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Nowy zestaw diagnostyczny uzyteczny w diagnozowaniu pacjentéw z klinicznymi
objawami sepsy — identyfikacja ilosciowa i taksonomiczna drobnoustrojow we krwi
pacjenta z klinicznymi  objawami  sepsy, dzieki zastosowaniu techniki
sekwencjonowania nowej generacji.

Zastosowanie: diagnostyka mikrobiologiczna sepsy — kompleksowe badanie profili
bakterii w probkach

Mikrobiologiczna diagnostyka krwi jest jednym z najbardziej problematycznych
wyzwan diagnostycznych. Obecnos¢ we krwi bakterii (bakteriemia) bardzo czesto
skutkuje sepsg, czyli ogdlnoustrojowym stanem zapalnym wywotanym zakazeniem.
Sepsa stanowi jeden z najbardziej palgcych problemdéw wspdtczesnej medycyny.

W leczeniu zakazien krwi najwazniejszym i najtrudniejszym problemem
decydujgcym o skutecznosci terapii i, w konsekwencji, o kosztach i czasie
hospitalizacji jest skuteczna diagnostyka czynnikéw wywotujgcych ogdlnoustrojowa
odpowiedz zapalng w przebiegu sepsy. Oznaczenie czynnika etiologicznego pozwala
na zastosowanie skutecznej, celowanej antybiotykoterapii. Do tej pory tzw. ,,ztotym
standardem” diagnostycznym sg hodowle krwi prowadzone na specjalnych
podtozach, najlepiej w systemach hodowli automatycznej. Stabg strong metody
opartej na hodowli krwi jest jej czasochtonnos$¢ oraz niska czutosé, ktora powoduje,
ze jedynie w ok. 15-20% hodowli udaje sie uzyska¢ wzrost mikroorganizmow.

Aby zwiekszy¢ szanse na wykrycie czynnikéw mikrobiologicznych we krwi
podejmowane sg préby oparcia ich detekcji na metodach genetycznych. Na rynku
obecne sg bardzo nieliczne zestawy diagnostyczne stosowane w molekularnej
diagnostyce sepsy. Umozliwiaja one detekcje wybranych gatunkéw lub grup
drobnoustrojéw, co pozwala jedynie na potwierdzenie zakazenia, lecz nie na jego
wykluczenie. Mozliwe jest takze alternatywne podejscie, ktére polega na
wykrywaniu  wszystkich mozliwych drobnoustrojéw, a zatem umozliwia
potwierdzenie, jak i wykluczenie sepsy, ale pozwala na ogdlne identyfikowanie
drobnoustrojéw jako Gram ujemnych i Gram dodatnich bakterii oraz grzybow
drozdzowych i plesniowych.

Od niedawna mikrobiolodzy dysponujg nowg technikg sekwencjonowania nowej
generacji (ang. New Generation Sequencing, NGS), ktéra umozliwia identyfikacje
w probce wszystkich gatunkow bakterii, wraz z ich klasyfikacjg taksonomiczng, tj.
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mikrobiomu cztowieka i zwierzat oraz badania prébek srodowiskowych, np. prébek

gleby czy wody morskiej. Pomimo wielu istniejgcych na rynku rozwigzan

dotyczacych detekcji drobnoustrojow, nadal istnieje potrzeba prac nad

przedmiotowg materig i poszukiwan coraz to szybszych i bardziej doktadnych

metod. Na rynku nie ma do tej pory testu NGS do zastosowania specjalistycznego

w diagnostyce mikrobiologicznej krwi czy innych prébek klinicznych - dostepne sg

jedynie ogdlne zestawy naukowe, pozwalajgce na sekwencjonowanie gendw czy

catych genomow lub RNA, badanie metylacji DNA i inne. Testy tego typu s3

produkowane przez kilku producentéw, m.in.: lllumina, Roche, Life Technologies. CIT|TRU
Opracowanie skutecznych molekularnych metod wykrywania obecnosci bakterii
i grzybow we krwi jest wcigz problemem wymagajgcym prac badawczych.
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techniki sekwencjonowania nowej generacji. Jest to zestaw diagnostyczny

do diagnozowania sepsy zawierajgcy unikatowe startery opracowane przez

naukowcow UJ oraz komercyjne podzespoty konieczne do przeprowadzenia samego

sekwencjonowania NGS.

Unikatowe cechy wynalazku:

v" nowy sposdb wykorzystania istniejgcej technologii NGS pozwalajgcej m.in.
na kompleksowe badanie profili bakterii w prébkach,

v' wykorzystanie zaprojektowanej pary starteréw do prowadzenia amplifikacji
w systemie Nested PCR, ktéra poprzedza proces sekwencjonowania NGS.

Oferowany zestaw diagnostyczny do diagnozowania ptynéw ustrojowych pod
katem mikrobiologicznym stanowi przedmiot zgloszenia patentowego. Dalsze
prace nad jego rozwojem s3 prowadzone w Katedrze Mikrobiologii Collegium
Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego. Centrum Transferu Technologii CITTRU
poszukuje podmiotéw zainteresowanych komercyjnym wykorzystaniem wynalazku.
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