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Przedmiotem oferty jest nowa metoda jednoczesnej detekgji
bakterii i grzybow w probce materiatu biologicznego metoda
PCR. Technologia ta umozliwia jednoczesna detekcje

DNA bakterii Gram ujemnych, Gram dodatnich, grzybow
drozdzowych i grzybow plesniowych w probce materiatu
biologicznego, m.in. w slinie czy krwi pacjenta.

Zakazenia wywotywane przez bakterie i grzyby od zawsze stanowity powazny problem medyczny.
Najgrozniejszym z nich jest zakazenie ogdlnoustrojowe czyli sepsa. Paradoksalnie, w miare rozwoju
wiedzy medycznej i wprowadzania coraz to nowszych procedur terapeutycznych, zapadalnos¢ na
sepse wzrasta. W USA w ciggu roku na sepse zapada 750 tys. 0sob i jest ona przyczyng ponad 215
tys. zgonow. Z kolei w Unii Europejskiej z powodu ciezkiej sepsy umiera rocznie 146 tys. chorych.

W leczeniu zakazen krwi najwazniejszym i najtrudniejszym problemem decydujacym
0 skutecznosci terapii i w konsekwencji o kosztach i czasie hospitalizacji jest skuteczna diagnostyka LA S
czynnikéw wywotujacych ogdlnoustrojowg odpowiedz zapalng w przebiequ sepsy. Materiatem Centrum Transferu Technologii
poddawanym badaniu diagnostycznemu jest krew pobrana od pacjenta z objawami klinicznymi
sepsy. Najwieksza trudnoscig jest bardzo mata ilos¢ mikroorganizméw odpowiedzialnych za Centrum Transferu Technologii CITTRU
zakazenie i znajdujacych sie we krwi, lub tez nastepuje tylko ich okresowy wysiew do krwi. ul. Czapskich 4, SICIGIKrakew
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Obecnie standardem diagnostycznym s3 hodowle krwi prowadzone na specjalnych podtozach, najlepiej w systemach hodowli
automatycznej. $fabg strong tych metod jest czasochtonnosc (do czasu wydania wyniku badania) oraz niska czutos¢, ktora powoduje
ze jedynie w okoto 15-20% hodowli udaje sie uzyskac wzrost mikroorganizméw. Sytuacje dodatkowo pogarsza fakt poddawania
pacjentéw antybiotykoterapii zanim dojdzie do pobrania prébki krwi na posiew. Hodowle krwi w takim wypadku s3 bardzo
utrudnione z uwagi na to, iz znajdujg sie w niej antybiotyki hamujace wzrost mikroorganizmow.

Do metod diagnostycznych, ktére umozliwiaja skuteczna, precyzyjna i szybka diagnostyke zakazen krwi nalezg techniki biologii
molekularnej takie jak PCR czy hybrydyzacja. Czutosc¢ tych metod znacznie przewyzsza czutos¢ metod hodowlanych. Jednakze
obecnie dostepne systemy umozliwiaja wykrywanie kilkunastu konkretnych gatunkéw drobnoustrojow, lub pozwalajg na
detekgje teoretycznie kazdego mozliwego gatunku, ale wymagane jest sekwencjonowanie produktu PR, co zwieksza z kolei
koszty oraz wydtuza czas oczekiwania na wynik.

Przedmiotem wynalazku jest nowa metoda detekdji bakterii i grzybéw w probce materiatu biologicznego, w ktérym
zawarte DNA poddaje sie amplifikacji w reakcji PCR w czasie rzeczywistym w systemie multipleksowym. Reakcje amplifikagji
prowadzi sie dwuetapowo z zastosowaniem w pierwszym etapie starteréw specyficznych dla bakterii oraz grzybdw,
anastepnie produkt pierwszej amplifikacji wykorzystuje sie jako matryce w drugim etapie — amplifikacji z zastosowaniem
starterow i sond réznicujacych grzyby na grupe grzybow plesniowych i drozdzopodobnych i bakterie na Gram dodatnie

i Gram ujemne.

Do podstawowych zalet proponowanej metody naleza:

~

» objecie catosci panelu mikroorganizmdw bakteryjnych i grzybiczych, z rdznicowaniem na bakterie Gram ujemne,
Gram dodatnie, grzyby drozdzopodobne i grzyby plesniowe, lecz bez typowania konkretnych gatunkéw;

» jednoczesna amplifikacja co najmniej 2 sekwencji DNA, co pozwala na jednoczesng detekcje bakterii i grzybdw,
bez oczekiwania na wynik elektroforezy DNA;

» zastosowanie systemu Nested pozwala na zwigkszenie czutosci metody detekdi o dwa rzedy wielkosci
w pordwnaniu do PCR jednostopniowego;

» mozliwos¢ wykorzystania metody do wykrywania tylko bakterii lub tylko grzybow, lub do jednoczesnego
wykrywania zarowno grzybow jak i bakterii, co wptywa na obnizenie kosztéw badania.

» mozliwos¢ wytypowania konkretnego gatunku drobnoustroju po sekwencjonowaniu produktu PCR.

Oferowana metoda detekgji bakterii i grzybow w preparacie biologicznym stanowi przedmiot
zgtoszenia patentowego. Dalsze prace nad jej rozwojem sq prowadzone w Katedrze Mikrobiologii
UJ CM, a Centrum Transferu Technologii CITTRU poszukuje podmiotow zainteresowanych komercyjnym
wykorzystaniem wynalazku.
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