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1. Tartalmi 6sszefoglalo

A szepszisben részt vevo baktériumok és gombak identifikacidja hagyomanyos tenyésztéses
modszerrel iddigényes, ami nagyban befolyéasolhatja a fertézés végkimenetelét. A PCR alapt
technikak forradalmasitottdk a patogén baktériumok és gombak gyors detektalasat, tovabba a

legijabb maddszerek lehetdvé teszik a faj szintli azonositast is.

Kisérleteinkben —a detektalds mellett- sikerllt elkulonitenink a leggyakoribb szepszist is
okozO6 gombakat és baktériumokat. Ez a modszer a LightCycler kapillaris real-time PCR
készllek (Roche, Basel, Svajc) harom detektalé csatornajan képes elkiloniteni a Gram
negativ és Gram pozitiv baktériumokat, valamint a gombékat multiplex médon. Az altalunk
kidolgozott FRET technikaval az amplikon olvadasi gorbéjébdl a 7 leggyakoribb Candida, az
amplikon ¢és a Gram specifikus probdk olvadasi hémérsékleteinek kombinacidjabol pedig a

leggyakoribb baktériumok fajszinten azonosithatdak.

A PCR érzékenységének megallapitasdhoz egészséges human vérmintdkat fertdztiink

crer

hogy melyik az a legnagyobb higitas ahol a baktériumok és gombak még detektalhatok.

A kimutatés ideje tovabb csokkenthetd a DNS preparélas esetleges elhagyasaval. A legujabb,

crer

szérumot kozvetlen, preparalas nélkil hasznalhassuk a PCR-hez.. Mivel a vér hemoglobinja
ilyenkor elfedi a fluoreszcens jeleket, a kérokozok csakis az amplikonok mérete alapjan

kiilonithetdek el, igy a fajszintli azonositas ezzel a modszerrel még nem lehetséges.

Munkank tovabbi célja a faj szerinti identifikalas a DNS tisztitas nélkili reakcioval, illetve a

két mddszer egyesitése, a reakcid 1d6 tovabbi csokkentéséhez.

Kulcsszavak: RT PCR, Meltingpoint analizis, CFU



Roviditesek jegyzéke

BSA Bovine Serum Albumin

bp nukleotid bazispar

DNS dezoxiribonukleinsav

YANTP Deoxyribonukleotid-trifoszat (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP)

CFU Colonyforming unit

FRET Fluorescence resonance energy transfer

ITS eukariota rRNS-t kodold DNS szakaszok kozotti
régio

LC LightCycler 1.2 (Roche cég real-time PCR gépe)

PCR polimeraz lancreakcié (Polymerase Chain
Reaction)

PLK prokariota rRNS-t kédol6 DNS szakasz

SDS sodium-dodecyl-sulfate

TBE Tris Borate EDTA

Tm Olvadasi hémérséklet (Melting point) : az a

homérséklet, ahol a kettds szaliu DNS fele

denaturalodik




2. Bevezeto

A szepszis a szervezetben fellépd immunvalasz valamilyen vérarambeli fertézés hatdsara
melynek Kklinikai tlnete lehet a Systemic Inflamatory Response Syndrome (szisztémés
gyulladésos vélasz szindroma) [1,2]. A vérarambeli fert6zés leggyakoribb korokozoi a
bakteriumok, illetve bakterialis endotoxinok, virulencia faktorok, tovabba kisebb mértékben
okozhatjak a fert6zést gombdk, virusok és protozoonok is. Vilagszerte gylijtott adatok
becslése alapjan naponta 1400 szepszises megbetegedés végzodik halallal, és évente 1,5 %-
kal emelkedik a megbetegedések szdma [3]. Az antibiotikumok alkalmazasa el6tt a
leggyakoribb korokozdk a Gram pozitiv baktériumok voltak. 1979-t61 1987-ig a Gram negativ
baktériumok keriiltek el6térbe illetve a talzott antibiotikum hasznalat miatt kialakultak egyes
antibiotikumokra rezisztens és multirezisztens torzsek. Az ezt kovetd években Gjra a Gram
pozitiv infekciok okoztdk a legtobb vérarambeli fertdzést [4]. Az intenziv ellatast igényld
betegek koziill a fertdzés kivaltd oka napjainkban, mintegy: 51,1%-ban a Gram pozitivok
(G+), és 37,6%-ban a Gram negativok (G-). Tovabb4, fontos patogénként tartjadk szdmon a
gombakat, bar a fert6zéseknek csak 4,6%-at teszik ki [4]. Annak ellenére, hogy a gombék
ilyen kis szamban vesznek részt a fertdzésben, mortalitdsi ardnyuk a legnagyobb. Szepszist
okoz6 gombék szama 1979 és 2000 kozott 207%-al ndvekedett. Tovabba, polimikrobiélis
infeciok is el6fordulhatnak mintegy 10-20%-ban [4].
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1. &bra Szepszises esetek szama 1979-2001
(Forrés: Martin G S. et al., 2003)



A candidaemiak tobb mint 23% at a baktériumok és gombak altali kevert fert6zés okozza [5].

Epidemiologiai adatok alapjan megallapithato, hogy a szepszis nagyobb szdmban érinti a

férfiakat [3]. A szepszis kezdetén a mortalitas 10-15%, az id6 el6re haladasaval pedig ez az

arany folyamatosan né [3]. Ezért rendkivil fontos a korai és megfelel6 kezelés a legtobb

esetben, mert a koran elkezdett célzott antibakterialis és/vagy antifungalis terdpia nagyban

elOsegiti a paciens €letben maradasi esélyeit.

Szepszises esetek szama

300 r—4 | R
Férf | .
- NG /N 1A :
"' Vo | o P | rf’0—Q
200 ) = o Y 1
) ~ch _ x o
” "". vy
> wad .
# y &
A £
100{334% A
—r
4]

19'79 1981 1983 1985 1987 1989 1991 1993 1995 1997 1999 2601
1d6 (év)

2. dbra szepszises esetek szdma nemek szerint

(Forras: Martin G S. et al., 2003)

Fontosabb szepszist okozd baktériumok

Az adatok alapjan megallapithat6, hogy a baktériumok a szepszis leggyakoribb kérokozoi.

Ezeknek a fertdzéseknek a haldlozasi ardnya igen magas. Evente 135.000 halottat
regisztralnak Eurépaban, és 215.000 esetet az Amerikai Egyesiilt Allamokban [6].

Az egyik legfontosabb patogen baktérium Genus a Staphylococcus, mely bizonyos

koriilmények hatasara valik korokozéva. A normal borfeliilet florajanak tagja, eléfordulnak a

felsd légutakban, mukozus membranokon. Feliileti sériiléseken gennykeltd korokozoként

vannak jelen, tiisz6s gyulladast (furunkulus) idézhetnek eld. Eléfordulhat felsd 1éguti



fert6zésekben, és felsé hartyas gyulladasokban. Tébbféle exotoxinnal rendelkeznek, kdziluk
négyféle hemolizin. Az exokoaguldz enzime a fibrinogént a vérben fibrinné alakitja, igy egy
védoburkot alakit maga koré mely megakadalyozza a pfagocytosist [7]. A bor nekrolizisét az
altaluk termelt toxin valtja ki. Az antibiotikus védekezest korlatozza a nagyfoku rezisztencia
kialakulasa. A bakterialis szepsziseket mintegy 35%-ban a Staphylococcus okozza.

A Streptococcus Genus kommenzalista baktérium toérzs, melyek gyakran patogének. A S.
pyogenes a legfontosabb human koérokozé. Feliileti sebfertézésekben gyakran fordul eld, a
torok tajék és a felsé légutak heveny gyulladasanak kivaltdja. Hasevd baktériumnak is
nevezik, mivel eldszeretettel szaporodik el sebekben, gyulladt bdrteriileten. A Streptococcus
agalatiae terhes anyaknal noveli a komplikacio eselyét, Gjszilotteknél pedig ujszilott kori
vermérgezéshez vezethet. Ezen felll izuleti gyulladast és szivbetegséget okozhat a véraramba
keriilést kovetden. Az Enterococcusok sokféle fertézést okozhatnak. A bélbdl kikeriilve

hagyuti infekciodt, tiidégyulladast, borfertdzést, agyhartyagyulladést stb. idézhet eld.

A Listeria Genus sajatos hemolizissel rendelkezik. A leggyakoribb betegségeik a meningitisz,
septikaemiaendocarditis, arthritis, és egyéb goctiinetek, melyek legyengiilt immunrendszer
betegeknél jellemz6. A L. monocytogenes képes a makrofagokat megtamadni, és bennik
multiplik&lodni. Csak a hemolizal6 tipusok patogén.

Az Escherichia coli baktérium a bélflora természetes része. Jelenlétik kedvezd, vitaminokat
szolgaltatnak a gazdaszervezet szamara. Ez a baktérium okozza a hugyuti fertdzések nagy

részét. Hagyutakban nemkivéanatos gyulladast okozhatnak.

A Pseudomonas a 6 okozoja két olyan enyhébb kozonséges fertézésnek, amelyek a kiilonben
egészséges embereket érintik: az Uszok fllbajanak és a forrd-kad szortiisz6-gyulladasnak.
Multirezisztens térzsei nehezen azonosithatok.

A Klebsiella pneumoniae foként tiidégyulladast okoz legyengiilt immunitast embereknél.
Tovabba szerepet jatszik hugyuti fertézésekben.

A Proteus vulgaris a gastrointestinalis rendszer normal florajanak tagja. Leggyakrabban

hugyutakban és kozépfiilben, égési sebekben okoz fertdzést, amely kiillonboz6é gyulladassal,
gennyesedéssel jaro folyamatokhoz vezet. Gyakran rezisztens az antibiotikum kezelésre.

A Bacillus cereus emberben hanyassal és hasmenéssel jaro ételmergezést okoz. Szemseérilés
esetén sulyos fertzést okozhat.



Fontosabb szepszist okozd gombak

Habar a gombak minddssze 4%-ban fordulnak el6, mint a szepszis korokozoi, de mortalitasi
aranyuk nagyobb, mint a baktériumoké [4].

A Candida fajok sokfelé eléfordulnak a természetben. Egészséges ember szajiiregében is
megtalalhatok, tovabba eléfordulnak a bélrendszerben és a hiivelyben, a normal human
floranak a tagja.

Jelenleg 100 féle Candida fajt irtak le, ezek kozil legismertebb a Candida albicans, az
emberi opportunista mikozisok leggyakoribb kérokozoja (3. &bra).

A gombas fert6zéseknek 43%-at a Candida fajok okozzak. Immunhianyos betegeknél igen

magas a candidiosis el6fordulasa [4]. Ezért fontos a korai diagndzis €s az antifungalis terapia

gyors megkezdése.

Az antifungalis szereknek kiillonboz6 az érzékenységiik, emiatt fontos a fajszintli elkiilonités.
A fajok taxonomiajat a fenotipusos hatarozdbélyegek illetve a biokémiai és molekuléris
modszerek alapjan allitottak fel. A fenotipusos bélyegek alapjan torténd elkiilonités sokszor
nehézkes és pontatlan. A biokémiai modszerek kozil a cukorasszimilacios modszerek

bizonyultak hatékonynak a fajok meghatarozasaban.

3. dbra Candida albicans

(Forrés: http://hu.wikipedia.org/wiki/Candida_albicans)



PCR (Polymerase Chain Reaction)

A polimerdz lancreakcié egyre inkabb elterjedt az orvosi diagnosztikaban. A molekularis
technikakkal torténd szepszis diagnosztika is egyre népszeriibb, mivel ez a modszer sokkal
megbizhatobb és gyorsabb, mint hagyomanyos tenyésztési eljaras [8]. A PCR technika soran
egy meghatarozott révid DNS szakaszt, specifikus primer hozzéadasdval mesterségesen
amplifikalnak, tobbszords replikécios cikluson keresztul. A mikroorganizmusok DNS-ének
preparalasahoz kiilonb6z6 kereskedelmi forgalomban kaphat6 preparalé kitek vannak [9].

A PCR a molekularis technikéak egyik legsikeresebb modszere. Az alap PCR technika logikaja
rendkivill egyszerii és érthetd, bar a gyakorlati megvaldsitas esetenként mar nem is olyan
konnyt, alapjaiban mégis egy rendkiviil hatékony, egyszert és jol reprodukalhaté modszer. A
PCR-t tulajdonképpen a baktériumok/gombak kldénozéasnak tekinthetjiik kémesdben (€16 sejtek
nélkil), hiszen ezzel a madszerrel kivalaszthatunk és felszaporithatunk egy komplex, sokféle
DNS szekvenciat tartalmazo mintabdl egy, vagy néhany molekulat. A folyamat 3 f6 1épésbél
all, melyek kiilonb6z6 hdmérsékleten zajlanak:

- Denaturélas: 94-95°C-on, melynek soran a kettés DNS szal egy szaluva valik.

- Hibridizacio/annealing: a minta rovid oligonukleotid primerekkel (forward és revez
primer) hibridizal, ezaltal a polimerizaci6 kezddpontjat kijeloli. Ennek
homérséklete fiigg a primerek Tm pontjatol, de altalaban 50-60°C korul van.

- Polimerizacio: az enzim a primert6l kiindulva megszintetizalja a komplementer
lancot 5°-3” iranyba. Ez a szakasz a polimeraz enzim optimalis miitkodési
hémérsekletén torténik. Az altalunk hasznalt polimeraz enzim (Taq polimeraz)
esetében ez a hdmérséklet 72°C.

A harom Iépés ciklusosan ismétlédik, altalaban 35 ciklus megy vegbe egymas utan. Annak

érdekében, hogy a polimerdz enzim ne sériiljon és ne aktivizalodjon szobahdmérsékleten, egy
gatld6 moddszert alkalmaznak az ilyen tipusi enzimeknél (hot-start polimeraz [32]). Az
aktivalédasukhoz sziikséges az elso ciklus eldtt egy el denaturacios 1€pés, mely 5 percig, 94-
95°C-on zajlik. A ciklusokban megszintetizalt kettds szalt DNS mindkét szala a kdvetkezo
ciklusban templatként szolgal. Ebbdl adodik, hogy a termék mennyisége 2 hatvanyainak
aranydban novekszik. A reakcioelegy tartalmaz meg YdNTP-t és az enzim mikddéséhez
sziikséges ionokat. A reakcio végtermeke gélelektroforézissel vizsgalhato.

A rendszer érzékeny, igy a keresett szekvencia néhany DNS kopia jelenléte esetén is

kimutathaté és egyben univerzalis is, tehdt a mikroorganizmusok barmely mintaban
detektalhatdak. A PCR modszerek hasznalata alapozza meg az érzékeny és gyors molekularis



kimutatast célz6 vizsgalatokat [10]. A Real-time PCR kvantitalhatova teszi a mintaban jelen
1év6 nukleinsav mennyiségét. Alkalmazasahoz sziikséges egy real-time PCR készllék vagy
specialis kiegészito feltétes PCR késziilék. A mérést a kezdeti ciklusok soran végzi a modszer,
nem pedig a reakcio végpontjanal (&ltalaban fluoreszcens jel detektalasaval). Ekkor még a
keletkezd termék mennyisége egyenesen aranyos a templat mennyiségével. Minél nagyobb a
mintdban a DNS tartalom, annal jobban er6sodik a fluoreszcencia. A legelterjedtebb,
interkalal6dé aspecifikus fluoreszcens festék a SYBRGreen mely csak kettés szalit DNS-hez
kotédik. Ujabb probak utjan megvalosulé  detektald rendszerekben (TaqMan,
MolecularBeacon, FRET, Scorpion) hasznalhatunk nem interkal&l6do fluoreszcens festekeket.

Az inetrkalalodo festék és a préba egyiittes hasznalatdval akér tobb minta is mérhetd
egyszerre [9]. A PCR vizsgalat elonye, hogy ki tudja mutatni a candidosist, akkor is, ha a
mintaban nem talalhaté6 mar életképes gomba [12]. A LigtCycler (Roche, Basel, Svajc) real-
time PCR-t relativ konny( kivitelezni, és elvégezhet6 egy kisebb laboratériumban is. Ez egy
ultragyors, on-line detektalast kvantitativ PCR rendszer. A FRET (Fluorescence Resonance
Energy Trasfer) probdk hasznélataval megvalosuld technika [13], mely tavolsagfiiggd
interakcid két fluoreszcens molekula kozott. Amennyiben a fluoreszcens donor molekula a
bazisok beépiilése révén megfeleld kozelségbe keriil az akceptor molekulahoz — gerjeszti azt —
és ez altal fenyt bocsajt ki [14]. Az interkalalodo festék és a FRET egyidejii hasznalata egy

lehetséges madszer a Gram negativ és Gram pozitiv baktériumok elkilonitésére [13].

Pontosabban meg lehet hatdrozni a kiilonb6z6 baktériumokat a PCR termékek és a proba
meltingpoint (Tm) hémérsékletének kombinacidjaval. [15]. Ehhez a modszerhez minddssze 4
Orara van szilkség, beleértve a DNS preparalast és az eredmenyek kiértékelését is. A Real-
timePCR-al torténé detektalas végbe mehet nem kotott festék, vagy egy jelolt szekvencia
specifikus proba altal. A két mddszer kombinaciodja lehetdvé teszi az amplikonok detektalasat,
és a Tm meghatarozasat. Az altalunk kidolgozott rendszerben az Ujdonsaga SYBRGreen
aspecifikus interkalal6 festék hasznalata donor molekulaként jel6lt primer, vagy mas rogzitett

specifikus préoba helyett. Ezzel a modszerrel megvizsgalhato a 3 legfontosabb infekcidt okozé
organizmus egy csatornan multiplex PCR-el.
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3. Célkitiizések

- A bakteriélis korokozdk azonositasa real-time PCR amplikonok és a FRET

prébak olvadasi hémérséklete alapjan.

- A gombak és a baktériumok parhuzamos detektaldsa multipex real-time
PCR segitségével.

- A reakci6  érzékenysegenek  vizsgalata a templat DNS

- sz
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4. Anyagok és modszerek

A multiplex PCR beéllitdsdhoz a baktériumok kodzil a Staphylococcus aureust, a gombak
kozul pedig a Candida albicans-t hasznaltuk. 17 klinikailag fontos szepszist okoz6
baktérium torzs ismeretes [16].

A modszer beéllitasahoz a kovetkez6 gomba és baktérium torzseket hasznaltuk:

1. Tablazat: A hasznalt torzsek

Gomba torzsek Baktérium torzsek
Candida tropicalis Staphylococcus epidermidis
ATCC 4893 OKI 80001

Candida glabrata Streptococcus pyogenes
ATCC138 OKI 80002

Candida parapsilosis | Streptococcus agalatiae
ATCC22019 OKI 80200

Candida kefyr Enterococcus faecalis
ATCC 386 ATCC 29212

Candida inconspicua | Listeria monocytogenes
ATCC 180 ATCC 4701

Candida krusei Escherichia coli

ATCC 573 ATCC 25922

Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853

Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603

Proteus vulgaris
HNCMB 60076

Bacillus cereus
HNCMB 303228

12



Tenyeésztés

Gombak

A Candida fajok tenyésztéséhez 16 mm atméréji, 20 cm-es kémcesoveket és 9 cm atmérdji

Petri-csészéket hasznaltunk. A kémcs6be 6ntott ferde agar (Sabouraud-féle) mennyisége 7 ml
volt, igy elkeriilheté a taptalaj kiszaradasa, €s elegendé mennyiségii tdpanyagot biztosit a
gombék szdmara. A Petri-csészékbe kb. 20 ml téptalajt ontottink. A tenyésztés 37°C-on
zajlott 1-2 napig. A kinétt telepeket tartalmazd kémcsoveket és a Petri-cseszéket az Ujabb

atoltasig (1-2 honapig) szobahdmérsékleten taroltuk.

Sabouraud agar 6sszetétel:

Glikoz 20 g
Pepton 10¢
Agar 15¢
Desztillalt viz 1000 mi-re kiegésziteni

Baktériumok

A baktériumokat véres taptalajon (Columbia blood agar base) [17] ndvesztettiik 9 cm-es Petri-
csészében. Az elére Osszedllitott taptalaj alapbol 42 g-ot oldottunk fel 950 ml desztillalt
vizben. 15 percig autoklavoztuk (121°C-on) majd 60°C-ra hiitottiik, és hozzaadtunk sterilen

5%-o0s defibrinalt marhavért. 20 ml-enként steril Petri-csészékbe ontottik szét.

Columbia agar base 0sszetétele:

Pepton 23 g/l
Keményito 1g/l
Néatrium-klorid 59/l
Agar 13 g/l

13



DNS preparalas

- gombat/baktériumot felkevertiik 1000 ml vizben

- 3 percig centrifugaltuk 10.000 g-vel

- eltavolitottuk a feluliszot

- papirvattaval leitattuk a kémcsovet

- Uledékhez adtunk: 80 pl 5x Proteinaz K puffer, 20 pl 10 mg/ml Proteinaz K, 40
pl 10%-o0s SDS, 220 pl viz

- inkubéltuk 55°C-on 30 percig keveréssel

- hozzéadtunk 150 pl 6M NaCl-t

- Kézzel erésen raztuk 15 mp-ig

- centrifugaltuk 13.000 g-vel 3 percig

- feliiliszot egy tiszta csdbe tettiik

- centrifugaltuk 13.000 g-vel 3 percig

- feliiliszot egy tiszta csdbe tettiik

- 600 pl eldhiitott izopropil alkoholt adtunk hozza

- 5 percig dontogettik

- centrifugaltuk 13.000 g-vel

- ledntottik a feliluszot

- 800 pl elohitott 70%-o0s etanolt adtunk hozza

- centrifugaltuk 13.000 g-vel 3 percig

- ledntottik a feliluszot

- papirvattan lefelé tartva a csovet Kiszaritottuk

- kiszaradt DNS-t 100 pl vizben felvettik
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Bakterialis és gomba primer tervezés

Mind a bakterialis mind a gomba DNS multiplex amplifik&ldsahoz egy-egy primer
part (forward és reverse) hasznaltunk.

Bakterialis primer par: (5°-3°)
- forward: PLK1 (TAC GGG AGG CAG CAG)
- reverse: PLK2 (TAT TAC CGC GGC TGC T)

Ezek a primerek a 16S rRNS-t kddold DNS-s régidban talalhat6, ami rendkiviil
konzervalt szekvencia a prokariotak kiilonbdzo csoportjaba.

Gomba primer par: (5°-3”)
- forward: ITS86 (GTG AAT CAT CGAATC TTT GAA C)
- reverse: ITS4 (TCC TCC GCT TAT TGATAG C)
A gomba primerek az ITS2 regioban helyezkednek el, ami egy rendkivil variabilis régi6 az

5,8S és a 28S rRNS szekvencia kozott, és 192-494 bp-t amplifikal [18]. Ezen variabilis régio
altal lehet elkiloniteni a legfontosabb huméan patogén gomba fajokat [19].

FRET proba

Eredetileg a jel6lt primer szolgél a Gram specifikus probak gerjesztésére, de mi aspecifikus
SYBRGreen festéket hasznaltunk, ami mind a baktérium, mind a gomba amplikonok
vizualizalasara alkalmas. Ez a madszer alkalmas a Gram negativ és Gram pozitiv osztalyok
elkilonitésére is [15].

Gram negativproba: (5°-3’) LC Red 640-eljeldlt
- ISN2 (CCG CAG AAT AAG CACCGGCTAACTCCGT)

Gram pozitiv proba: (5’-3%) Cy5.5-eljelolt
- ISP3 (CCT AAC CAG AAA GCC ACG GCT AAC TAC GTG)
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A baktériumok és gombak parhuzamos detektalasa multiplex real-time PCR
segitségével, faj specifikus azonositas
A baktériumok és gombak detektalasat és faj szerinti identifikalasat 10 pl végtérfogatban

Roche LightCycler kapillaris PCR késziiléken végeztiik. A primerek bekdtddési
hémérsékletének optimalizalasat eldz6 kisérleteink soran elvégeztiik.

Reakcioelegy:

IQTNI 2xSYBRGreenSupermix (BioRad, USA) 4 ul
PLK1 1l
PLK2 1l
ITS4 1l
ITS86 1l
BSA(10 mM) 0,2 pl
baktérium templat DNS 0,5ul
gomba templat DNS 0,5 ul
Gram negativ proba 0,7 ul
Gram pozitiv préba 0,7 ul

A reakcid kérilményei:

denaturacié6  94°C 600 mp
40 ciklus

denaturaci6  94°C 20 mp

annealing 55°C 15mp
extension 72°C 20 mp

A fluoreszcencia mérése minden annealing Iépés utan tortént.
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Az olvadasi gorbe
vizsgéalata: 95°C 10 mp

40°C 120 mp
0,2°C/mp hémérsékletnovekedés 95°C-ig

A fluoreszcenciat folyamatosan lehet mérni a hdmérséklet emelkedése kozben,
ami grafikonon abrazolhato.

A reakci6 érzekenységének vizsgalata a templat DNS koncentraciojanak valtoztatasaval

A reakcid érzékenységének vizsgalatdhoz BioRad cfx96 hagyomanyos PCR késziléket
hasznaltunk. A baktériumok és gombak Biirker kamraban torténd szamoléasa utan 5000 CFU
toménységli kiindulasi mennyiséget higitottunk. A reakciét 100x-0s, 200x-0s, 1000x-es,
2000x-es és 5000x-es higitasban végeztik. A 100x-o0s higitas 50 kopiat, a 200x-o0s 10 kopiat,
az 1000x-es 5 kdpiat, a 2000x-es 2 kopiat, az 5000x-es 1 kopiat tartalmazott.

A reakci6 érzekenységének vizsgélata bakteridlis DNS templattal

Harom Gram negativ és harom Gram pozitiv baktériumot hasznaltunk a kisérlethez. A Gram
negativ baktériumok az Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, és a Haemphilus influenzae
voltak. A Gram pozitiv baktériumok az Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, és a

Streptococcus pyogenes voltak. Minden baktériumnal 8-szor elvégeztiik a kisérletet, és a
kapott adatokbol kovetkeztettiink a reakcio érzékenysegére.

Reakcioelegy:

SsoFast™ q PCR supermix (Bio-rad,Hercules CA,USA) 4 pul
PLK1 1l
PLK2 1l
templat DNS 1ul
desztillalt viz 3ul
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A reakcid koriilményei:

1. denaturacio 94°C 600 mp
35 ciklus

2. denaturacio 94°C 20 mp

3. annealing 55°C 40 mp

4. extension 72°C 30 mp

5. lezaras 72°C 420 mp

6. hiités 4°C

A reakcio érzékenységének vizsgalata gomba DNS templattal

A reakcid érzékenységének vizsgalatdhoz a Candida albicans és a Candida tropicalis
sarjadz6 gombékat hasznaltuk. Minden gombanal 8-szor elvégeztik a kisérletet, és a kapott
adatokbol kovetkeztettiink a reakcid eérzékenysegere.

Reakcioelegy:

SsoFast™ gPCRsupermix (Bio-rad) 4 ul
PLK1 1pl
PLK2 1pl
templat DNS 1ul
desztillalt viz 3ul

A reakcio koriilményei:

1. denaturécio 94°C 600 mp
35 ciklus

2. denaturacio 94°C 20 mp

3. annealing 55°C 40 mp

4. extension 72°C 30 mp

5. lezéras 72°C 420 mp

6. hiités 4°C
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1%-0s agaroz gél készitése

Kimértiink 1g agardzt egy steril Erlenmeyer-lombikba. Ehhez hozza dntottink 100 ml 1x-es
TBE puffert. Ezt melegitettik addig, amig teljesen homogén lett az oldat, és mar nem
latszottak az agardz kristalyok. A fluoreszcens festék hozzaadasa utan hiilni hagytuk, mig

elérte az 50-60°C-0s homérsékletet.
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5.Eredmények

A baktériumok és gombak parhuzamos detektalasa multiplex real-time PCR
segitségevel, faj specifikus azonositas

A gombék, Gram negativ és Gram pozitiv baktériumok elktlonitése

Minden faj DNS-ét preparaltuk, majd mindegyikkel elvégeztiik a kisérletet. 3 detektald
csatorna adhatott jelet, és tette lehetové a gombak illetve Gram negativ és Gram pozitiv
baktériumok elkilonitését. Az F1 csatornan (540 nm) a gombak azonositaséara alkalmas. Ha
bekotodik valamelyik baktérium proba, akkor a masik két csatornan ad jelet, ebbdl

kovetkezik, hogy ha az Fl-es csatornan jelet ado fert6z6 agens mindenképpen gomba. Az F2

(640 nm) csatorna a Gram negativ baktériumok detektalasara szolgal. Ha a Gram negativ
préba kot be, akkor a SYBRGreen interkalalddé festék annak adja at a gerjesztettséget, az fog
jelet adni az F2-es csatorndan. Az F3 (705 nm) csatorna a Gram pozitiv baktériumok
azonositasara szolgal.

Faj szerinti identifikalas

Ezutan a probak meltingpoint (Tm) és a teljes PCR termék analizisével lehet faj szerint
identifikalni 4 G+ és 9 G- baktérium alcsoportot. A gomba patogének kozil 14-et
lehetet elklloniteni az ITS szekvencia segitségéve [20].
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4.4bra Baktérium patogének identifikalasa Tm alapjan. A csoportok a patogének teljes
Tm pontjat jelzi, mig az alcsoportok hdmérséklete a hibridizacids probakra vonatkoznak.

(Forras: Horvath A. et al., 2013)
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5. abra AStaphylococcus aureus és a Staphylococcus epidermidis Tm-je

Ezekb6l az adatokbol arra lehet kovetkeztetni, hogy a Staphylococcus aureus és a

Staphylococcus epidermidisa kozel fekvé meltingpointjuk miatt nem kiilonithetéek el a 16S
RNS szekvencia alapjan. Ezen klinikailag jelentds fajok azonositdsa antibiotikum
rezisztenciaval végezheté [21]. A két Enterococcus faj esetében sem sikeriilt a faj szintl

azonositas [22].
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6. dbra Escherichia coli és Haemophilus influenzae elkilonitése Tm alapjan

A két baktériumnak igen kozel van a 16S RNS szekvencia Tm pontja, ez alapjan nem lehet

elkuloniteni, viszont a probak Tm pontja alapjan egyértelmiien identifikalhato a két faj. Azaz

crer

faj specifikusan azonositani a Gram negativ baktériumokat az F3 csatornan. Ugyanigy
lehetséges azonositani a Gram pozitiv baktériumokat az F2 csatornan.

23



A reakci6 érzekenységének vizsgalata a templat DNS koncentraciojanak valtoztatasaval

2. tdblazat A PCR érzékenysege

Mikroba torzsek A pozitiv PCR-ek szdma (%0)

Gram pozitiv (G+) 50 CFU 10 CFU 5CFU 2 CFU 1CFU
Enterococcus faecalis 8(100) 8(100) 5(62.5) 2(25) 0(0)
Staphylococcus aureus 8(100) 8(100) 7(87.5) 3(37.5) 0(0)
Streptococcus pyogenes 8(100) 8(100) 5(62.5) 5(62.5) 0(0)
Gram negativ (G-)

Enterobacter aerogenes 8(100) 8(100) 5(62.5) 2(25) 0(0)
Escherichi acoli 8(100) 8(100) 6(75) 1(12.5) 0(0)
Haemphilus influenzae 8(100) 7(87.5) 4(50) 0(0) 0(0)
Gomba

Candida albicans 8(100) 8(100) 5(62.5)  0(0) 0(0)
Candida tropicalis 8(100) 8(100) 6(75) 1(12.5) 0(0)

A reakci0 érzékenységének vizsgalatdhoz 3 Gram negativ, 3 Gram pozitiv és két gomba fajt
adatokbdl latszik, hogy a 100x-os higitasi mintaknal mind a 8 reakcid sikeres volt mindegyik
mikrobanal. 200x-os higitasnal egy reakcio hijan mindegyik sikeres volt. 1000x-es higitasnal
nagyjabol a fele PCR volt sikeres. 2000x-es higitasnal kevesebb, mint a fele siker(lt. 5000x-
esnél pedig egyaltalan nem amplifikalddott fel a templat DNS.

Ezekbdl az adatokbol megallapithatd, hogy a reakcio érzékenysége 5 CFU.
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7. &bra Streptococcus pyogenes olvadasi hdmérsékletének vizsgalatabol kapott melting gorbék

Ebben a kisérletben a templat DNS-t higitottuk kiilonb6zé mértékben. 100x-0s, 200x-0S,
1000x-es, 2000x-es és 5000x-es higitasban végeztik el a reakciot.

Ebbdl a grafikonbol megallapithatod, hogy nem csak detektalni, hanem azonositani is
lehetséges a meltingpoint alapjan a baktériumot, meg a legnagyobb higitasban is.
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6. Megbeszélés

Valos idejii PCR segitségével hatasosan ki lehet mutatni €s identifikalni lehet a leggyakoribb
szepszist okoz6 gomba és baktérium fajokat. Hagyomanyos tenyésztéses modszerrel
rendkiviil iddigényes a fertéz6 agensek kimutatasa és azonositdsa, ehhez a modszerhez
viszont kevesebb, mit 4 6ra elegendd. A modszer a baktériumoknal a 16S rRNS szekvencian
alapul, mivel ez egy rendkivil konzervalt szekvencia. Gombaknal az 5,8S és a 28S rRNS
szekvencia kozotti variabilis régidt lehet amplifikalni, és ez alapjdn meghatérozni a
gombafajt. A gombdk ¢és baktériumok elkiilonitése eredményének az ellendrzésére
gélelektroforézis [23,24] vagy meltingpoint analizis [25] hasznalhatd. A bakteridlis DNS
amplifikaldsahoz PLK1 és PLK2 primer part alkalmazva 187 bp hosszusagu DNS szakaszt
lehet felsokszorositani. Gombéaknal az 1TS4 és ITS86 primer par alkalmas a fent emlitett
variabilis régié amplifikalasahoz, ami egy 192-494bp hosszusagu szakasz. A LightCycler
(Roche, Basel, Svajc) készulék felhasznalasaval alkalmazni lehet a FRET technikat a
korokozok detektalasdhoz és azonositasdhoz. A LC 3 csatornan képes detektélni. A FRET
technikaval egy aspecifikus interkaldlodo festek segitségével gerjeszteni lehet a kiilonb6zo
baktérium prébakat, ez altal a 3 csatornan detektalni lehet a Gram pozitiv, Gram negativ
baktériumokat és a gombakat. A patogének identifikalasa meltingpoint analizis segitségével
valosulhat meg, kihasznalva a kiilonb6z6 korokozok és a probak kiilonb6z6 melting pontjait.
Az antibiotikum rezisztencia nem allapithaté meg ezzel a prototipus rendszerrel, ehhez sajnos
egy masik PCR sziikséges [26].

A patogének mennyisége altalaban a szepszises vérben 3 CFU és 100 CFU kozott van [27,28].

Kisérleteink alapjan megallapithatd, hogy az altalunk kidolgozott rendszer érzékenysége 5

CFU. Ebbdl kovetkezik, hogy megfeleld DNS preparalassal lehetséges a mikrobak
kimutatasa, és azonositasa ezzel a modszerre.

Osszefoglalva a szepszist okozd agensek kimutatasa és identifikalasa kevesebb, mint 4 6ra
alatt lehetséges, ami lehetévé teszi a korai célzott terapiat. Ezzel szemben a hagyomanyos

tenyésztéses modszer idéigénye 24-72 ora [6,29].
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7. Osszefoglalas

- Lehetséges a bakterialis kdrokozok azonositasa real-time PCR amplikon és FRET

probak olvadasi homérsékletei alapjan.

- Sikeresen lehet gombakat és a baktériumokat parhuzamos detektalni multiplex
real-time PCR segitségével.

- A reakcio erzékenységenek vizsgalatdval megallapithatd, hogy 5 CFU
az érzékenysége az altalunk kidolgozott rendszernek.

27









	page1
	page2
	page3
	page4
	page5
	page6
	page7
	page8
	page9
	page10
	page11
	page12
	page13
	page14
	page15
	page16
	page17
	page18
	page19
	page20
	page21
	page22
	page23
	page24
	page25
	page26
	page27
	page28
	page33

