NOWA METODA WYDAJNEJ IZOLACJI DNA PATOGENOW
Z KRWI

(PROJEKT NR P-168)

Oferta dotyczy nowej metody izolacji DNA drobnoustrojow z krwi z wykorzystaniem lizy mechanicznej,
termicznej i enzymatycznej. Metoda zostata zoptymalizowana pod kqtem wykrywania zakazen krwi
przez bakterie oraz grzyby chorobotwdrcze i umozliwia szybkie uzyskanie wysokiej jakosci materiatu

do diagnostyki molekularnej technikq PCR.

Mikrobiologiczna diagnostyka krwi jest jednym z najbardziej problematycznych wyzwan diagnostycznych.
Obecnos¢ we krwi bakterii (bakteriemia) lub grzybow (fungemia) bardzo czesto skutkuje sepsg, czyli
ogdlnoustrojowym stanem zapalnym wywotanym zakazeniem. Sepsa stanowi jeden z najbardziej palgcych
probleméw wspdtczesnej medycyny. Smiertelno$¢ powodowana przez zakazenia krwi o etiologii bakteryjnej czy
grzybiczej jest bardzo duza. W USA z powodu sepsy umiera rocznie ponad 200 tys., w Unii Europejskiej — ok. 150
tys. 0séb. W krajach rozwinietych u 2-4/1000 zywo urodzonych dzieci rozwija sie sepsa i jest ona gtéwng przyczyng
ich $mierci.

W leczeniu zakazen krwi najwazniejszym i najtrudniejszym problemem decydujagcym o skutecznosci terapii
i, w konsekwencji, o kosztach i czasie hospitalizacji jest skuteczna diagnostyka czynnikéw wywotujgcych
ogdlnoustrojowy odpowiedz zapalng w przebiegu sepsy. Oznaczenie czynnika etiologicznego pozwala
na zastosowanie skutecznej, celowanej antybiotykoterapii. Materiatem poddawanym badaniu diagnostycznemu
jest krew pobrana od pacjenta posiadajacego objawy kliniczne sepsy. Obecnie ,ztotym standardem”
diagnostycznym jest metoda hodowli drobnoustrojéw obecnych we krwi prowadzona na specjalnych podtozach
specyficznych dla okreslonych grup patogendw. Metoda ta jest stosunkowo prosta i niedroga, ale czasochtonna —
oczekiwanie na wynik moze siega¢ 5 dni. Ponadto identyfikacja patogendw tg metodg czesto zawodzi ze wzgledu
na niskg czutosé i jedynie w ok. 15-20% hodowli udaje sie uzyska¢ wzrost mikroorganizmow.

W celu poprawienia wykrywalnosci czynnikow mikrobiologicznych we krwi rozwijane s3 molekularne metody
detekcji oparte na reakcji tancuchowej polimerazy (PCR, ang. Polymerase Chain Reaction). Ich czuto$¢ znacznie
przewyzsza czuto$¢ metody hodowlanej, a ponadto na wynik badania nie ma wptywu wczeséniejsze zastosowanie
antybiotykoterapii. Pozwala to wdrozy¢ leczenie natychmiast, jeszcze przed pobraniem préobek krwi do analizy.
Niestety, metody biologii molekularnej rowniez wykazujg ograniczenia. Trudnos¢ sprawia wyizolowanie matrycy
DNA o odpowiedniej jakosci i wysokim stezeniu. Komérki bakterii i grzybow charakteryzujg sie zréznicowang
podatnoscig na lize, ktéra jest niezbednym etapem pozyskania z nich DNA. W przypadku bakterii $ciana
komodrkowa u gatunkéw z grupy bakterii Gram dodatnich jest grubsza i oporna na degradacje, co powoduje
koniecznos$¢ zastosowania specjalnej lizy enzymatycznej (lizozym, mutanolizyna i/lub lizostafina). Z kolei $ciana
komdrkowa grzybdw wykazuje zupetnie odmienny skfad chemiczny niz $ciana bakteryjna, a standardowe
postepowanie stosowane w przypadku bakterii zawodzi. Ponadto grzyby drozdzopodobne réznig sie budowa
Sciany komdrkowej od grzybow plesniowych, co znacznie komplikuje proces izolacji DNA.

Dodatkowaq trudnos¢ sprawia obecnosé we krwi hemu, ktoéry jest silnym inhibitorem polimeraz DNA uzywanych
w metodzie PCR. Wiekszos¢ dostepnych procedur preparatyki krwi nie pozwala na catkowite usuniecie efektu
hamowania reakcji PCR, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do uzyskania wyniku fatszywie negatywnego. Istniejg
co prawda sposoby na ograniczenie hamujgcego wptywu hemu na te reakcje, m.in. z uzyciem albuminy wotowej,
glicerolu czy dekstranu, jednak powodujg one zmniejszenie czutosci metody PCR i ograniczenie jej skutecznosci
diagnostyczne;j.
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Przedmiotem oferty jest nowy sposéb izolowania DNA drobnoustrojéw z krwi, majacy na celu uzyskanie
wysokiej jakosci matrycy do reakcji PCR. Prezentowana metoda moze by¢ stosowana w petnej wersji, w wyniku
ktorej izoluje sie DNA bakterii i grzybow, jak rowniez w wariantach ograniczonych, w celu uzyskania DNA tylko
bakterii lub tylko grzybow.

Podstawowe zalety proponowanej metody to:

e potaczenie lizy enzymatycznej, lizy mechanicznej oraz termicznej,

e zmniejszenie do minimum stezenia hemu w prébce, dzieki czemu reakcja PCR nie jest hamowana,
e brak koniecznosci uzywania specjalnych chemicznych protektoréw polimerazy DNA,

e zwiekszenie czuto$ci detekcji mikroorganizméw we krwi (detekcja juz od 100 CFU/ml krwi),

e uproszczona metodyka izolacji DNA,

e zmniejszenie kosztéw metody.

Oferowana metoda izolacji DNA stanowi przedmiot zgtoszenia patentowego. Dalsze prace nad rozwojem metod
diagnostyki molekularnej sg prowadzone w Katedrze Mikrobiologii Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego, a Centrum Innowacji, Transferu Technologii i Rozwoju Uniwersytetu poszukuje podmiotow
zainteresowanych komercyjnym wykorzystaniem wynalazku.

Szczegétowej informacji w sprawie udzieli:

Centrum Transferu Technologii CITTRU UJ:
dr Klaudia Polakowska

tel. +48 12 664 42 13, 519 329 129, klaudia.polakowska@uj.edu.pl
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