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Omowiono etapy tworzenia zestawu diagnostycznego przeznaczonego do ge-
netycznego typowania szczepow bakteryjnych wykorzystujacego procedure
PCR MP (PCR Melting Profiles). Dokonano optymalizacji warunkoéw i wali-
dacji metody w celu przystosowania jej do potrzeb epidemiologicznej oceny
zakazen szpitalnych. Opracowany zestaw stwarza mozliwoS$ci zastosowania
go w laboratoriach prowadzacych rutynowo badania diagnostyczne.

Od kilku lat dostepne sa komercyjne zestawy diagnostyczne oparte o analiz¢ materialu
genetycznego do wykrywania i identyfikacji drobnoustrojow. Natomiast brak jest wygodnych
wuzyciu i tanich zestawow diagnostycznych do genetycznego typowania mikroorganizméow,
przydatnych w badaniach epidemiologicznych. Metody takie powinny by¢ uniwersalne,
charakteryzowac si¢ wysokim potencjalem réznicujacym, wysoka precyzja, powtarzalnos-
cig otrzymywanych wynikow, tatwoscia i szybko$cig wykonania, tatwos$cig interpretacji
wynikow oraz mozliwoscia przebadania jednocze$nie wielu probek.

W roku 1995 Miedzynarodowa Organizacja ds. Standaryzacji (ISO - International
Organization for Standarization) ustalita wytyczne, co do jakosci klinicznych testow labo-
ratoryjnych i systemowych testow diagnostycznych in vitro oraz walidacji metod mikro-
biologicznych. W Europie, zasady walidacji alternatywnych metod mikrobiologicznych
zostaly okreslone norma PN-EN ISO 16140:2004. Ustalono, ze kazda nowo wprowadzana
metoda powinna zosta¢ zwalidowana. Walidacji nalezy dokonywa¢ takze wowczas, gdy
kontrolujac jakos¢ stosowanej metody stwierdzono zmiennos¢ jej parametrow w czasie oraz,
gdy planuje si¢ rozszerzenie stosowania danej metody. Dana metoda moze zosta¢ poddana
walidacji dopiero wowczas, gdy zostata poddana procesowi optymalizacji. Nie zostaty do tej
pory podane na §wiecie normy dla metod typowania genetycznego drobnoustrojow, dlatego
w pracy kierowano si¢ wytycznymi ICH (The International Conference of Pharmaceuticals
for Humans Use) (2) oraz monografii EP (European Pharmacopeia) okreslonymi dla metod
badawczych wykorzystujacych techniki amplifikacji kwasow nukleinowych — NAT (Nuc-
leic Acid Amplification Technique) (1). Brano takze pod uwagg wskazéwki zamieszczone

1 Praca zostata wykonana w ramach projektu badawczego KBN nr N404 078 31/3454
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w raporcie dla Europejskiego Towarzystwa Mikrobiologii Klinicznej i Choréb Zakaznych
(European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID) (11).

Wisrdéd molekularnych metod genetycznego typowania mikroorganizmow wyrdznia si¢
techniki ,,genomowego odcisku palca” (fingerprinting), opierajace si¢ na analizie calego ma-
teriatu genetycznego zawartego w komorce. Jedng z nich jest metoda PCR MP (Polymerase
Chain Reaction Melting Profiles) opisana w roku 2003 przez Masny i Plucienniczaka (10).
Laczy ona w sobie szybko$¢ i prostote wykonania z sitg dyskryminacji metody REA-PFGE
(Restriction Enzyme Analysis - Pulsed Field Gel Electrophoresis) (6-9).

Metoda PCR MP oparta jest na trawieniu genomowego DNA jednym enzymem restryk-
cyjnym ($rednio tnagcym, dajagcym okoto 400-600 fragmentéw i pozostawiajacym wiszace
konce 5°), ligacji krotkiego adaptora (zbudowanego z oligonukleotydu pomocniczego
o sekwencji komplementarnej do wiszacego konca 5’ 1 wtasciwego oligonukleotydu ligowa-

Procedura wg. Masny Procedura wg. Kraweczyk
iwsp. [10] i wsp. [6]
Trawienie restrykcyjne Trawienie restrykeyjne
genomowego DNA genomowego DNA
Hind III Hind III
20U;4h 5U;1h
¥
Oczyszczanie produktow
po trawieniu restrykeyjnym
Elotrakeja
fenol:chloroform
Precypitacja etanolowa
30 min.
¢ v
| Ligacja adaptoréw | | Ligacja adaptorow |
]
noc
v
| Inaktywacja termiczna |
70 °C; 10 min |
v
| PCR— 22 cykle I | PCR - 22 cykle |
Polimeraza Tag
Hot.Start Polimeraza Pwo
v
Elektroforeza Elektroforeza
poliakryloamidowa poliakryloamidowa

E—

Ryc. 1. Pordwnanie procedury PCR MP opublikowanej przez Masny i Plucienniczak (10) z zmo-
dyfikowang procedurg w pracy Krawczyk i wsp. (6).
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nego) oraz amplifikacji ze starterami komplementarnymi do sekwencji koncow fragmentow
restrykcyjnych zakonczonych adaptorem. Zastosowanie standardowej temperatury denatu-
racji w cyklach PCR, w zakresie 94 - 95°C, powoduje amplifikacje wszystkich fragmentow
restrykeyjnych zakonczonych adaptorami. Aby uzyskac¢ ograniczong ilos¢ amplifikowanych
fragmentow (wybiorcza amplifikacje) w celu tatwiejszej analizy wynikow, stosuje si¢
nizsza temperatur¢ denaturacji w cyklach PCR. Ze wzgledu na r6zng stabilnos$¢ termiczna
dwuniciowych fragmentow restrykcyjnych (zalezng od sktadu sekwencji nukleotydowej
oraz procentowego udziatu par GC) mozliwe jest eksperymentalne dobranie temperatury
denaturacji, w ktorej tylko cze$¢ fragmentoéw restrykeyjnych ulega denaturacji, stajac si¢
matrycami do amplifikacji. Odpowiedni dobor temperatury denaturacji w cyklach PCR
MP decyduje o potencjale roznicujacym i stopniu ztozonosci profilu prazkéw. Po rozdziale
elektroforetycznym, powstate amplikony tworza unikalny wzor prazkow charakterystycz-
ny dla DNA danego szczepu bakteryjnego, ktore nast¢pnie analizuje si¢ po wybarwieniu
bromkiem etydyny w $wietle lampy UV.

PCR MP

[ Wybér ukladu ] [ Wybor optymalnej Td ] [ Optymalizacja procedury

|

restrykcyjnego i ilosci odczynnikow

Weryfikacja
Zoptymalizowanej techniki
‘Walidacja metody
badawczej

Konstrukcja
zestawu

[ Weryfikacja zestawu

Selektywnos¢

—
—
=2
o]

Specyficznosé

Granica
oznaczalnosci

Elastycznos¢

Precyzja

Powtarzalno$¢
Odtwarzalno$é
Uniwersalno$é¢

Ryc.2.  Schemat postgpowania zastosowany przy tworzeniu zestawu diagnostycznego.
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Zastosowanie metody PCR MP w badaniach epidemiologicznych po raz pierwszy przed-
stawiono w roku 2006 w pracy Krawczyk i wsp. (6) dla genetycznego typowania izolatow
E. coli, modyfikujac procedure metody PCR MP opublikowana przez Masny i Phucienniczaka
(10), znaczaco skracajac poszczegolne jej etapy (Ryc. 1).

Przyktady zastosowan powyzszej metody dla genotypowania innych gatunkéw mikro-
organizmoéw zostaly przedstawione w kolejnych pracach (7-9). Metoda PCR MP umozliwia
okreslenie genotypu izolatow bakterii pochodzacych z ognisk zakazen szpitalnych, co
pozwala ustali¢ szczep dominujacy w danym oddziale szpitalnym i drogg jego transmisji
w tym $rodowisku oraz utatwia odroznienie szczepow epidemicznych od endemicznych.
Ze wzgledu na duze mozliwosci aplikacyjne tej metody podjeto badania nad optymalizacja,
walidacja 1 opracowaniem zestawu diagnostycznego na potrzeby wewnatrzgatunkowego
typowania drobnoustrojow. Poszczego6lne etapy tworzenia zestawu diagnostycznego przed-
stawiono na Ryc. 2.

MATERIAL I METODY

Szczepy bakteryjne.Przedmiot badan stanowily szczepy Staphylococcus aureus
(3), Escherichia coli (3), Klebsiella pneumoniae (3), Serratia marcescens (3) i Enterococ-
cus faecium (7), pochodzace z kolekcji Katedry Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej i
dobrze scharakteryzowane genotypowo z zastosowaniem technik REA-PFGE, ADSRRS,

Tabela I.  Szczepy bakterii o znanych genotypach, ustalonych za pomoca technik REA-PFGE,
ADSRRS lub RAPD stanowigce przedmiot badan walidacji.
Szczepy bakterii

wykorzystane do walidacji Genotyp PiSmiennictwo
PCR MP

o
=

SaA
Staphylococcus aureus SaA )
SaB
SmA
Serratia marcescens SmB 4)
SmB
EcA
Escherichia coli EcA (6)
EcB
KpA
Klebsiella pneumoniae KpA %)
KpB
EfA
EfA
EfB
Enterococcus faecium EfC 3)
EfD
EfE
EfE1

N[ A [N —=WIN =W =W~ N —
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Tabela II. Szczepy E. faecium wykorzystane do weryfikacji zoptymalizowanej procedury PCR

MP (8).
’ Genotyp ustalony
. Zrbdto wg procedu Genotyp ustalon
Lp. Pacjent pochodzenia PCRMP przreyd wg REA-PFGE.
optymalizacja
1 Krew A A
2 1 Kat A A
3 Kat A A
4 Kat B B
5 Kat A A
6 5 Kat A A
7 Kat A A
8 Kat C C
9 Kat A A
10 3 Krew D D
11 Kat A A
12 4 Kat B B
13 Krew B B

RAPD (Tabela I). Ponadto, do badan wtaczono scharakteryzowane technikami PCR MP i
REA-PFGE szczepy Enterococcus faecium (13 szczepdw) , izolowane z probek materiatu
klinicznego pobranych od pacjentow hospitalizowanych w Specjalistycznym Publicznym
Szpitalu Klinicznym Nr 1 w Gdansku (Tabela II).

Izolacja genomowego DNA. Izolacje genomowego DNA przeprowadzono
zestawem Genomic Mini (A&A Biotechnology, Polska) zgodnie z zaleceniami producenta
zestawu. Stezenie DNA wynosito 100 - 600 ng/pl w zalezno$ci od szczepu bakterii.

Enzymy restrykcyjne i ligaza polinukleotydowa. Trawienie geno-
mowego DNA przeprowadzano z uzyciem enzymow Hindlll, EcoRI, Sall, Ncol i BamHI

Tabela I1I. Sekwencje oligonukleotydow i starterow wykorzystane w PCR MP.

Nazwaoct);lgl(l)nukle- Sekwencje oligonukleotydow Stezenie wyjsciowe
Oligonukleotydy tworzace adaptor w metodzie PCR MP
Oligonukleotyd pomocniczy
HindIIl HELP 5" AGCTGTCGACGTTGG 3’ 100 uM
Sall HELP 5’ TCGAGTCGACGTTGG 5 100 uM
Ncol HELP 5’ CATGGTCGACGTTGG 3” 100 uM
EcoRI HELP 5" AATTGTCGACGTTGG 3’ 100 pM
BamHI HELP 5" GATCGTCGACGTTGG 3’ 100 pM
Oligonukleotyd ligowany
PowieTm | 5’ CTCACTCTCACCAACAACGTCGAC3 |  100uM
Starter do amplifikacji PCR
PowaAGCTT | 5’ CTCACTCTCACCAACGTCGACAGCTT 3’ | 100 uM
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w odpowiednich dla nich buforach, zalecanych przez producenta (Fermentas, Litwa)
w objetosci 25 pl. Aktywnos¢ enzymu restrykeyjnego HindIll w reakcji trawienia optyma-
lizowano stosujac: 0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 lub 10,0 U na reakcje¢. Optymalne stezenie
adaptoréw w reakcji ligacji wyznaczano stosujac 0,2; 2,0; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0 lub 50,0
pM w objetosci 30 ul, w warunkach jak w pracy Krawczyk i wsp. (6). Stosowano ligaze
DNA faga T4 (Epicentre, Madison, WI lub Fermentas, Litwa) o aktywnosciach 0,02; 0,1;
0,2; 0,4; 0,6;0,8; 1,0 lub 1,2 U.

Sekwencje oligonukleotydow i startero6w wykorzystane w PCR
MP zostaly przedstawione w tabeli I1I. Adaptor otrzymywano na drodze hybrydyzacji dwoch
odpowiednio zaprojektowanych oligonukleotydow: pomocniczego i ligowanego (6). Do
reakcji PCR uzyto polimeraz¢ DNA Hypernova (DNA Gdansk I s.c., Polska) i odpowiednie
dla niej bufory: Shark (10x: 200mM Tris-HCI, 100 mM KCl, 1 % Triton X — 100, 100 mM
(NH,),SO,) i Pwo (10x: 100 mM Tris-HCI, 500 mM KCl, 1 % Triton X — 100).

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Optymalizacja procedury PCR-MP

Optymalizacja to cykl badan, pozwalajacy okresli¢ optymalne warto$ci badanych
parametrow oraz wyznaczy¢ parametry krytyczne. Celem optymalizacji metody PCR MP
byto skrocenie czasu potrzebnego na przeprowadzenie badania, obnizenie kosztow materia-
lowych, uproszczenie procedury, przy jednoczesnym zachowaniu jakosci i powtarzalnosci
otrzymywanych wynikow.

M K 79.6 79.9 80,2 80.6 81,1 81.5 819 82.282.4 82.5

Ryc. 3. Elektroforetyczny rozdziat produktow PCR MP przy okreslonej temperaturze denaturacji
w cyklach reakcji PCR dla szczepu E. faecium; M — marker wielkosci DNA (1000, 900,
800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 pz); K - kontrola negatywna reakcji PCR; 79,6 - 82,5
— zakres temperatury na etapie denaturacji w cyklach PCR
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1. Wybdr uktadu restrykcyjnego dla wybranego modelu badawczego.

Proces optymalizacji techniki PCR MP zostal przeprowadzony na kilku dowolnie
wybranych klinicznych szczepach E. faecium. Pierwszym etapem metody PCR MP jest
enzymatyczne trawienie genomowego DNA, ktére decyduje o rdéznicujagcym potencjale
metody. Przebadano pi¢¢ uktadoéw restrykcyjnych: HindIll, EcoRl, Sall, Ncol i BamHI. Do
optymalizacji zmodyfikowanej procedury metody PCR MP wybrano enzym restrykcyjny
HindIII i odpowiednio dobrane do uktadu adaptory i startery. Uktad ten nazwano ,,uktadem
HindIII”.

2. Wybor optymalnej temperatury denaturacji.

Dla E. faecium w uktadzie Hindlll przebadano zakresy temperatur denaturacji w cyklach
PCR:0d 75 °C do 90 °C; od 78,4 °C do 83,9 °C i 0d 79,6 °C do 82,5 °C. Za kryterium doboru
optymalnej temperatury przyjmowano stabilno$¢ elektroforetycznego obrazu (profil praz-
koéw) oraz czytelnosé i tatwos¢ do interpretacji ich obrazu wystarczajacego do zréznicowania

Tabela IV. Poréwnanie wartosci parametrow dwoch badanych procedur (przed optymalizacja i po
optymalizacji) oraz wytypowanie parametrow krytycznych procedury PCR MP.

o Warto$¢ parame-
Wartosé
tru wg procedury Parametr
Etap Parametr poczatkowa Zontymal- Krvivezn
parametru (6) optymar fytyezny
izowanej
ilo§¢ genomowego krytyczny
DNA 1000 ng 400 ng (jakos¢)
Trawienie aktywno$¢ enzymu krytyczny
L. . . 5U 2U0
restrykcyjne restrykcyjnego (koszt)
temperatura reakcji 37°C 37°C bez zmian
czas trwania reakcji 1h 15 min krytyczny (czas)
aktywnosc¢ ligazy faga krytyczny
T4 v 0.6U (koszt)
Reakcja o krytyczny
1L ligacji ilo$¢ adaptora 40 pmol 20 pmol (jakosé)
temperatura reakcji 16 - 18°C 16 -18°C bez zmian
czas trwania reakcji 1h 15 min krytyczny (czas)
1 Inaktywacja [ temperatura etapu 70°C 70°C bez zmian
" | termiczna czas trwania etapu 10 min 10 min bez zmian
bufor Pwo bufor Shark
sita jonowa buforu (firma DNA (firma DNA krytyczny
reakcyjnego Gdansk); Gdansk); (jako$¢)
2 mM MgCl, 2mM MgCl,
aktywno$¢ polimerazy U 05U krytyczny
DNA (Hypernova) (koszt)
Iv. PCR ilos¢ mieszaniny liga- Tl m bez zmian
cyjnej
ilo$¢ startera 25 pmol 25 pmol bez zmian
temperatura denaturacji o
o 81,0°C
dobrana w zaleznosci krytyczny
.. dla Enterococcus T
od gatunku bakterii facci (jakos¢)
oraz mol % G+C Jaecuim
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szczepdéw bakteryjnych. Na podstawie uzyskanych profili PCR za optymalng uznano tem-
perature denaturacji w zakresie 81,1 - 81,5°C. W celu sprawdzenia réznicujacych zdolnosci
metody PCR MP przy ustalonej temperaturze denaturacji i sktadzie buforu, przetestowano
dwa szczepy E. faecium o odmiennych genotypach z zastosowaniem gradientu temperatury
denaturacji MP PCR. Wyniki do$wiadczenia wykazaly, ze ustalona temperatura denaturacji
81,0°C dla E. faecium spelnia wymienione wyzej kryteria (Ryc. 3). Dalsze badania optyma-
lizacji zostaly przeprowadzone w temperaturze denaturacji 81,0°C.

3. Optymalizacja parametréw PCR MP.

Za optymalng warto$¢ parametru przyjmowano warto$¢ dwukrotnie wyzsza od przyjetej
za minimalna, przy ktorej uzyskiwano powtarzalny wynik. Przyjety sposdb rozumowania
zilustrowano na przykltadzie optymalizacji stezenia adaptora w reakcji ligacji (Ryc.4).
Wszystkie parametry, ktorych zmiana powodowata pogorszenie jako$ci uzyskiwanych wy-
nikow, skrocenie czasu trwania procedury badawczej oraz obnizenie jej kosztow uznawano
za krytyczne dla metody PCR MP.

Ryc.4.  Elektroforetyczny profil produktow PCR przy zastosowaniu réznych ilosci adaptora w
reakcji ligacji. M — marker wielkosci DNA (200-1000), 1-7 — kolejne probki wg ponizej
podanego opisu. Sciezka 3 (warto$é minimalna), $ciezka nr 4 — odpowiadajaca obrazowi
uzyskanemu przy dwukrotnym zwigkszeniu stezenia adaptora przyjmowana jako warto$é
optymalna (zaznaczona ramka)

Lp. 1 2 3 4 5 6 7
Ilo$¢ adaptora [pmol] 0,2 2 10 20 30 40 50
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Pozostate oceniane parametry PCR MP przedstawiono w tabeli IV. Na podstawie
analizy wynikow do$wiadczenia stwierdzono, ze najistotniejszym etapem procedury PCR
MP, majacym znaczny wpltyw na jako$¢ otrzymywanych wynikéw jest PCR. Jest to etap
krytyczny metody PCR MP, dlatego optymalizacji poddano roéwniez profil temperaturowo
- czasowy reakcji PCR (Tabela V).

Tabela V. Optymalizacja podstawowego profilu temperaturowo - czasowego metody PCR MP.

Czas trwania etapu (s)
Optymalizowany etap Przed Po opty- Zmiana
optymalizacja | malizacji
ETAP I — Dysocjacja niezligowanego oligo- X 2-krotnie
120 60
nukleotydu (0 60s)
. , R X 5-krotnie
ETAP II - Wypetnianie koncow 3 300 60 (0 240s)
. X 3-krotnie
ETPA III — Denaturacja wstgpna 90 30 (0 605)
. - X 2-krotnie
ETAP IV - Denaturacja E% 60 30 (0 305)
Q
ETAPV - Przylaczanie starterow i = 135 90 X 1,5-krotnie
wydluzanie (0 45s)
ETAP VI - Wydluzanie koficowe 300 120 B 2,5-krotnie
(0 180s)
Catkowity czas trwania 4905 2790 " 1(’07;1(;5031 1€

Legenda: | skrocenie czasu

Uzyskane wyniki optymalizacji pozwolity na skrdcenie czasu trwania poszczegdlnych
etapow reakcji PCR od 1,5 do 5x. Za krytyczny parametr uznano czas trwania etapu wy-
dhuzania koncowego. Catkowity czas trwania nowego profilu temperaturowo — czasowego
wynosit 46,5 minuty i byt krétszy od podstawowego profilu o okoto 35 minut. Zoptymali-
zowang metode PCR MP nazwano PCR MP unique.

Weryfikacja zoptymalizowanej procedury PCR MP dla szcze-
poéw E. faecium. Optymalizacja kazdego z etapow przebiegata przy zachowaniu nie-
zmienionej procedury dotyczacej pozostatych etapow. Zoptymalizowana procedura PCR MP
powstata przy przyjeciu zalozenia, ze jednoczesna zmiana wszystkich parametréw z wartosci
standardowych na uznane jako optymalne zachowa lub poprawi jakos$¢ otrzymywanych
wynikow. W celu sprawdzenia stusznosci zalozen zoptymalizowanej procedury PCR MP
wykonano do$wiadczenie, w ktorym 13 wybranych szczepdw Enterococcus faecium poddano
analizie wykorzystujac procedure niezoptymalizowang i zoptymalizowang (Ryc. 5 A i B).
Analiza wynikow do$wiadczenia wykazala, ze jednoczesna zmiana wszystkich parametrow
ze standardowych na optymalne poprawita jakos¢ uzyskiwanych wynikow (otrzymany obraz
elektroforetyczny byt czytelny i tatwy w interpretacji) i zachowala potencjal réznicujacy
metody PCR MP (uzyskano te same grupy genotypowe).

Efektem optymalizacji bylo czterokrotne skrocenie czasu reakcji trawienia restryk-
cyjnego i ligacji oraz prawie dwukrotne skrdcenie czasu PCR. Ponadto, obnizono ilo$ci
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Ryc. 5.  Analiza szczepow E. faecium wykonana wedlug zoptymalizowanej procedury PCR MP
(A) 1 wedlug procedury PCR MP przed optymalizacja (B); M — marker wielkosci DNA
(100 — 1000), 1 - 13 — kolejne probki.

wykorzystywanych odczynnikéw, co znaczaco wptyneto na redukcje kosztow badania, przy
jednoczesnym zachowaniu jakosci i powtarzalno$ci otrzymywanych wynikow (Tabela VI).

Tabela VI. Poréwnanie procedury PCR MP przed optymalizacja i po optymalizacji pod wzgledem
czasu, kosztow, powtarzalnosci oraz jakosci 1 interpretacji wynikow.

Zoptymalizowana
Podstawowa procedura
Parametr PCR MP procedura PCR MP
(PCR MP unique)
Catkowity czas badania* 8h 6h
Catkowity koszt pojedynczego badania 100% 71%
Jakos$¢ otrzymywanych wynikow bardzo dobra bardzo dobra
Powtarzalno$¢ otrzymywanych wynikow wysoka wysoka

Interpretacja wynikow fatwa fatwa

* Catkowity czas badania razem z rozdziatem elektroforetycznym produktow amplifikacji i wybar-
wieniem zelu

Walidacja metody badawczej PCR MP unique

Celem walidacji zoptymalizowanej metody PCR MP unique byto potwierdzenie, iz me-
toda ta jest odpowiednia do réznicowania drobnoustrojow w badaniach epidemiologicznych
dla potrzeb testu jakosciowego. Badano selektywno$¢ i sit¢ roznicujaca metody badawczej,
granice oznaczalno$ci oraz elastyczno$¢ pod wzgledem zroédta pochodzenia stosowanych


http://mostwiedzy.pl

Pobrano z mostwiedzy.pl

AN\ MOST

Nr 2 Typowanie bakterii metodg PCR MP 149

odczynnikéw, temperatury przeprowadzonych reakcji oraz wykorzystywanej aparatury,
a takze powtarzalnos$¢ i precyzje uzyskiwanych wynikow.

1. Selektywno$¢ metody badawczej PCR MP unique. Jako miarg se-
lektywnosci metody PCR MP unique przyjeto zdolno$¢ do amplifikacji czasteczek DNA,
zakonczonych z obu stron sekwencja odpowiedniego adaptora w obecnosci pozostatych
sktadnikow mieszaniny (enzymy, sktadniki buforéw, niewykorzystane adaptory, zanie-
czyszczenia, sktadniki matrycy). Za wynik pozytywny analizy uznano obecno$¢ produktow
amplifikacji PCR. Warunkiem koniecznym do uzyskania pozytywnego wyniku analizy me-
toda PCR MP unique jest poddanie DNA pelnemu procesowi analitycznemu, tj. trawieniu
enzymem restrykcyjnym, ligacji z adaptorem i przeprowadzenie selektywnej amplifikacji.
2. Sita r6znicujgca metody PCR MP unique. Specyficzno$¢ metody PCR
MP dotyczy zdolnosci do réznicowania drobnoustrojow w obregbie gatunku. Aby zbadaé
specyficzno$¢ metody PCR MP unique rdznicowaniu poddano kliniczne szczepy E. faecium
pochodzace z tego samego ogniska epidemicznego (related strains) oraz szczepy niepowia-
zane z ogniskiem epidemicznym (unrelated strains). Wyniki doswiadczenia pokazaty, ze
metoda PCR MP unique pozwala na rozréznienie szczepdw niepowigzanych z ogniskiem,
od zwiazanych z okreslong sytuacja epidemiologiczna.

3. Granica oznaczalno$ci metody badawczej PCR MP unique. Za
granic¢ oznaczalnos$ci dla metody PCR MP unique uznano takg ilos¢ DNA, ktora dodana
do pierwszego etapu badania (trawienie restrykcyjne genomowego DNA) pozwoli przy
zastosowaniu metody barwienia DNA roztworem bromku etydyny, zaobserwowac w §wietle
UV obecno$¢ produktow PCR, dajacych charakterystyczny wzor prazkéw dla badanego or-
ganizmu i wybranej temperatury denaturacji. Najmniejsza ilos¢ DNA zastosowana do reakcji
trawienia restrykcyjnego w PCR MP unique, umozliwiajaca uzyskanie petnego, czytelnego
wzoru elektroforetycznego wynosita 240 ng. Warto$¢ t¢ uznano za granic¢ oznaczalnosci
metody PCR MP unique.

4. Elastyczno$§¢ metody badawczej PCR MP unique. Elastycznosé
metody dotyczy zaréwno cech ilosciowych (ilos¢, aktywnos¢ stosowanych odczynnikow,
czas trwania poszczegolnych etapow) jak i jakosciowych (rodzaj stosowanych odczynnikow
1 aparatury).

Metoda PCR MP unique jest wysoce elastyczna w przypadku reakcji trawienia i ligacji.
Aby zbada¢, czy zrodto pochodzenia restryktazy HindIIl wptywa na jakos$¢ otrzymanych
wynikow, przygotowano trzy probki zawierajace optymalng ilo$¢ genomowego DNA wybra-
nego szczepu E. faecium. Dwie probki poddano analizie metoda PCR MP unique, stosujac
w reakcji trawienia endonukleaz¢ HindIIl pochodzaca od dwdch réznych producentow
(Roche i Fermentas). W trzeciej probie DNA poddano trawieniu modyfikowanym enzymem
HindIll Fast Digest™ (Fermentas). Wedlug producenta enzym ten trawi catkowicie 1pug
DNA w ciaggu 5 min. Okazato si¢, ze zrodto pochodzenia restryktazy HindIIl nie wplywa
na jako$¢ otrzymywanych wynikow. Uzyskane profile elektroforetyczne byly identyczne.
Stosowanie enzymu HindIIl Fast Digest™ pozwala na trzykrotne skrocenie czasu przepro-
wadzania reakcji trawienia, ale niestety koszt pojedynczej reakcji wzrasta kilkakrotnie ze
wzgledu na wysoka cen¢ enzymu.

Czas prowadzenia reakcji, ilo§¢ i1 aktywno$¢ stosowanych odczynnikéw moze nie-
znacznie r6zni¢ si¢ od wartosci przyjetych za optymalne, bez wplywu na jako$¢ otrzymy-
wanych wynikéw. Nie jest wymagane, aby mieszaniny ligacyjne do reakcji PCR dla wielu
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prob byly przygotowywane jednoczesnie i z wykorzystaniem tych samych odczynnikow.
Z doswiadczen whasnych wynika , ze dla danej puli analizowanych szczepow, PCR powi-
nien by¢ wykonywany w mieszaninie reakcyjnej o jednakowym sktadzie i na tym samym
termocyklerze. Pomimo niskiej elastyczno$ci metody PCR MP unique na etapie PCR, zasto-
sowanie jednakowych warunkéw dla wszystkich prob pozwala na prawidtowe roznicowane
analizowanych szczepow.

5. Precyzja metody badawczej PCR MP unique. Miarg precyzji metody
PCR MP unique jest stopien zgodnosci elektroforetycznych profili produktow PCR, otrzy-
manych na drodze niezaleznych badan tego samego szczepu. Precyzj¢ wyraza powtarzalno$¢
1 odtwarzalnos$¢ otrzymywanych wynikow.

5.1 Powtarzalno$§¢ metody PCR MP. W celu okreslenia powtarzalnosci metody PCR
MP unique wykonano trzy niezalezne oznaczenia czterech szczepow E. faecium w odste-
pach dwutygodniowych. W wyniku tych oznaczen uzyskano dla kazdego badanego szczepu
identyczny wzor elektroforetyczny. Grupowanie szczepow do ustalonych wczeséniej i po-
twierdzonych innymi metodami grup genotypowych (REA-PFGE, ADSRRS-fingerprinting,
RAPD) (3) nie ulegto zmianie. Na podstawie analizy uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze
metoda PCR MP unique jest powtarzalna.

5.2 Odtwarzalno$¢ metody. Aby zbada¢ odtwarzalnos¢ metody PCR MP unique prze-
prowadzono pelng analizg trzynastu szczepoéw E. faecium przez inng osobg. Dwa niezalezne
oznaczenia, wykonane przez dwie rozne osoby doprowadzaly do uzyskiwania identycznych
wynikéw. W obu przypadkach zaklasyfikowano badane szczepy do tych samych grup ge-
notypowych. Na podstawie analizy uzyskanych wynikow stwierdzono, ze metoda PCR MP

Ryc. 6.  Roéznicowanie wewnatrzgatunkowe drobnoustrojow w odpowiedniej dla nich temperaturze
denaturacji PCR; M — marker wielkosci DNA (200 — 1000 pz), 1 - 3 — kolejne probki (wg
Tab. VII); S.a. - Staphylococcus aureus, S.m. - Serratia marcescens, E.c. - Escherichia
coli, K.p. - Klebsiella pneumoniae, E.f. - Enterococcus faecium.
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unique jest odtwarzalna.

6. Uniwersalno$¢ metody badawczej PCR MP unique. W celu spraw-
dzenia przydatnosci PCR MP unique do wewnatrzgatunkowego réznicowania réznych
drobnoustrojow, wybrano szczepy reprezentujace nastepujace gatunki bakterii: S. aureus,
S. marcescens, K. pneumoniae, E. coli i E. faecium. Z kazdego gatunku wybrano po trzy
szczepy: dwa o tym samym genotypie i jeden o genotypie odmiennym. Wynik do§wiadczenia
pokazuje (Ryc. 5), ze metoda PCR MP unique moze by¢ wykorzystana do wewnatrzga-
tunkowego réznicowania réznych bakterii, nawet odlegtych filogenetycznie. Warunkiem
prawidlowego réznicowania jest dobor odpowiedniej temperatury denaturacji w reakcji

Tabela VII. Badanie uniwersalnosci metody PCR MP unique.

Oznaczenie .. Mol % | Temperatura | Grupa genotypowa oznaczona

SzZCZepoOw Gatunek bakierii G+C dengturacji rrrl)et(g;dq P}g}Q MP unique
1 SaA

Staphylococcus aureus 37 81,0°C SaA

SaB

SmA

Serratia marcescens 59 87,9°C SmB

SmB

EcA

Escherichia coli 50 87,9°C EcA

EcB

KpA

Klebsiella pneumoniae 40 87,9°C KpA

KpB

EfB

Enterococcus faecium 37 81,0°C EfA

EfA

W[ = W[ =W |[— W[N] — W[

PCR, ktéra zalezy m.in. od procentowej zawartosci par GC (Tab. VII).

Opracowanie zestawu diagnostycznego do szybkiego genotypowania szczepow bakte-
ryjnych w oparciu o zoptymalizowang technike PCR MP (PCR MP unique).

Na podstawie zoptymalizowanej i zwalidowanej techniki PCR MP (PCR MP unique)
zostal zaprojektowany zestaw diagnostyczny PCR MP unique — KIT obliczony na 50 prob.
Zestaw zostal przygotowany do genotypowania E. faecium z mozliwoscig dostosowania
go dla innych bakterii, poprzez dobor odpowiedniej dla badanego gatunku drobnoustroju
temperatury denaturacji w reakcji PCR. Réwniez mozliwo$¢ zmiany enzymu restrykcyjnego
pozwala dostosowa¢ zestaw do potrzeb potencjatu rdéznicujacego metody.

Zbadano trwato$¢ zestawu diagnostycznego PCR MP unique — KIT przez okres szesciu
miesigcy, wykonujac w odstepach, co dwa tygodnie analize¢ wzorow PCR MP dla dwoch
szczepow E. faecium, nalezacych do réznych grup genotypowych. Na podstawie uzyskanych
wynikow stwierdzono, ze pojedynczy zestaw PCR MP unique — KIT moze by¢ wielokrotnie
wykorzystywany przy zachowaniu trwalosci przez okres sze$ciu miesigcy.
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Weryfikacja zestawu PCR MP unique — KIT

W celu ostatecznego potwierdzenia przydatnosci zestawu PCR MP unique — KIT do
roéznicowania drobnoustrojow wykonano petna analize 13 klinicznych szczepow Enterococ-
cus faecium zaklasyfikowanych do réznych grup genotypowych (8). Uzyskano identyczne
wyniki analizy jak w przypadku stosowania zoptymalizowanej metody PCR MP unique.

Zbadano rowniez odtwarzalno$¢ wynikdéw, tym razem przy wykorzystaniu zestawu PCR
MP unique — KIT. Wykonano dwie niezalezne analizy dla 13 szczepéw bakteryjnych réznych
gatunkéw (E. faecium, S. marcescens, K. pneumoniae). Wyniki do§wiadczenia pokazaty, ze
badania przeprowadzone przez dwie rdzne osoby z zastosowaniem zestawu diagnostycznego
PCR MP unique-KIT sg odtwarzalne (Ryc. 6). Latwos¢ 1 szybko$¢ wykonania badania oraz
interpretacji uzyskiwanych wynikow, niski koszt analizy i sprzetu sprawiaja, iz zestaw ten
moze by¢ z powodzeniem stosowany w rutynowych badaniach wykonywanych dla potrzeb
analizy epidemiologiczne;.

Ryc. 7.  Analiza wybranych szczepdéw bakteryjnych z zastosowaniem zestawu PCR MP unique
- KIT, wykonana przez osobe 1 (panel A) i przez osobe 2 (panel B); M — marker wielkosci
DNA (200 — 1000 pz), 1 - 13 — wyniki analiz dla r6znych szczepow bakteryjnych réznych
gatunkow bakterii; E.f. - Enterococcus faecium, S.m. - Serratia marcescens, K.p. - Kleb-
siella pneumoniae; K- - kontrola ujemna.
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ELABORATION OF PCR MP DIAGNOSTIC KIT FOR GENETIC TYPING OF BACTERIAL
STRAINS

SUMMARY

The rules of diagnostic kit elaboration for genetic typing of microorganisms, designed for epi-
demiological studies, have been shown in this paper. PCR MP method has been used for diagnostic
kit elaboration. Well defined epidemiologically Enterococcus faecium strains have been applied as a
research model. The optimisation of the method has been carried out using different amount of reagents
and time of the particular stages. Critical parameters, which have significant influence on the quality
of obtained results, have been assigned. Optimalised procedure, named PCR MP unique, has been
validated for genetic typing of different species of microorganisms and its potential application for
routine epidemiological studies. The PCR MP method has been successfully used for elaboration of
diagnostic PCR MP unique-KIT, which allows intra-species differentiation of bacterial strains. The
PCR MP unique- KIT enables fast, easy and cheap analysis of strains, using elementary laboratory
equipment - gradient thermocycler.
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