodatkowych analiz (np. elektroforezy).
Umozliwia to automatyzacje pracy laboratorium oraz tworzenie dedykowanego do testu
oprogramowania, ktére po interpretacji przebiegu reakcji generuje wynik z badania.
Utatwia to prace diagnostom laboratoryjnym oraz znacznie utatwia proces wdrazania

metody w laboratoriach.

Ztozona reakcja real-time PCR 1aczy w sobie zalety reakcji multipleks oraz
amplifikacji w czasie rzeczywistym. Dzieki niej mozna wykrywac wiecej niz jeden cel
molekularny w pojedynczej reakcji. W zwigzku z tym, ze detekcja amplikoné6w w reakcji
real-time PCR odbywa sie poprzez pomiar przyrostu fluorescencji, a nie rozdziat
elektroforetyczny produktéw, dlatego w przypadku ztozonej reakcji nalezy zapewnic
takie warunki, aby mozliwa byta identyfikacja poszczegélnych produktéw amplifikacji.
Stosujac system detekcji oparty o niespecyficzne barwniki interkalujgce analiza
produktéw reakcji amplifikacji odbywa sie na podstawie krzywych topnienia amplikonéw.
Kazdy z nich musi charakteryzowac¢ sie inng i powtarzalng w obrebie danego gatunku
wartos$cig tego parametru. Drugim rozwigzaniem jest stosowanie specyficznych sond
oligonukleotydowych wyznakowanych znacznikiem fluorecsencyjnym. Sekwencja sondy
jest specyficzna wobec fragmentu produktu reakcji PCR i w wyniku jej hybrydyzacji
uzyskiwany jest sygnat fluorescencyjny. W przypadku stosowania kilku sond w jednej
reakcji (wiele celéw molekularnych do amplifikacji) kazda z nich powinna by¢
wyznakowana innym fluoroforem dzieki czemu mozliwe jest przypisanie uzyskanego

sygnatu do poszczeg6lnej sondy specyficznej wobec sekwencji amplifikowanej dla danego
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patogenu. Drugie rozwigzanie jest znacznie drozsze, dlatego w pracy skupilem sie na
zastosowaniu zwyklych barwnikéw fluorescencyjnych takich jak Sybr Green

i r6znicowanie gatunkéw w oparciu o réznice w profilu krzywych topnienia.

W reakcji multipleks real-time PCR wykorzystatem geny i odpowiednie dla nich
sekwencje starteréw zoptymalizowane w prostych reakcjach real-time PCR [4.3.2]. Po
przeanalizowaniu temperatur topnienia specyficznych amplikonéw w prostych reakcjach
real-time PCR nie byto mozliwe zaprojektowanie reakcji typu pentapleks umozliwiajace;j
amplifikacje pieciu celéw molekularnych w jednej reakcji PCR. Na podstawie analizy sily
oddzialywan pomiedzy starterami oraz temperatur topnienia amplikon6w wytypowatem
kilka wariantéw reakcji multipleks, ktére zweryfikowatem przeprowadzajac odpowiednie

reakcje PCR. Ponizej na rycinach nr 50-52 przedstawitem uzyskane wyniki.

W przypadku wszystkich ukladéw ztozonej reakcji real-time PCR stosowalem
wcze$niej opracowany sktad mieszanin reakcyjnych oraz profil temperaturowo-czasowy
(tabele nr 88 i 89). Jedynym zmiennym parametrem bylo stezenie starteréw uzytych

w reakcji PCR.

5.3.3.1. Reakcja real-time PCR typu dupleks do wykrywania C. tropicalis

i C. parapsilosis

Gatunki C. tropicalis i C. parapsilosis sa przedstawicielami nalezagcymi do grupy
non-albicans Candida. W przypadku zakazen wywotywanych przez te drozdzaki stosuje
sie leczenie takie jak dla C. albicans. Niemniej jednak do celéw epidemiologicznych oraz
w przypadku nieskutecznosci stosowanych lekéow informacja o przynalezno$ci
gatunkowej moze by¢ bardzo istotna. Réznica w temperaturach topnienia amplikonéw
specyficznych dla C. tropicalis (Tm 80°C) oraz C. parapsilosis (Tm 78°C) wynosi 2 °C , co
umozliwia ich jednoznaczng identyfikacje w oparciu o analize profilu topnienia
produktéw reakcji PCR. W tabeli nr 91 przedstawitem stezenia uzytych starterow w
mieszaninie reakcyjnej. Wysoka wydajno$¢ amplifikacji dla matrycy DNA C. parapsilosis
byta otrzymywana przy dwukrotnie wyzszym stezeniu starteréw (byta 0,4 pM) niz dla

matrycy DNA C. tropicalis (0,2 uM).
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Tabela 91 Stezenie starteréw w reakcji

C. tropicalis i C. parapsilosis

typu dupleks real-time PCR do

identyfikacji
Wykrywany gatunek Starter StezZenie w mieszaninie
reakcyjnej
C. parapsilosis ParRealF 0,4 M
-parap ParRealR 0,4 uM
. TropF 0,2 uM
C. tropicalis TropR 0.2 uM

Na rycinie nr 50 przedstawitem analize krzywych topnienia dla powstatych

amplikonéw. Strzatkami podpisatem krzywe wskazujgc matryce DNA dodane do

mieszaniny reakcyjne;j.
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Rycina 50 Analiza krzywych topnienia amplikonéw powstatych w reakcji dupleks real-time PCR
z wykorzystaniem starter6w ParRealF, ParRealR, TropF oraz TropR.

Otrzymany wynik wskazuje na poprawng optymalizacje reakcji dupleks real-time
PCR do jednoczesnej identyfikacji gatunkowej C. parapsilosis oraz C. tropicalis. Dla kazdego
z badanych gatunkéw uzyskatem wydajng amplifikacje, ktorej specyficznos¢ potwierdzita
analiza krzywych topnienia. Wykazata ona wystepowanie specyficznych gatunkowo

amplikonéw o temperaturach topnienia zgodnych z warto$ciami wyznaczonymi przy
pomocy pojedynczych reakcji real-time PCR.

5.3.3.2.

Reakcja real-time PCR typu dupleks do wykrywania C. albicans
i C. krusei

Odrdéznienie C. albicans od C. krusei jako czynnika etiologicznego zakazenia ma
kluczowe znaczenie do podjecia leczenia, gdyz C. krusei wykazuje oporno$¢ na azole

stosowane e pierwszej kolejnosci w przypadku infekcji spowodowanych przez drozdzaki.

Réznica w temperaturach topnienia amplikondw specyficznych dla C. albicans
(Tm 80°C) oraz C. krusei (Tm 83°C) wynosi 3 °C. Stosujagc dwukrotnie wyzsze stezenie

starteréw dla C. albicans (0,4 pM) niz dla C. krusei (0,2 pM) uzyskatem wydajng
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i specyficzng dla obu gatunkéw amplifikacje. Stezenia starteréw do reakcji dupleks
real-time PCR przedstawia tabela nr 92.

Tabela 92 Stezenie starteréw w reakcji dupleks real-time PCR do identyfikacji C. albicans i C. krusei

Wykrywany gatunek Starter SteZzenie w mieszaninie
reakcyjnej
, AcoF 0,4 uM
C. albicans AcoReal 0,4 uM
, EnoF 0,2 uM
C. krusei FnoR 0.2 uM

Na rycinie nr 51 zestawitem analize krzywych topnienia dla powstatych
amplikonéw. Strzatkami podpisatem krzywe wskazujgc matryce DNA dodane do
mieszaniny reakcyjnej. Przeprowadzitem réwniez symulacje zakazenia mieszanego lub
kontaminacji C. albicans przy pobieraniu prébek (np. wymazu) dodajac do jednej

mieszaniny reakcyjnej DNA dwoch gatunkéw Candida.
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Rycina 51 Analiza krzywych topnienia amplikondw powstatych w reakcji dupleks real-time PCR
z wykorzystaniem starteréw AcoF, AcoReal, EnoF oraz EnoR.

Uzyskatem pozytywne wyniki amplifikacji dla kazdego z badanych gatunkoéw.
W przypadku proébki, w ktérej znajdowato sie DNA obu gatunkéw drozdzakéw analiza
krzywych topnienia wykazata wystepowanie dwoch amplikonéw o réznych
temperaturach topnienia. Maksima tych krzywych odpowiadaty temperaturom topnienia
otrzymanym dla poszczegblnych gatunkéw oddzielnie co potwierdza mozliwos¢

wykrywania zakazen mieszanych wywotywanych przez te drozdzaki.
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5.3.3.3. Reakcja real-time PCR typu tripleks do wykrywania C. tropicalis,

C. parapsilosis i C. krusei

Na podstawie analizy wartoSci temperatur poszczegélnych gatunkowo
specyficznych amplikonéw (tabela nr 90) zaprojektowatem uktad tripleks real-time PCR
do jednoczesnej identyfikacji trzech gatunkéw drozdzakéow C.  tropicalis,
C. parapsilosis i C. krusei. Jest to maksymalna ilo$¢ produktéw PCR do zidentyfikowania na
podstawie analizy temperatur topnienia dla uktadéw opracowanych w prostych reakcjach
real-time PCR. Wynika to z faktu, ze dla trzech gatunkéw temperatura topnienia
amplikonéw jest identyczna i wynosi 80°C (C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata). Stezenia
stosowanych starter6w oligonukleotydowych przedstawia tabela nr 93.

Tabela 93 Stezenie starteréw w reakcji tripleks real-time PCR do wykrywania C. tropicalis,
C. parapsilosis i C. krusei

Wykrywany gatunek Starter SteZenie w mieszaninie reakcyjnej
- TropF 0,4 uM
C. tropicalis TropR 0.4 1M
C. parapsilosis ParRealF 0,4 uM
-parap ParRealR 0,4 uM
. EnoF 0,2 uM
C. krusei FnoR 0.2 uM

Rycina nr 52 przedstawia analize profili topnienia dla uzyskanych amplikonéw.
Strzatkami podpisano krzywe wskazujgc matryce DNA dodane do mieszaniny reakcyjne;.
Przeprowadzitem cztery niezalezne reakcje, do trzech dodatem DNA poszczegdlnych
gatunkow Candida oddzielnie, natomiast do trzeciej DNA wszystkich trzech

identyfikowanych gatunkéw drozdzakdow.
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Rycina 52 Analiza krzywych topnienia amplikoné6w powstatych w reakc;ji tripleks real-time PCR
z wykorzystaniem starterow TropF, TropR, ParRealF, ParRealR, EnoF oraz EnoR.
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Otrzymany wynik wskazuje na wydajng i specyficzng amplifikacje w przypadku
reakcji, gdzie w mieszaninie reakcyjnej znajdowato sie DNA tylko jednego z badanych
gatunkéw. Zaobserwowatem znaczacy spadek wydajnosci amplifikacji dla trzech celow
molekularnych jednocze$nie (obecno$¢ w mieszaninie reakcyjnej DNA wszystkich trzech
gatunkéw Candida). Mogto to by¢ spowodowane tym, Ze stosowany master mix nie byt
dostosowany do reakcji multipleks i nie zapewniat odpowiedniej ilosci nukleotydéw oraz
polimerazy. Innym powodem moze by¢ preferencja reakcji amplifikacji w kierunku

jednego z produktéw. Rozwigzaniem moze by¢ doktadna optymalizacja uktadow.

5.3.4. Podsumowanie i dyskusja wynikéw dotyczacych ukladéw diagnostycznych
opartych o metode real-time PCR

Na podstawie wynikéw uzyskanych we wczes$niejszych etapach badan w ramach
realizacji pracy doktorskiej zaprojektowatem uktady do wykrywania pieciu klinicznie
istotnych gatunkéw Candida (C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis)
za pomocg reakcji real-time PCR. Po przeprowadzeniu analiz teoretycznych sekwencji
startero6w oraz optymalizacji reakcji amplifikacji pod katem stezenia starteréw
oligonukleotydowych wykazatem, ze opracowane uklady =zapewniaja wydajng
i specyficzng amplifikacje. Potencjat aplikacyjny uzyskanych wynikéw jest bardzo wysoki
poniewaz technika real-time PCR jest powszechnie stosowana w klinicznej diagnostyce

molekularne;j.

Opracowatem réwniez uktady ztozonych reakcji real-time PCR w wyniku, ktérych
mozliwa jest amplifikacja wiecej niz jednego celu molekularnego w mieszaninie
reakcyjnej. Skutkuje to tym, Ze za pomocg jednej reakcji mozna przeprowadzic¢
jednoczesna identyfikacje kilku gatunkéw drozdzakéw. W zwigzku z tym, ze jako system
detekcji zastosowatem barwnik fluorescencyjny Sybr Green, konieczna byta weryfikacja
powstatych produktéw poprzez przeprowadzenie analizy krzywej topnienia
i wyznaczenie dla kazdego z amplikonow charakterystycznych temperatur topnienia.
Ograniczeniem w tworzeniu réznych wariantéw uktadéw diagnostycznych (kombinacji
wykrywanych gatunkéw) jest wtasnie ten parametr. Nalezy dobra¢ taki zestaw starteréw,
aby temperatury topnienia specyficznych gatunkowo produktéw nie nakladaty sie na
siebie. Ograniczenie to moZze zosta¢ zniesione poprzez zastosowanie sond
oligonukleotydowych wyznakowanych réznymi barwnikami fluorescencyjnymi. Wzrost
fluorescencji dla okreslonego kanatu detekcji odpowiadajgcemu danemu fluoroforowi
wskazuje na obecno$¢ specyficznego gatunkowo produktu. Tego rodzaju podejscie

zdecydowanie upraszcza interpretacje wynikow amplifikacji, poniewaz juz uzyskanie
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pozytywnego sygnatu w reakcji $wiadczy o obecnosci danego gatunku Candida. Sondy
molekularne sg rozwigzaniem drozszym od barwnikéw interkalujacych. Wymagaja one
réwniez dodatkowego etapu projektowania co wydtuza czas opracowania metody.
W koncowym rezultacie jednak, w przypadku stosowania w procedurze laboratoryjnej
koszty jednostkowe analizy s3a stosunkowo niskie co w potaczeniu z szybkim

i jednoznacznym wynikiem czyni je doskonatym narzedziem diagnostycznym.

5.4. Walidacja opracowanych ukladow diagnostycznych na szczepach izolowanych

z probek Kklinicznych

Wszystkie dotychczas opisane metody do identyfikacji klinicznie znaczacych
drozdzakéw z rodzaju Candida (C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis,
C. tropicalis, C. dubliniensis) zweryfikowatem pod katem specyficznosci i poprawnosci
uzyskiwanych wynikéw na szczepach referencyjnych. W celu wykazania potencjatu
aplikacyjnego opracowanych uktadéw diagnostycznych niezbedna byta ich walidacja

z wykorzystaniem szczepow pochodzacych z prébek klinicznych.

Ta cze$¢ pracy jest wynikiem 3 miesiecznego stazu odbytego w Laboratorium
Mikrobiologii Klinicznej Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku. Prébki od
pacjentéw pobierane byly w wyniku rutynowych badan i poddawane identyfikacji
wedtugg procedur obowigzujacych w laboratorium. Do walidacji opracowanych przeze
mnie metod wykorzystywatem wyizolowane czyste kultury otrzymywane na podtozu
chromogennym ChromAgarCandida lub podtozu Sabourouda [3.15]. W zalezno$ci od
materiatu klinicznego i zastosowanej procedury diagnostycznej szczepy identyfikowane

byty tylko do rodzaju lub przypisywane do poziomu gatunku.

5.4.1. Identyfikacja szczepéw w laboratorium Kklinicznym Uniwersyteckiego

Centrum Klinicznego w Gdansku

Materiat kliniczny skierowany do identyfikacji w kierunku drozdzakéw posiewany
byt na poditoza Sabourouda i agar tryptozowo-sojowy. Na podstawie morfologii
przypisywany byt do rodzaju Candida. 1dentyfikacja gatunkowa realizowana byta poprzez
posiew na podtoze chromogenne, materiaty kliniczne o wysokiej wartosci diagnostycznej
lub z zaleceniami identyfikacji gatunkowej poddawane byty analizie za pomocg testéw API
lub systemu VITEK z panelem identyfikacyjnym w kierunku drozdzakéw. W trakcie
odbywania stazu w laboratorium zidentyfikowane byly cztery pozytywne probki krwi.
Procedure postepowania w kierunku identyfikacji gatunkowej drozdzakéw z rodzaju

Candida przedstawitem na rycinie nr 53.
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Rycina 53 Schemat procedury diagnostycznej identyfikacji gatunkowej pozytywnych posiewow
krwi oraz innych materiatéw klinicznych
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Wyniki uzyskiwane na podtozu chromogennym przedstawitem w tabeli nr 94.

Tabela 94 Wyniki hodowli na podiozach chromogennych w kierunku identyfikacji gatunkowej
Candida.

Powierzchnia
Gatunek Brzeg kolonii Zdjecie
kolonii

C. albicans Gtadka, btyszczaca Gtadki

C. glabrata Gtadka, btyszczaca Gladki
C. krusei Szorstka, matowa nieregularny

C. tropicalis Gtadka, btyszczaca Gtadki

Gtadka/szorstka/ Gladki/

Candida spp.

btyszczaca matowa nieregularny
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W przypadku prébek, co do ktdrych konieczne bylo bezbtedne okreslenie
przynaleznos$ci gatunkowej Candida przeprowadzany byt test biochemiczny w aparacie
VITEK®2. Do tego celu wykorzystywana byta karta diagnostyczna Vitek® 2 YST ID.
Przyktadowy wynik takiego testu przedstawiajg ryciny nr 54 i 55.
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Rycina 54 Wynik identyfikacji gatunkowej grzyb6w z rodzaju Candida (C. glabrata) - karta Vitek® 2
YST ID/ Vitek®2 compakt (bioMéreux) [zdj. wtasne].
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Rycina 55 Wynik identyfikacji gatunkowej grzybéw z rodzaju Candida (C. glabrata) - karta Vitek® 2
YST ID/ Vitek®2 compakt (bioMéreux) [zdj. wiasne].

Na podstawie opisanych powyzej testow szczepy izolowane z probek klinicznych
zostaly zidentyfikowane do poziomu rodzaju lub gatunku przez personel Laboratorium
Mikrobiologii Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego. Otrzymane w ten sposob wyniki
postuzyty mi do walidacji metod bedacych wynikiem badan realizowanych w ramach
pracy doktorskiej. Wykorzystujgc pojedyncze kolonie wyizolowane z czystych kultur
z badanych materiatéw Kklinicznych zaktadalem i prowadzitem hodowle drozdzakéw
zgodnie z procedurag opisang w materiatach i metodach [3.15]. Nastepnie
przeprowadzitem izolacje DNA [3.16]. Oczyszczone DNA stanowito matryce do
przeprowadzenia identyfikacji gatunkowej za pomocg opracowanych metod. Identyfikacje
przeprowadzitem dla 4 opracowanych uktadéw wg warunkéw opisanych w rozdziale

"Materiaty i metody":
e tRFLP [3.21]
e real-time PCR pan-Candida [3.20]
e multipleks PCR [3.22]
e gatunkowo specyficzny real-time PCR [3.23]

Wyniki przedstawitem w tabeli nr 95.
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Tabela 95 Wynik identyfikacji drozdzakéw izolowanych z materiatéw klinicznych za pomoca opracowanych uktadéw diagnostycznych
Ip Materiat kliniczny Wynik laboratorium t-RFLP real-time multipleks real-time

pan-Candida PCR PCR

2 gardio-wymaz C. albicans C. albicans + C. albicans C. albicans

4 kanal szyjki macicy - wymaz C. albicans C. albicans + C. albicans C. albicans

6 mocz C. glabrata C. glabrata + C. glabrata C.glabrata

8 gardio-wymaz C. glabrata C. glabrata + C. glabrata C.glabrata

10 gardio-wymaz C. albicans C. albicans + C. albicans C. albicans

12 mocz C. albicans C. albicans + C. albicans C. albicans

14 mocz Candida sp. C. glabrata + C. glabrata C.glabrata

16 plwocina C. albicans C. albicans + C. albicans C. albicans

18 plyn z jamy otrzewne;j C. albicans C. albicans + C. albicans C. albicans

20 krew C. albicans C. albicans + C. albicans C. albicans
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22 aspirat z oskrzeli Candida sp. C. albicans + C. albicans C. albicans

24 mocz C. glabrata C. glabrata + C. glabrata C. glabrata

26 tres$¢ z rurki intubacyjnej C. albicans C. albicans + C. albicans C. albicans

28 kanat szyjki macicy - wymaz C. albicans C. albicans + C. albicans C. albicans

30 odbyt-wymaz C. albicans C. albicans + C. albicans C. albicans

32 aspirat z oskrzeli C. albicans C. albicans + C. albicans C. albicans

34 nos-wymaz Candida sp. C. albicans + C. albicans C. albicans

36 kat C. krusei C. krusei + C. krusei C. krusei

38 plwocina Candida sp. C. glabrata + C. glabrata C.glabrata

40 kat C. tropicalis C. tropicalis + C. tropicalis C. tropicalis

42 gardio-wymaz Candida sp. C. albicans + C. albicans C. albicans

44 poptuczyny oskrzelowe (BAL)100 000 Candida sp. C. albicans + C. albicans C. albicans
cfu/ml
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46 krew C. krusei C. krusei + C. krusei C. krusei

48 aspirat z oskrzeli C. glabrata C. glabrata + C. glabrata C.glabrata

50 plwocina C. glabrata C. glabrata + C. glabrata C.glabrata

52 mocz C. krusei C. krusei + C. krusei C. krusei

54 plwocina C. krusei C. krusei + C. krusei C. krusei

56 jama ustna Candida sp. C. krusei + C. krusei C. krusei

58 mocz C. krusei C. krusei + C. krusei C. krusei

60 kanat szyjki macicy - wymaz C. albicans C. albicans + C. albicans C. albicans

62 kanat szyjki macicy - wymaz C. albicans C. albicans + C. albicans C. albicans

64 krew C. albicans C. albicans + C. albicans C. albicans

66 gardio-wymaz C. albicans C. albicans + C. albicans C. albicans

68 kat C. albicans C. albicans + C. albicans C. albicans
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70 plwocina C. krusei C. krusei + C. krusei C. krusei

72 kat Candida sp. C. albicans + C. albicans C. albicans

74 pochwa - wymaz C. albicans C. albicans + C. albicans C. albicans

76 kat C. albicans C. albicans + C. albicans C. albicans

78 kat C. albicans C. albicans + C. albicans C. albicans

80 kat C. albicans C. albicans + C. albicans C. albicans

82 mocz C. albicans C. albicans + C. albicans C. albicans

84 gardio-wymaz C. albicans C. albicans + C. albicans C. albicans

86 mocz Candida sp. C. albicans + C. albicans C. albicans

88 kat Candida sp. C. albicans + C. albicans C. albicans

90 tre$¢ z rurki intubacyjnej Candida sp. C. albicans + C. albicans C. albicans

92 poptuczyny oskrzelowe (BAL) C. albicans C. albicans + C. albicans C. albicans

94 plwocina Candida sp. C. glabrata + C. glabrata C. glabrata
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96 ropien - tresc¢ C. albicans C. albicans + C. albicans C. albicans

98 odbyt-wymaz Candida sp. C. tropicalis + C. tropicalis C. tropicalis

100 odbyt-wymaz Candida sp. C. albicans + C. albicans C. albicans

102 poptuczyny oskrzelowe (BAL) C. albicans C. albicans + C. albicans C. albicans

104 plwocina C. glabrata C. glabrata + C. glabrata C.glabrata
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Otrzymane rezultaty potwierdzily poprawno$¢ uzyskiwanych wynikow
diagnostycznych z zastosowanie opracowanych uktadéw. W przypadku wszystkich
prébek otrzymatem wyniki zgodne z zalozonymi dla poszczeg6lnych metod. Wstepna
walidacja uktadéw diagnostycznych bedacych wynikiem badan przeprowadzonych
w ramach pracy doktorskiej wskazuje na mozliwo$¢ ich zastosowania w rutynowych
procedurach prowadzonych w laboratoriach mikrobiologicznych, co determinuje
wysoki potencjat aplikacyjny wynikéw badan. Zastosowanie metod molekularnych
znacznie skraca czas diagnostyki w poréwnaniu z metodami opartymi o analize
biochemiczng. Poréwnujac je natomiast do identyfikacji na podstawie morfologii
kolonii na podtozach chromogennych to dodatkowo charakteryzuja sie duzo wyzsza
specyficznoscia i jednoznacznoscia wynikéw. Przykladowe warianty zastosowania
opracowanej metody diagnostycznej opartej o reakcje real-time PCR w procedurze

laboratoryjnej przedstawia rycina nr 56.

Wariant

0 50 100 150 200 250
t[h]

B Hodowla z posiewu krwi Barwienie Grama
B Posiew na podtoza wybidrcze B Posiew na podtoza chromogenne
B Test biochemiczny VITEK M IzolacjaDNA

B Reakcja real-time PCR

Rycina 56 Czas identyfikacji gatunkowej drozdzakéw z rodzaju Candida w 4 wariantach
procedur diagnostycznych

1- Rutynowa procedura stosowana w laboratorium Mikrobiologii Klinicznej w przypadku
probek krwi.

2- Rutynowa procedura stosowana w laboratorium Mikrobiologii Klinicznej w przypadku
pozostatych materiatéw klinicznych.

3- Proponowana procedura z zastosowaniem opracowanej metody real-time PCR ( w przypadku
probek krwi bez etapu hodowli).

4- Proponowana procedura z zastosowaniem metody real-time PCR po otrzymaniu
pozytywnego wyniku posiewu krwi.
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Poréwnanie czasu diagnostyki w obrebie procedur przedstawionych na rycinie
nr 56 jednoznacznie wskazuje na przewage stosowania metod molekularnych (w tym
przypadku real-time PCR). Pozwala to na drastyczne skrocenie czasu oczekiwania na
wynik identyfikacji dla prébek krwi z blisko 250 do 2 godzin w przypadku izolacji DNA
bez etapu hodowli lub 74 godzin jezeli analizie poddawana bytaby prébka pochodzaca
z pozytywnego wyniku posiewu krwi. Zatem stosujagc opracowang metode
diagnostyczna nawet po uzyskaniu informacji o obecnosci drobnoustrojéow we krwi
pacjenta i wybarwieniu preparatu metodg Grama w celu wykrycia komoérek drozdzy
nastepuje ponad 3-krotne skrécenie czasu identyfikacji gatunkowej. Znajduje to
bezposrednie przetozenie na szybko$¢ wdroZenia poprawnego leczenia
i w konsekwencji wieksze prawdopodobienstwo przezycia. W przypadku badania
innych prébek klinicznych réwniez zauwazalna jest drastyczna przewaga metody
real-time PCR. Wdrozenie opracowanej metody jest w stanie skréci¢ czas identyfikacji
gatunkowej z ponad 150 do 2 godzin. Bioragc pod uwage poprawnos¢ identyfikacji
gatunkowej przeprowadzonej z wykorzystaniem opracowanych metod molekularnych
oraz znaczgcg przewage w czasie analizy mozna stwierdzi¢, ze ich wdrozenie
w laboratorium Kklinicznym skutkowatoby mozliwoscig jak najszybszego podjecia
skutecznego leczenia. Efektem takiego postepowania bytoby skrécenie czasu pobytu
pacjenta w szpitalu, obnizenie kosztéw leczenia oraz prawdopodobienstwa pojawiania
sie lekoopornych szczepow. Biorac pod uwage dtugofalowe korzysci oraz bezposrednie
przetozenie ekonomiczne wyzszy jednostkowy koszt badania z wykorzystaniem metod
molekularnych w poréwnaniu z metodami klasycznymi zostanie zniwelowany przez

oszczednosci zwigzane z leczeniem pacjenta oraz obnizy wskaznik $miertelnosci.

5.5. Przeciwdzialanie inhibicji reakcji PCR w reakcjach diagnostycznych

Stosowanie metod molekularnych (w szczegdlnosci opartych na reakcjach
enzymatycznych jak np. PCR) w diagnostyce klinicznej wymaga doktadnego
oczyszczania DNA z materiatéw badawczych. Jest to konieczne ze wzgledu na obecnos¢
licznych inhibitoréw reakcji enzymatycznych w prébkach klinicznych. Niesie to ze soba
niebezpieczenstwo uzyskiwania wynikéw fatszywie negatywnych. Dodatkowy etap
ekstrakcji kwasow nukleinowych nie tylko wydtuza procedure diagnostyczng, ale
réwniez podnosi jej koszt. Takie podejScie czesto tez wymaga zatrudnienia
odpowiednio przeszkolonego personelu, gdyz poprawne przeprowadzenie etapu
izolacji DNA jest kluczowe dla wiarygodnos$ci otrzymanych wynikow. Wszelkiego
rodzaju kontaminacje prowadza do btednych wynikéw. Stosowanie zamknietych

systeméw do izolacji kwaséw nukleinowych wymaga zakupienia drogiego sprzetu oraz
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zwieksza jednostkowy koszt wykonania badania wynikajacy z koniecznosci zakupu
dodatkowych odczynnikow. Nigdy réwniez nie mozna mieé¢ pewnosci co do
catkowitego usuniecia inhibitoréw z badanej prébki. Dlatego w celu zwiekszenia
potencjatu aplikacyjnego metod diagnostycznych opartych o amplifikacje kwaséw
nukleinowych prowadzone s3 liczne badania nad mozliwoscig przeprowadzania reakcji
PCR bezposrednio z probek klinicznych bez etapu oczyszczania kwaséw nukleinowych.
Jednym ze stosowanych rozwigzan jest mutageneza polimeraz DNA w celu obnizenia
ich wrazliwo$ci na inhibitory. Szczegdlnie problematycznymi, a z drugiej strony

warto$ciowymi diagnostycznie sg probki krwi.

W zwiazku z tym, ze wéréd materiatéw klinicznych byly cztery pozytywne pod
wzgledem Candida sp. kultury krwi, postanowitem opracowaé¢ warunki reakcji
umozliwiajace zastosowanie metod molekularnych opartych o PCR do wykrywania
drozdzakéw bez obawy wystgpienia wynikow fatszywie negatywnych wynikajacych
z inhibicji polimerazy. W tym celu postanowitem zbada¢ komercyjnie dostepnag
polimeraze o zwiekszonej odpornosci na inhibitory wystepujace we krwi. Polimeraza
OmniKlenTaq (DNA Polymerase Technology) jest fragmentem Klenowa polimerazy Taq
z mutacjami, ktére wedtug wynalazcéw umozliwiajag wydajng amplifikacje nawet przy
20% krwi pelnej w badanej prébce (Kermekchiew i in. 2009). Jako uktad do weryfikacji
wtasciwosci polimerazy wybratem amplifikacje fragmentu genu 18S rDNA. W pierwszej
kolejnosci przeprowadzitem amplifikacje w gradiencie stezenia krwi petnej w proébce.
W zwiagzku z tym, ze producent nie podaje jednostkowosci polimerazy zastosowatem
rekomendowang objeto$¢. Sktad mieszanin reakcyjnych oraz profil temperaturowo

czasowy reakcji przedstawiajg tabele nr 961 97.

Tabela 96 Sktad mieszaniny reakcyjnej zastosowany do amplifikacji fragmentu genu 18S rDNA.

Odczynniki Objetos¢ [ul] StezZenie w
mieszaninie
reakcyjnej

woda Do 25 -
10x OmniKlen bufor 2,5 1x
Starter 18SF [10uM] 1 0,5 uM
Starter 18SR [10uM] 1 0,5 uM
dNTPs [8mM] 2 0,64 mM
DNA C. albicans ATCC90029 [23 ng/ul] 2 1,84 ng/pl
Polimeraza OmniKlenTaq 0,25 -
Krew petna 0-10* 0-40%

*zakres stosowanych objetosci krwi pelnej dodawanej do mieszaniny reakcyjnej od 0 do 10 pl
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Tabela 97 Profil temperaturowo-czasowy reakcji Real-time PCR do amplifikacji fragmentu genu
18S rDNA.

Temperatura [°C] Czas [s] Cykle
95 180
95 30
55 30 30
72 30
72 180
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Wynik amplifikacji przedstawia rycina nr 57.

M1 2 3 4 5

500 pz. —> S S e s sew «— specyficzny produkt

amplifikacji 480 pz

Rycina 57 Wynik rozdziatu elektroforetycznego w 1,2% zelu agarozowym  produktéw
amplifikacji fragmentu genu 18S rDNA w gradiencie stezenia krwi pelnej w mieszaninie
reakcyjnej M-Marker wielko$ci 100-1000, $ciezki 1-5 wzrastajace stezenie krwi pelnej w
mieszaninie reakcyjnej odpowiednio: 1-0%, 2-5%, 3-10%, 4-25%, 5-40%.

Otrzymane wyniki potwierdzily witasciwosci obnizonej wrazliwosci na
inhibitory polimerazy OmniKlenTaq umozliwiajgce amplifikacje nawet przy 40% krwi
pelnej w mieszaninie reakcyjnej. W celu dalszego zastosowania polimerazy
w opracowanych uktadach diagnostycznych niezbedne byto okreslenie jednostkowosci
preparatu komercyjnego. Do tego celu wykorzystatem polimeraze TagNova (firmy Blirt
S.A)) o znanej jednostkowosci i przeprowadzitem reakcje amplifikacji w gradiencie
stezenia polimerazy rownolegle z seryjnymi dwukrotnymi rozcienczeniami polimerazy
OmniKlenTaq. Schemat przygotowania seryjnych rozcieficzenn przedstawia rycina nr
58. W przypadku polimerazy OmniKlenTaq rozcienczenia prowadzitem poprzez
dodanie 0,5 pl polimerazy do 49,75 pl mieszaniny Master Mix w pierwszej probéwce

(zgodnie z zaleceniami producenta).
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1. Przygotowanie mieszaniny Master Mix

Master Mix zawierajacy:
' *Bufor reakcyjny
J *dNTPs

|
|
*Startery
/ *Jony Mg?*
*Matrycowe DNA
j \ 2. Rozporcjowanie mieszaniny Master Mix

!

00 e
pa—
e
e
j—

T e
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3. Seryjne rozcienczenia polimerazy

2 ul polimerazy

25 ul

| Ii | E | "
vYVVVVYV VY

Y

48 pl 25 ul Objetos¢ Master Mix

Rycina 58 Schemat przygotowania dwukrotnych seryjnych rozcieficzenn polimerazy
w mieszaninach reakcyjnych.

Warunki reakcji oraz sktad mieszanin reakcyjnych przedstawiaja odpowiednio tabele
nr 97,981 99.

Tabela 98 Sktad mieszaniny reakcyjnej do ustalenia jednostkowo$ci polimerazy OmniKlenTagq.

Odczynniki Objetos¢ [ul] Stezenie w
mieszaninie
reakcyjnej
woda Do 25 -
10x OmniKlen bufor 2,5 1x
Starter 18SF [10uM] 1 0,5 uM
Starter 18SR [10uM] 1 0,5 uM
dNTPs [8mM] 2 0,64 mM
DNA C. albicans ATCC90029 [23 ng/ul] 2 1,84 ng/pl
Polimeraza OmniKlenTaq Seryjne rozcienczenia -
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Tabela 99 Sktad mieszaniny reakcyjnej dla seryjnych rozcienczen polimerazy TagNova

Odczynniki Objetos¢ [pl] Stezenie w
mieszaninie
reakcyjnej

woda Do 25 -
10x bufor KC1 2,5 1x
Starter 18SF [10uM] 1 0,5 uM
Starter 18SR [10uM] 1 0,5 uM
dNTPs [8mM] 2 0,64 mM
MgCl; [50mM)] 1,5 3 mM
DNA C. albicans ATCC90029 [23 ng/pl] 2

Polimeraza TaqNova [2U/pl]

Seryjne rozcienczenia

1,84 ng/pl

Wynik amplifikacji w gradiencie

i OmniKlenTaq) przedstawia rycina nr 59.

stezenia polimeraz

(TagNova 2U/pl

2 1 05 0,250,125 0,060,030,015
ilo§¢  jednostek  polimerazy TaqNova
w przeliczeniu na 25 pl mieszaniny
reakcyjnej

Specyficzny produkt

! [ - S o s «——amplifikacji 480 pz.

100x 200x 400x 800x 1600x

Rozcienczenie polimerazy OmniklenTaq
w mieszaninie reakcyjnej

Rycina 59 Wynik rozdziatu elektroforetycznego w ..% Zelu agarozowym produktéw reakcji
amplifikacji fragmentu genu 18S rDNA z zastosowaniem gradientu polimerazy TaqNova oraz
OmniKlenTaq M-marker wielkosci 100-1000, 1-8 seryjne dwukrotne rozcienczenia polimerazy

A-TagNova B-OmniKlenTag.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze polimeraza TagNova pozwala na uzyskanie

specyficznego amplikonu w badanym uktadzie przy stezeniu 0,04 U/ul. Oznacza to w

przeliczeniu 1U polimerazy w 25 ul

mieszaniny reakcyjnej.

Wyjsciowo do

przygotowania rozcienczen uzytem 0,5 pl polimerazy OmniKlenTaq w objetosci 50 pl.

Zatem produkt zostal poczatkowo rozcienczony 100 Krotnie, a nastepnie w serii

2-krotnych rozcienczen. Maksymalne rozcienczenie,

dla ktoérego otrzymatem

pozytywny wynik reakcji amplifikacji wynosi 1600x. Odnoszac to do obliczonego

stezenia polimerazy TagNova mozna przyjaé, Ze stezenie polimerazy dla tego

rozcienczenia wynosito 0,04 U/pl. Oznacza, Ze wyjSciowe stezenie polimerazy

OmniKlenTaq wynosi 0,04 U/ul x 1600 = 64 U/pl. Jest to znacznie wyzsze stezenie niz

dla powszechnie dostepnych komercyjnych polimeraz. W zwiazku z tym, zeby

wykluczy¢ wptyw tak wysokiego stezenia enzymu na badanie wtasciwosci zwigzanych

z wrazliwoscig na inhibitory, postanowitem doprowadzi¢ jednostkowo$¢ polimerazy

OmniKlenTaq do 2U/pl. Na podstawie obliczonej jednostkowos$ci rozcienczytem

30-krotnie komercyjny preparat w standardowym buforze do przechowywania
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polimeraz (20 mM Tris-HCl (pH 8,0 w 25°C), 100 mM KCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT,
0,5% (v/v) Nonidet P40, 0,5% (v/v) Tween 20, 50% (v/v) glicerol). W celu
potwierdzenia uzyskania takiego samego stezenia polimerazy OmniKlenTaq jak
TaqNova przeprowadzitem ponownie eksperyment z seryjnymi rozcienczeniami
polimeraz tym razem dodajac po 2 pl kazdego z produktéw do 48 pl mieszaniny master
mix zgodnie ze schematem przedstawionym na rycinie nr 58. Reakcje amplifikacji
prowadzitem zgodnie z profilem temperaturowo-czasowym i skltadem mieszanin
reakcyjnych przedstawionych w tabelach nr 97,98 i 99. Wyniki przedstawia rycina nr

60.
A B

1T Te2F EEeE N2

Specyficzny produkt
amplifikacji 480 pz. — iy "= - —

i -

Rycina 60 Wpynik rozdziatu elektroforetycznego w 1,2% Zelu agarozowym produktéw
amplifikacji fragmentu genu 18S rDNA dla seryjnych rozcienczen polimerazy TaqNova oraz 30
krotnie rozcienczonej OmniKlenTaq M-marker wielko$ci 500-6000, $ciezki 1-4 seryjne 2-krotne
rozcienczenia polimeraz: A-TagNova, B-30x OmniKlenTag.

Uzyskany wynik potwierdza poprawno$¢ wyznaczonego stezenia polimerazy
OmniKlenTaq. Po jej 30-krotnym rozcienczeniu uzyskatem identyczny wynik
amplifikacji dla seryjnych dwukrotnych rozcienczen enzymu w mieszaninie reakcyjnej
jak dla polimerazy TagNova o zdefiniowanej przez producenta jednostkowosci 2U/pl.
W Kkolejnym etapie przeprowadzitem eksperyment majacy na celu zbadanie
wrazliwosci polimerazy OmniKlenTaq na inhibitory przy stezeniach enzymu
stosowanych w standardowych reakcjach PCR. Rdwnolegle przeprowadzitem
amplifikacje z wykorzystaniem standardowej polimerazy TaqNova. Sktad mieszanin
reakcyjnych oraz profil temperaturowo czasowy przedstawiaja tabele nr 97, 1001 101.

Tabela 100 Sktad mieszaniny reakcyjnej zastosowany do amplifikacji fragmentu genu 18S rDNA
z rozcienczong polimerazg OmniKlenTaq w gradiencie stezen krwi pelnej w mieszaninie
reakcyjnej.

Odczynniki Objetos¢ [ul] Stezenie w
mieszaninie
reakcyjnej
woda Do 25 -
10x OmniKlen bufor 2,5 1x
Starter 18SF [10uM] 1 0,5 uM
Starter 18SR [10uM] 1 0,5 uM
dNTPs [8mM] 2 0,64 mM
DNA C. albicans ATCC90029 [23 ng/ul] 2 1,84 ng/pl
30x rozc. polimeraza OmniKlenTaq 1

Krew petna 0-10* 0-40%

*zakres stosowanych objetosci krwi pelnej dodawanej do mieszaniny reakcyjnej od 0 do 10 pl.
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Tabela 101 Sktad mieszaniny reakcyjnej do amplifikacji fragmentu genu 18S rDNA z polimeraza
TaqNova w gradiencie stezen krwi petnej w mieszaninie reakcyjnej.

Odczynniki Objetos¢ [pl] Stezenie w
mieszaninie
reakcyjnej

woda Do 25 -
10x bufor KC1 2,5 1x
Starter 18SF [10uM] 1 0,5 uM
Starter 18SR [10uM] 1 0,5 uM
dNTPs [8mM] 2 0,64 mM
MgCl; [5S0mM] 1,5 3mM
DNA C. albicans ATCC90029 [23 ng/pl] 2 1,84 ng/pl
Polimeraza TagNova [2U/ul] 1 0,08 U/ul
Krew petha 0-10 0-40%

* zakres stosowanych objetosci krwi petnej dodawanej do mieszaniny reakcyjnej od 0 do 10 pl.

Wyniki przedstawia rycina nr 61.

A B
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 M
Specyficzny produkt -
amplifikacji 480 pz. —_
— - . <+—500 pz.

Rycina 61 Wynik rozdziatu elektroforetycznego w 1,2% zelu agarozwym  produktéw
amplifikacji fragmentu genu 18S rDNA w gradiencie stezenia krwi pelnej w mieszaninie
reakcyjnej z zastosowaniem 1U polimerazy TagNova (A) i OmniKlenTaq (B) w 25 pl mieszaniny
reakcyjnej M-marker wielkosci 500-6000 $ciezki 1-5 gradient stezenia krwi petnej: 0%, 10%,
20%, 30%, 40%.

Wynik amplifikacji wskazuje na to, ze w przypadku obu polimeraz (TagNova
oraz OmniKlenTaq) nastgpita inhibicja reakcji PCR juz przy 10% zawarto$ci krwi petnej
w mieszaninie reakcyjne;j. Jest to wynik oczekiwany dla polimerazy TagNova, ktéra w
zaden sposéb nie zostata zmodyfikowana pod katem zwiekszenia opornosci na
inhibicje. Zaskakujacy jest natomiast rezultat dla polimerazy OmniKlenTaq
w przypadku ktérej nastgpita inhibicja w réwnym stopniu jak dla polimerazy nie
przeznaczonej do amplifikacji w obecno$ci inhibitoréw. Na podstawie
przeprowadzonych eksperymentéw stwierdzitem, ze pozytywny wynik amplifikacji
w obecnos$ci nawet 40% krwi dla z zastosowaniem polimerazy OmniKlenTaq mozliwy

byt dzieki bardzo wysokiemu stezeniu enzymu w mieszaninie reakcyjne;j.

W celu zbadania wzajemnych korelacji pomiedzy stezeniami polimerazy DNA
oraz krwi pelnej w mieszaninie reakcyjnej przeprowadzitem reakcje dla réznego

stezenia krwi w gradiencie stezenia polimerazy. Eksperyment przeprowadzitem dla
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polimerazy OmniKlenTaq. Sktad mieszanin reakcyjnych oraz profil temperaturowo-
czasowy przedstawiajg tabele nr 971 102.

Tabela 102 Skiad mieszaniny reakcyjnej zastosowany do amplifikacji fragmentu genu 18S rDNA
w gradiencie polimerazy OmniKlenTaq dla réznych stezen krwi pelnej w mieszaninie
reakcyjnej.

Odczynniki Objetosc [pl] SteZenie w mieszaninie

reakcyjnej

woda Do 25 -

10x OmniKlen bufor 2,5 1x

Starter 18SF [10uM] 1 0,5 uM

Starter 18SR [10uM] 1 0,5 uM

dNTPs [8mM] 2 0,64 mM

DNA C. albicans ATCC90029 [23 ng/pl] 2 1,84 ng/ul

Polimeraza OmniKlenTaq 0,004-0,5* 0,01-1,2U0/ul

Krew peha 0-7,5%* 0-30%

*przygotowane za pomocg seryjnych 2-krotnych rozcieficzen
** stosowane objetosci krwi pelnej dodawanej do mieszaniny reakcyjnej od 0 do 7,5 ul

Wynik amplifikacji przedstawia rycina nr 62.

A-M 123 456738 B M 123 4 56738
Specyficzny produkt =
amplifikacji 480 pz. ol o e - -
—».UIII-- - .- -
C M 123 4 56738 DMi123 456738
500 pz. — | S S S o -~ - - -

Rycina 62 Wynik rozdziatu elektroforetycznego w 1,2% zelu agarozowym produktéw reakcji
amplifikacji w obecnosci réznej zawartos$ci krwi pewinej w mieszaninie reakcyjnej A-0% B-10%
C-20% D-30%, M-marker wielkosci 1kb Fermentas, $ciezki 1-8 odpowiadaja réznemu stezeniu
polimerazy OmniKlenTaq w mieszaninie reakcyjnej odpowiednio: 1-1,2; 2-0,6; 3-0,3; 4-0,15;
5-0,075; 6-0,04; 7-0,02; 8-0,01 [U/ul].

Otrzymany wynik potwierdza zalezno$¢ pomiedzy granicznym stezeniem
polimerazy, dla ktérego powstawat produkt PCR, a zawarto$cig krwi w mieszaninie
reakcyjnej. Im wyzsze stezenie krwi, tym przy wyzszym stezeniu polimerazy dochodzi
do inhibicji reakcji PCR. W przypadku braku inhibitoréw w mieszaninie reakcyjnej przy
wyzszych stezeniach polimerazy wydajno$¢ amplifikacji spada. Dla kazdego ze stezen
inhibitorow zbyt duza ilo$¢ polimerazy skutkuje powstawaniem niespecyficznych
amplikonéw. Przeprowadzony eksperyment wykazatl, Ze mozliwe jest uzyskiwanie

wydajnej amplifikacji w obecno$ci nawet 30% krwi petnej w mieszaninie reakcyjnej
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przy odpowiednio wysokim stezeniu polimerazy OmniKlenTaq. Jednym
z mechanizmdéw wyjasniajacych wynik eksperymentu moze by¢ efekt sttoczenia
molekularnego wywotanego przez wysokie stezenie biatka w mieszaninie reakcyjne;j.
W celu potwierdzenia tej hipotezy przeprowadzitem amplifikacje przy granicznym
stezeniu polimerazy (pierwszym niedajgcym amplifikacji) dla 30% stezenia krwi
w mieszaninie reakcyjnej (0,15 U/pl). Zastosowatem gradient stezenia BSA w celu
symulacji zjawiska ttoku molekularnego wywotanego przez inne biatko niz polimeraza
DNA. Sktad mieszanin reakcyjnych oraz profil temperaturowo czasowy rekcji
przedstawiaja tabele nr 97 1 103.

Tabela 103 Sktad mieszaniny reakcyjnej zastosowany do amplifikacji fragmentu genu 18S rDNA
w gradiencie stezenia BSA i 30% krwi pelnej w mieszaninie reakcyjne;j.

Stezenie w
Odczynniki Objetos¢ [ul] mieszaninie

reakcyjnej
woda Do 25 -
10x OmniKlen bufor 2,5 1x
Starter 18SF [10uM] 1 0,5 uM
Starter 18SR [10uM] 1 0,5 uM
dNTPs [8mM] 2 0,64 mM
DNA C. albicans ATCC90029 [23 ng/pl] 2 1,84 ng/ul
Polimeraza OmniKlenTaq 0,6 0,0/ul
BSA [1mg/ml] 0-6 0-0,24 mg/ml
Krew peha 0/7,5* 0/30%

*stosowane objetosci krwi pelnej dodawanej do mieszaniny reakcyjnej 0 lub 7,5 pl.

Wyniki przedstawia rycina nr 63

A

v——
-

B M 1 2 3 4 5 67

Specyficzny produkt
S500pz. — P SN S S S . S . | —
— amplifikacji 480 pz.

21

Rycina 63 Wynik rozdziatu elektroforetycznego produktéw amplifikacji fragmentu genu 18S
rDNA przy stezeniu krwi w mieszaninie reakcyjnej 30%-A i 0%-B w gradiencie stezenia BSA
z zastosowaniem granicznego stezenia polimerazy OmniKlenTaq skutkujgcy inhibicja reakcji
PCR przy 30% krwi, M-marker wielkos$ci 100-500, $ciezki odpowiadaja gradientowi stezenia
BSA: 1-0, 2-0,04, 3-0,08, 4-0,12, 5-0,16, 6-0,2, 7-0,24 [mg/ml].
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Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna stwierdzié, ze ttok molekularny
spowodowany zwiekszajagcym sie stezeniem BSA w mieszaninie reakcyjnej nie
przyniost efektu w postaci zniwelowania skutkéw inhibicji przy 30% stezeniu krwi.
Jednocze$nie wynik otrzymany dla reakcji bez krwi wskazuje na brak inhibicji
spowodowany obecnos$cia BSA, jak réwniez potwierdza, ze dla danego stezenia
polimerazy w przypadku braku inhibicji otrzymywany jest wydajny produkt
amplifikacji. Prowadzi to do wniosku, Ze efekt inhibicji niwelowany jest przez
zwiekszenie stezenia polimerazy DNA w mieszaninie reakcyjnej. Mechanizm ten moze
polega¢ na oddziatywaniu czasteczek polimerazy z inhibitorami, ktére np. blokuja
centrum aktywne lub modyfikujg strukture biatka. Poprzez zaangazowanie czeSci
czasteczek polimerazy w interakcje z inhibitorami nastepuje wymiareczkowanie
inhibitorow w mieszaninie reakcyjnej, dzieki czemu pozostate czasteczki enzymu biora
udzial w reakcji amplifikacji. W celu weryfikacji takiej hipotezy przeprowadzilem
eksperyment polegajagcy na przeprowadzeniu reakcji PCR z wykorzystaniem
niemodyfikowanej polimerazy DNA o standardowych wtasciwosciach, jednak
0 znacznie wyzszym stezeniu niz dostepne komercyjnie. Wykorzystatem do tego celu
polimeraze TaqNova o stezeniu 2U/ul, ktéra zagescitem 30 Kkrotnie uzyskujac
jednostkowo$¢ na poziomie 60U/ul. Tak przygotowany preparat postuzyt do
przygotowania reakcji PCR przy stezeniu krwi 0 i 30%, wedtug skiadu
przedstawionego w tabeli nr 104. Profil temperaturowo-czasowy reakcji byt zgodny
z tabelg nr 97.

Tabela 104 Sktad mieszaniny reakcyjnej do amplifikacji fragmentu genu 18S rDNA z polimeraza
TagNova w gradiencie stezen krwi petnej w mieszaninie reakcyjnej.

Stezenie w
Odczynniki Objetos¢ [ul] mieszaninie

reakcyjnej
woda Do 25 -
10x bufor KCI 2,5 1x
Starter 18SF [10uM] 1 0,5 uM
Starter 18SR [10uM] 1 0,5 uM
dNTPs [8mM] 2 0,64 mM
MgCl; [5S0mM] 1,5 3 mM
DNA C. albicans ATCC90029 [23 ng/ul] 2 1,84 ng/pl
Polimeraza TagNova [60U/pl] 0,004-1* 0,01-2,4U/ul
Krew petna 0/7,5** 0/30%

*przygotowane za pomocg seryjnych 2-krotnych rozcieniczen

**stosowane objetosci krwi peinej dodawanej do mieszaniny reakcyjnej 0 lub 7,5 pl.
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Wynik amplifikacji przedstawia rycina nr 64.

AI\/I123»456789

B M1 2 3 456 7 89

Specyficzny produkt

. - - - - amplifikacji 480 pz.

Rycina 64 Wynik rozdziatu elektroforetycznego w 1,2% Zelu agarozowym produktéw
amplifikacji fragmentu genu 18S rDNA w przypadku A-30% i B-0% krwi w mieszaninie
reakcyjnej z zastosowaniem gradientu stezenia polimerazy TagNova, M-marker wielkosci 100-
1000, $ciezki odpowiadaja stezeniu polimerazy: 1-2,4; 2-1,2; 3-0,6; 4-0,3; 5-0,15; 6-0,075; 7-
0,04; 8-0,02; 9-0,01 [U/pl].

Otrzymany wynik wskazuje na to, Ze zwiekszenie stezenia polimerazy w reakcji
PCR przeciwdziata inhibicji w przypadku obecnosci nawet 30% krwi w mieszaninie
reakcyjnej. Potwierdza to réwniez hipoteze mechanizmu polegajacego na inaktywacje
czesci polimerazy znajdujacej sie w mieszaninie reakcyjnej co powoduje brak wolnych
inhibitoréw do oddzialtywania z pozostatymi czasteczkami biatka, ktére Kkatalizujg

reakcje amplifikacji fragmentéw DNA.

5.6. Opracowanie procedury diagnostycznej do identyfikacji gatunkowej
drozdzakow z rodzaju Candida z pozytywnych hodowli krwi z aparatu

BactAlert®

Otrzymane wyniki badan postanowitem wykorzysta¢ do zaprojektowania
procedury diagnostycznej umozliwiajgcej amplifikacje bezposrednio z pozytywnej
kultury krwi z pominieciem etapéw hodowli na podtozach statych oraz oczyszczania
kwasow nukleinowych. Do tego celu wybratem metode real-time PCR poniewaz
charakteryzuje sie ona najwyzsza czuto$cig. Opracowanag procedure diagnostyczng

przedstawia rycina nr 65.

156


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Pozytywny wynik hodowli w aparacie
BactAlert

Pobranie 2 ml kultury za pomoca
strzykawki

Filtracja za pomoca filtra
strzykawkowego o $rednicy por 0,2 um

Przeptukanie filtra buforem TE za
pomoca nowej strzykawki

Nastawienie reakcji real-time PCR jako
matryce stosujac 2 pl otrzymanego
roztworu po ptukaniu

Rycina 65 Schemat postepowania w celu przygotowania prébki pochodzacej z pozytywnej
hodowli krwi z butelki hodowlanej BactAlert® do identyfikacji gatunkowej za pomocg reakcji
rel-time PCR.

Do amplifikacji uktadu opartego o gen akonitazy zoptymalizowatem sktad
mieszaniny reakcyjnej wykorzystujac polimeraze OmniKlenTaq i barwnik interkalujacy
EvaGreen®. Optymalizacje przeprowadzitem na pozytywnej hodowli zidentyfikowane;j
jako C. albicans. Reakcje przeprowadzilem réwniez dla dwukrotnie zwiekszonego
stezenia magnezu w celu sprawdzenia czy podniesie to wydajno$¢ reakcji amplifikacji.
Jednoczesnie przeprowadzitem reakcje dla polimerazy o standardowej jednostkowosci.
Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz profil temperaturowo-czasowy przedstawiajg tabele

nr89i105.
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Tabela 105 Sktad mieszaniny reakcyjnej do identyfikacji C.albicans bezposrednio z pozytywnej

hodowli krwi

Odczynniki Objetos¢ [pl] Stezenie w
mieszaninie
reakcyjnej
woda Do 20 -
10x bufor OmniKlenTaq 2 1x
Starter AcoF [10puM] 1 0,5 uM
Starter AcoReal [10uM] 1 0,5 uM
dNTPs [8mM] 2 0,64 mM
MgCl; [50mM)] 1,5/3 3/6 mM
Barwnik EvaGreen 50x 0,4 1x
Polimeraza OmniKlenTaq 0,8 2,4/0,08 U/ul
[60U/ul]/[2U/p]
Filtrat z hodowli krwi 2 -

Wynik przedstawia rycina nr 66.
A

4.4

2,4 U/ul polimerazy / 3 mM MgCl:

4]

36

2,4 U/l polimerazy / 6 mM MgCl

3.2

**11 0,08 U/ul polimerazy / 3 mM MgCls

2.4

2]

Fluorescence (530)

0,08 U/l polimerazy / 6 mM MgCl;

16

1.2
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00834
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s @0 92 s

Rycina 66 A- Wynik amplifikacji przeprowadzonej w kierunku identyfikacji C. albicans
z pozytywnej probki krwi, B-krzywe topnienia amplikonéw.

Wynik amplifikacji potwierdza wysunietg hipoteze, ze zwiekszenie stezenia

polimerazy przeciwdziata inhibicji reakcji

PCR w przypadku obecnosci krwi

w mieszaninie reakcyjnej. Uzyskalem wydajnie specyficzny produkt przy stezeniu

158


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

polimerazy 2,4 U/pl i jondw magnezu 3mM. Przy niZzszym stezeniu polimerazy
(0,08 U/pl) doszto do inhibicji reakcji PCR. Otrzymatem réwniez amplifikacje dla
kontroli negatywnej (bez DNA) jednak warto$¢ Ct na poziome 32 cyklu oraz nizsza
temperatura topnienia amplikonu wzgledem produktu specyficznego moze $wiadczy¢
o tym, Ze jest to produkt powstajacy ze struktur dimeréw starteréw obecnych w
mieszaninie reakcyjnej. Powodem tego moze by¢ fakt, Zze polimeraza OmniKlenTaq nie

jest dedykowana do reakcji real-time PCR i nie posiada wtasciwosci typu hot start.
6. Podsumowanie

Celem prowadzonych badan byto opracowanie uktadéw diagnostycznych do
identyfikacji rodzajowej i gatunkowej drozdzakéow Candida w oparciu o reakcje
amplifikacji specyficznych fragmentéw DNA. ZatozZenia podjetego zadania badawczego
obejmowaty poszukiwanie nowych celow molekularnych specyficznych zaréwno

gatunkowo jak i rodzajowo.

Wynikiem realizacji planéw badawczych jest opracowanie 16 uktadow
diagnostycznych wykorzystujacych 5 réznych metod opartych o techniki amplifikacji
kwaséw nukleinowych: tRFLP PCR, prosty PCR, ztozony PCR, real-time PCR oraz
ztozony real-time PCR. W zaprojektowanych reakcjach diagnostycznych wykorzystatem
5 gendéw (lys21, aco2, enol, trfa, fks1), ktérych fragmenty stanowilty specyficzne
gatunkowo oraz rodzajowo cele molekularne. Trzy z tych genéw wykorzystatem po raz
pierwszy i do tej pory nie byly opisane w piSmiennictwie pod katem wykorzystania
w diagnostyce zakazen wywotywanych przez drozdzaki z rodzaju Candida (gen syntazy
homocytrynianowej, akonitazy oraz enolazy). Nowos$cig jest rowniez wyKkorzystanie
metody tRFLP do identyfikacji gatunkowej drobnoustrojow. Wszystkie opracowane

uktady diagnostyczne przedstawitem w tabeli nr 106.
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Tabela 106 Opracowane uktady diagnostyczne do identyfikacji drozdzakéw z rodzaju Candida

Lp. Metoda Cel molekularny Wykrywane gatunki
1 PCR lys21 pan-Candida
2 PCR tRFLP lys21 C. albicans, C. glabrata,

C. krusei, C. parapsilosis

C. tropicalis, C. dubliniensis

3 PCR aco?2 C. albicans
4 PCR enol C. krusei
5 PCR trf4 C. glabrata
6 PCR trf4 C. tropicalis
7 Ztozony PCR lys21, aco2, enol, C. albicans,C. glabrata,
trf4, fks1 C. krusei,C. parapsilosis
C. tropicalis
8 Real-time PCR aco? C. albicans
9 Real-time PCR enol C. krusei
10 Real-time PCR trf4 C. glabrata
11 Real-time PCR trf4 C. tropicalis
12 Real-time PCR lys21 C. parapsilosis
13 Real-time PCR lys21 pan-Candida (analiza profilu
topnienia umozliwia
identyfikacje C. albicans,
C. glabrata, C. krusei,
C. parapsilosis, C. tropicalis
14  Ztozony real-time PCR lys21, trfa C. parapsilosis. C. tropicalis
15 Ztozony real-time PCR aco, eno C. albicans, C. krusei

16  Ztozony real-time PCR lys21, trf4, eno C. parapsilosis. C. tropicalis,

C. krusei

Dzieki nawiagzaniu wspétpracy z Laboratorium Mikrobiologii Klinicznej
Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego miatem mozliwos¢ zaréwno wstepnej walidacji
opracowanych uktadéw diagnostycznych z wykorzystaniem szczepéw klinicznych jak
réwniez dostosowanie projektowanych metod diagnostycznych do procedur
i warunkéw prowadzenia badan w klinicznych laboratoriach mikrobiologicznych.
Pozwolito to na znaczne podniesienie potencjatu aplikacyjnego wynikéw badan.
Wybratem 4 uktady (tRFLP, ztoZzony PCR, ztozony real-time PCR oraz pan-Candida real-
time PCR), za pomocg ktérych przeprowadzitem identyfikacje gatunkowag 104

160


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

klinicznych szczepéw drozdzakéw izolowanych od pacjentow Uniwersyteckiego
Centrum Klinicznego w Gdansku. Dla wszystkich izolatéw otrzymatem poprawne
wyniki identyfikacji w odniesieniu do oznaczenia gatunkowego wykonanego
w Laboratorium Mikrobiologii Klinicznej zgodnie z obowigzujacymi tam procedurami
diagnostycznymi. Na podstawie tych wynikow mozna stwierdzi¢, Ze opracowane
uktady do identyfikacji gatunkowej i rodzajowej drozdzakéw Candida moga by¢
wykorzystane w molekularnej diagnostyce klinicznej. W wyniku analizy procedury
diagnostycznej pod katem czasu potrzebnego na okreslenie przynaleznosci gatunkowej
drozdzakéw obecnych w badanym materiale klinicznym wykazatem, Ze wdrozenie
metod molekularnych skraca czas identyfikacji z kilku dni do nawet kilku godzin.
Skrécenie czasu badania przektada sie bezposrednio na szybkos¢ wdrozenia
odpowiedniego leczenia co zwieksza szanse na wyleczenie pacjentow szczegdlnie w

przypadkach kandydemii.

W zwiazku z tym, ze w materiale klinicznym znajduje sie wiele zwigzkéw
bedacych inhibitorami reakcji PCR w swojej pracy podjatem réwniez problem
przeciwdziatania inhibicji reakcji PCR. Jako materiat do badan wybratem krew, gdyz to
w przypadku zakazen uktadowych szybka i poprawna diagnostyka ma kluczowe
znaczenie dla przezycia pacjenta. Zatozeniem byto opracowanie takiego sposobu
przygotowania probki badanej oraz optymalizacja sktadu mieszaniny reakcyjnej aby
mozliwe bylo przeprowadzenie oznaczenia bez koniecznosci hodowli drozdzakéw na
dodatkowych podtozach. W wyniku przeprowadzonych badan wykazatem, ze
zwiekszenie iloSci polimerazy w mieszaninie reakcyjnej skutecznie przeciwdziata
inhibicji reakcji amplifikacji skutkujagc wydajnym otrzymywaniem specyficznych
produktéw reakcji. W zwigzku z tym, ze czesto stezenie drobnoustrojow we krwi jest
niskie oraz bioragc pod uwage mozliwosci ekonomiczne i procedury obecne
w laboratoriach klinicznych opracowatem metode do identyfikacji drozdzakow z
rodzaju Candida z pozytywnych hodowli krwi w butelkach BactAlert®. Tego rodzaju
podejscie nie wymaga rozszerzenia procedury badawczej o pobranie dodatkowe;j
probki krwi od pacjenta do badan molekularnych. Ponadto analizie poddaje sie jedynie
takie probki, ktére daty pozytywny wynik w hodowli co obniza koszty o badanie
prébek negatywnych. Pomimo tego, Ze metody molekularne w proponowanej przeze
mnie procedurze diagnostycznej sa stosowane dopiero po uzyskaniu pozytywnej
hodowli krwi to i tak powoduje to skrdocenie czasu identyfikacji gatunkowej w kierunku

Candida spp. nawet o dwa dni.
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Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze w trakcie realizacji pracy doktorskiej
zrealizowatem postawione cel i zatozenia badawcze. Z powodzeniem opracowatem
szereg uktadéw diagnostycznych o wysokim potencjale aplikacyjnym w procedurach
badawczych klinicznych laboratoriéw mikrobiologicznych. Do tego celu wykorzystatem
nieopisane dotychczas cele molekularne do identyfikacji gatunkowej i rodzajowej
Candida. Wykazatem ich specyficzno$¢ gatunkowg i rodzajowa zaréwno na szczepach
referencyjnych jak i klinicznych. Opracowatem rowniez procedure i metodyke

identyfikacji gatunkowej drozdzakéw Candida z pozytywnych hodowli krwi.

Otrzymane przeze mnie wyniki badan stanowig réwniez podstawy do
kontynuacji badan w kierunku poznawania mechanizméw inhibicji reakcji PCR przez
zwigzki obecne w materiatach klinicznych. Zastosowanie po raz pierwszy metody
tRFLP do identyfikacji gatunkowej drobnoustrojéw moze prowadzi¢ do wykorzystania
jej w przypadku innych mikroorganizméw, a w szczegélnosci takich, ktére stanowia
problemy diagnostyczne nawet z zastosowaniem metod molekularnych. Opracowane
uktady diagnostyczne wykorzystujace reakcje real-time PCR moga zosta¢ wzbogacone
o specyficzne sondy molekularne co dodatkowo podniesie ich specyficzno$¢ oraz

wyeliminuje konieczno$¢ analizy profili topnienia co uprosci interpretacje wynikéw.
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8. Wykaz stosowanych skrotow

A - adenina
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odciecia(treshold cycle)

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy

EDTA - kwas wersenowy

FISH - f;luorecencyjna hybrydyzacjia in situ (Fluorescence In Situ Hybrydization)

G - guanina

ITS - Internal Transcribed Spacer

j-tk. - jednostki tworzace kolonie

MALDI TOF - Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight

mtDNA - mitochondrialne DNA

NAC - non albicans Candida
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PCR - reakcja taficuchowa polimerazy (Polymerase Chain Reaction)

PNA - kwas peptydonukleinowy (Peptide Nucleic Acid)

pz. - pary zasad

rDNA - rybosomalny DNA

RNA - kwas rybonukleinowy

rRNA - rybosomalny RNA

T - tymina

t-RFLP - polimorfizm dtugos$ci terminalnych fragmentéw restrykcyjnych (terminal
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tRNA - transporujgcy (transferowy) RNA

UV - promieniowanie ultrafioletowe (Ultraviolet)
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