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PRACA ORYGINALNA

Zastosowanie metod PCR i FISH w szybkiej
diagnostyce bakteryjnych zakazen krwi

Use of PCR and FISH methods for rapid identification
of bacterial bloodstream infections

Tomasz Gosiewski, Agata Pietrzyk, Monika Brzychczy-Wtoch, Piotr B. Heczko

STRESZCZENIE

WSTEP
Celem pracy byta ocena mozliwosci zastosowania metod PCR i FISH
w szybkiej diagnostyce bakteryjnych zakazen krwi.

MATERIAL | METODY

Analizie poddano 56 probek: 28 probek krwi zylnej i 28 probek podiozy
hodowlanych. Wszystkie probki krwi pochodzily od pacjentow z klinicz-
nymi objawami sepsy, diagnozowanych w Pracowni Diagnostyki Mikro-
biologicznej Katedry Mikrobiologii Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagielloniskiego w Krakowie. Pobrane probki krwi badano na obecnos¢
bakterii, rownolegle w systemie hodowli monitorowanej BACTEC oraz
za pomocg metod PCR (polymerase chain reaction) i FISH (fluorescent in
situ hydridization). Dodatkowo, kazda butelke z podtozem poddawano
analizie za pomoca metody FISH. Izolacje DNA prowadzono przy uzyciu
zestawu QIAamp DNA Blood Mini. W celu usunigcia inhibitoréw PCR
wprowadzono etap oczyszczania probek chlorkiem amonu. Do reakcji
PCR wykorzystano pare starterow 16SrRNA(+) i 16SrRNA(-) umozliwiaja-
ca wykrycie wszystkich gatunkéw bakterii. W metodzie FISH wykorzysta-
no sond¢ EUB338 swoistg dla wszystkich gatunkéw bakterii oraz sondy
swoiste dla Enterobacteriaceae (ENT183) i rodzaju Staphylococcus (STA).

WYNIKI

Odsetek wynikéw dodatnich dla probek krwi zylnej wynosil: 71,4%,
28,6% i 10,7% odpowiednio dla PCR, FISH i BACTEC. Réznice miedzy
wynikami uzyskanymi za pomoca metod PCR i FISH oraz PCR i BACTEC
byty statystycznie istotne. W przypadku analizy probek podt6z hodowla-
nych, odsetek wynikéw dodatnich dla metody FISH wynosit 58,3%, na-
tomiast dla metody hodowlanej 33,3%. Roznica ta nie byta statystycznie
istotna. Czas potrzebny do uzyskania wynikéw badan prowadzonych za
pomoca metod PCR i FISH wynosit okoto 4-5 godzin. Amplifikacja DNA
byta mozliwa jedynie dla probek krwi poddanych dodatkowo wstepnej
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procedurze oczyszczania i przeptukiwania osadu komoérkowego. W pozostatych przypadkach ob-
serwowano efekt inhibicji.

WNIOSKI

Uzyskane wyniki wykazatly, ze metody PCR i FISH pozwalajg na wykrycie obecnosci bakterii
w probkach pelnej krwi, sg bardziej czute od metody hodowlanej, skracajg czas oczekiwania na
wynik do kilku godzin, za$ reakcja amplifikacji wymaga zastosowania dodatkowej procedury
oczyszczania probek krwi.

SEOWA KLUCZOWE
diagnostyka sepsy, hodowla krwi, PCR, inhibicja PCR, FISH

ABSTRACT

INTRODUCTION
The aim of this study was to evaluate the possibility of applying PCR and FISH methods in rapid
diagnostics of bacterial bloodstream infections.

MATERIAL AND METHODS

56 samples: 28 venous blood samples and 28 samples of culture media from BACTEC machine
after incubation cycle were tested. All blood samples originated from patients with clinical symp-
toms of sepsis who were diagnosed in the Laboratory of Microbiological Diagnostics at the
Chair of Microbiology Medical College Jagiellonian University in Krakow. The blood samples
were tested to presence of bacteria in parallel, using PCR, FISH and culture monitored BACTEC
system. Additionally, each bottle with medium was analyzed by FISH method. DNA was ex-
tracted with QIAamp DNA Blood Mini (Qiagen). To remove PCR inhibitors the step of samples
purification with ammonium chloride was added. For PCR reaction a pair of 16SrRNA(+) and
16SrRNA(-) starters which enables detection of all bacteria species was applied. In FISH method
a probe specific to all bacteria species EUB338 and probes specific to Enterobacteriaceae (ENT183)
and Staphylococcus genus (STA) were used.

RESULTS

Percentage of positive venous blood samples for PCR, FISH and BACTEC was: 71.4%, 28.6%
and 10.7%, respectively. The differences between results obtained by PCR and FISH methods
and by PCR and BACTEC were statistically significant. In case of culture media samples analysis
a percentage of positive results for FISH was 58.3%, while for culture method 33.3%. This differ-
ence was not statistically significant. The time needed to receive a results of samples examination
using PCR and FISH methods was about 4-5 hours. DNA amplification was obtainable only
for these blood samples which were in addition initially purified, and special cellular sediment
washing procedure was used. For unpurified samples inhibition effect was noted.

Conclusions

Results obtained by us indicated that PCR and FISH methods: allow to detect bacteria in whole
blood samples, are much more sensitive than culture method, shorten waiting time for results
to few hours and that the use of additional procedure of blood samples purification is needed to
receive a positive result of amplification.

KEY WORDS
diagnostics of sepsis, blood culture, PCR, PCR inhibition, FISH
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WSTEP

Zakazenia wywotywanie przez bakterie i grzy-
by od zawsze stanowity powazny problem me-
dyczny. Najgrozniejszym z nich jest zakazenie
ogoblnoustrojowe, czyli sepsa, okreslane takze
mianem posocznicy. Mimo postepow w jej le-
czeniu, osiaggnietych gtownie dzigki zastosowa-
niu antybiotykoterapii oraz wprowadzeniu do
praktyki medycznej technologii pozwalajgcych
na dtugotrwale podtrzymywanie czynnosci zy-
ciowych u pacjentéw znajdujacych sie w stanie
krytycznym, nadal nie udaje sie utrzymac przy
zyciu wielu chorych. Paradoksalnie, w miare
rozwoju wiedzy medycznej i wprowadzania do
lecznictwa coraz nowszych procedur terapeu-
tycznych, zapadalnos¢ na sepse si¢ zwigksza.
Lever i wsp. donosza, ze w USA w ciagu roku
zapada na nia 750 tys. 0oséb i jest ona przyczy-
na ponad 215 tys. zgonéw [1]. W Unii Euro-
pejskiej z powodu ciezkiej sepsy umiera rocz-
nie 146 tys. chorych. W samej tylko Wielkiej
Brytanii $miertelno$¢ z tego powodu waha sie
w przedziale 30-50/100 tys. w ciagu roku, co
plasuje sepse w czotowce dziesigciu najczest-
szych przyczyn zgonow |[2]. W krajach roz-
winietych sepsa rozwija si¢ u 2-4/1000 zywo
urodzonych dzieci, stajac sie gtéwng przyczy-
ng ich Smierci [3,4]. W Polsce brak doktad-
nych danych epidemiologicznych, ale Zielifiski
i wsp. podaja, ze w 2005 r. z powodu sepsy
nastgpito 967 zgonow, w tym 43 zgony dzieci
[5]. Zwigkszajaca si¢ Smiertelno$¢ z powodu
posocznicy jest skutkiem narastajgcej opor-
nosci na antybiotyki, stosowania inwazyjnych
metod leczenia oraz starzenia si¢ spoteczen-
stwa. Sepsa jest najwiekszym zagrozeniem
dla os6b z obnizona odpornoscia, zwlaszcza
kiedy sa one dtugotrwale hospitalizowane na
oddziatach intensywnej opieki medyczne;j.
Dotyka ona przede wszystkim pacjentow ze
schorzeniami nowotworowymi, poddawanych
immunosupresji, chorych oparzonych, oséb
w podesztym wieku oraz dzieci [3,6].

W leczeniu zakazen krwi najwazniejszym
i najtrudniejszym problemem decydujacym
o skutecznosci terapii, a w konsekwencji
o kosztach i czasie hospitalizacji jest skuteczna
diagnostyka czynnikoéw wywotujacych ogol-
noustrojowa odpowiedZ zapalng w przebiegu
sepsy. Oznaczenie czynnika etiologicznego po-
zwala na zastosowanie skutecznej, celowanej
antybiotykoterapii. Materiatem poddawanym
badaniu diagnostycznemu jest krew pobrana

od pacjenta manifestujgcego objawy klinicz-
ne sepsy, takie jak: tachykardia, bradykardia,
podwyzszona lub obnizona cieplota ciata,
spadek ci$nienia tetniczego krwi i inne. Do tej
pory tzw. ztotym standardem diagnostycznym
s3 hodowle krwi prowadzone na specjalnych
podtozach, w systemach hodowli automatycz-
nej, np. BACTEC (BectonDickinson). Do zalet
tych metod nalezy ich prostota oraz wzglednie
niski koszt wykonania badania. Staba strong
metody opartej na hodowli krwi jest natomiast
jej czasochtonnos¢, siegajaca nawet 5 dni (do
czasu wydania wyniku badania) oraz niska
czutos¢, ktéra powoduje, ze jedynie w okoto
15-20% hodowli udaje si¢ uzyskaé wzrost mi-
kroorganizmow [5,7].

Wynika z tego, ze w zdecydowanej wiekszosci
przypadkow lekarz moze stosowaé jedynie an-
tybiotykoterapie empiryczng z powodu braku
uzyskania wzrostu mikroorganizméw odpo-
wiedzialnych za infekcje. Sytuacje dodatkowo
pogarsza fakt poddawania pacjentéw antybio-
tykoterapii przed pobraniem probek krwi na
posiew. Chorzy sa czesto leczeni antybiotyka-
mi, zanim dochodzi do manifestacji objawow
sepsy. Hodowle krwi w takim wypadku s3 bar-
dzo utrudnione, z uwagi na to, iz znajdujg si¢
w niej antybiotyki, ktére hamuja wzrost mi-
kroorganizmoéw. Aby zwiekszy¢ szanse na wy-
krycie czynnikéw mikrobiologicznych we krwi,
podejmowane sg proby oparcia ich detekcji na
metodach serologicznych, np. na wykrywaniu
lipopolisacharydu (LPS) bakterii Gram-ujem-
nych czy galaktomannanu grzybow [8,9].
Innym celem molekularnym, ktéry rokuje
o wiele wicksze nadzieje na skuteczna, precy-
zyjna i szybka diagnostyke zakazen krwi sg
kwasy nukleinowe drobnoustrojow bedacych
czynnikami etiologicznymi infekcji. Zar6wno
DNA, jak i RNA kazdego organizmu zawiera-
ja unikalne dla niego sekwencje, stanowigce
swoisty ,,odcisk palca”. Dzigki znajomosci
tych sekwencji mozliwe jest zastosowanie
metod biologii molekularnej, takich jak PCR
czy hybrydyzacja do oznaczania obecnos$ci mi-
kroorganizmoéow we krwi. W literaturze moz-
na znalez¢ doniesienia na ten temat, jednak
— jak dotad — metody hodowlane (mimo ich
ograniczen) sa nadal powszechnie stosowane
jako podstawowe i najczesciej jedyne badanie
mikrobiologiczne krwi. Krew jako materiat do
badan mikrobiologicznych stawia najwigksze
wyzwania spos$rod wszystkich materiatéw bio-
logicznych. Najwigksza trudno$¢ sprawia to,
ze mikroorganizmy odpowiedzialne za zaka-
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zenie znajdujg sie¢ we krwi w bardzo matych
iloSciach lub tez nastepuje tylko ich okresowy
wysiew do krwi.

Czutos¢ metod molekularnych znacznie prze-
wyzsza czutos¢ metody hodowlanej. Poza tym
wczesniejsze zastosowanie antybiotykoterapii
nie wptywa na wynik badania, z uwagi na to,
ze nie ma potrzeby uzyskania wzrostu bak-
terii czy grzybow na podtozu hodowlanym,
a konieczne jest jedynie wykrycie ich sekwen-
cji DNA czy RNA [10]. Jednakze metody biolo-
gii molekularnej rowniez napotykaja trudnosci
podczas prowadzenia diagnostyki mikrobiolo-
gicznej krwi. Krew w swoim sktadzie zawiera
m.in. hem i laktoferyne, ktore sg bardzo sil-
nymi inhibitorami enzyméw polimeraz DNA
uzywanych w metodzie PCR [11]. Hem powo-
duje oddysocjowywanie DNA od polimerazy
(rozpad kompleksu enzym — substrat), a takze
blokuje kieszen katalityczng enzymu. Ponadto
krew zawiera w swoim sktadzie r6znego rodza-
ju enzymy proteolityczne mogace degradowac
polimeraze DNA oraz nukleolityczne, ktore
degraduja tancuchy DNA i RNA bedace wtas-
ciwym materiatem diagnostycznym. Bardzo
waznym inhibitorem jest takze EDTA doda-
wane do krwi jako antykoagulant, ktéry ma
zdolnos¢ helatowania jonéw magnezu, nie-
zbednych do optymalnego dziatania enzymu
polimerazy. Wiekszos¢ dostepnych procedur
preparatyki krwi nie pozwala na pozbycie sie
efektu inhibicji polimeraz, co w konsekwencji
prowadzi do uzyskania wyniku fatszywie ne-
gatywnego [12].

Celem pracy byta ocena mozliwosci wyko-
rzystania procedur biologii molekularnej,
opartych na metodzie PCR (polymerase chain
reaction) i fluorescencyjnej hybrydyzacji in
situ, w skrocie FISH (fluorescent in situ hybri-
dization), ktore mogtyby znaleZ¢ zastosowanie
w szybkiej (trwajacej kilka godzin) mikrobio-
logicznej diagnostyce molekularnej probek
krwi pobranej od pacjentow z klinicznymi ob-
jawami sepsy.

MATERIAE I METODY

Analizie poddano 56 probek: 28 krwi zylnej
i 28 podtozy hodowlanych. Wszystkie probki
krwi pochodzity od pacjentéow z klinicznymi
objawami sepsy (ale jeszcze przed potwierdze-
niem mikrobiologicznym), diagnozowanych
w Pracowni Diagnostyki Mikrobiologicznej

Katedry Mikrobiologii CM U] w Krakowie.
Prébki krwi pobierano natychmiast po wysta-
pieniu objawo6w klinicznych sugerujacych sep-
se, takich jak: wzrost albo obnizenie tempe-
ratury ciata (> 38°C lub < 36°C), tachykardia
(>90/ min), przys$pieszenie oddechu (>20/min)
oraz zmiana liczby leukocytow we krwi obwo-
dowej (< 4000/ul albo > 12 000/pl lub > 10%
niedojrzatych form granulocytéw), zgodnie
z zaleceniami dotyczacymi diagnostyki sepsy,
czyli przede wszystkim w okolicach szczytu
goraczki. Badania uzyskaty akceptacje Komisji
Bioetycznej UJ (KBET/94/B/2009).

HODOWLA BAKTERII

Probki krwi byly podawane rutynowej diagno-
styce mikrobiologicznej w systemie hodowli
monitorowanej BACTEC 9050 (BectonDickin-
son) oraz za pomocg metod PCR i FISH. Krew
pobrang od pacjentow posiewano do odpo-
wiednich podtozy przeznaczonych do hodow-
li bakterii tlenowych (Plus Aerobic/F+, Bec-
tonDickinson) i beztlenowych (Anaerobic/F,
BectonDickinson). W przypadku wyhodo-
wania bakterii probke poddawano klasycznej
diagnostyce mikrobiologicznej wraz z ozna-
czeniem antybiotykoopornosci. Dodatkowo
kazda butelke z podtozem hodowlanym pod-
dawano analizie metodg FISH, niezaleznie od
tego, czy wynik hodowli w aparacie BACTEC
byt pozytywny, czy negatywny. Réwnolegle
w celu wykonania badan molekularnych po-
bierano 2 ml krwi do probowek Vacutainer
K,E (BectonDickinson).

Aby wyznaczy¢ czutos¢ metod PCR i FISH, po-
bierano prébki krwi od ochotnikéw, bez kli-
nicznych objawow sepsy lub innej infekcji, do
ktorych dodano bakterie E. coli ATCC 25922,
uzyskujac szereg o malejagcym gradiencie ge-
stosci, obejmujacy wartosci od 10° do 10! cfu/
/ml (colony forming unit — jednostki tworzace
kolonie). Nastepnie kazdg probke z szeregu
rozcienczen poddawano badaniu za pomocg
metod PCR i FISH, aby wyznaczy¢ graniczng
czutos¢ obu metod.

IZOLACJA DNA Z KRWI

Catosc¢ izolacji DNA przeprowadzano pod na-
wiewem laminarnym, aby unikna¢ kontami-
nacji. Metoda PCR wymagata wykorzystania
izolatu DNA uzyskanego z krwi. Korek pro-
bowki Vacutainer opalano nad ptomieniem
palnika gazowego. Nastepnie strzykawka za-
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opatrzong w igte pobierano 200 pl krwi i izo-
lowano DNA za pomoca zestawu QIAamp
DNA Blood Mini Kit (Qiagen). Zastosowano
takze procedure izolacji rozszerzong o etap
lizy erytrocytow i usuwania hemoglobiny
z probek. W tym celu pobierano z probéwki
Vacutainer 200 pl krwi i wlewano ja do 800 ul
0,17 M $wiezo przygotowanego lub mrozone-
go chlorku amonu (ICN Biomedicals). Miesza-
nine¢ inkubowano w 37°C w termobloku przez
20 min w celu rozbicia erytrocytow. Nastepnie
probke wirowano przez 5 min przy 8500 x g
w wiréwce. Pipetg odrzucano nadsacz, osad
za$ zawieszano w 1 ml jalowej wody i ponow-
nie wirowano w tych samych warunkach. Ptu-
kanie i wirowanie powtarzano jeszcze dwu-
krotnie lub do momentu, az pelet przybrat
barwe blador6zowa. Z otrzymanego osadu,
zawierajacego leukocyty i ewentualnie komor-
ki bakteryjne, izolowano DNA, wykorzystujac
zestaw do izolacji DNA QIAamp DNA Blood
Mini Kit. Izolacje przeprowadzano zgodnie
z protokotem zataczonym przez producenta
zestawu. Analogicznie postegpowano z probka-
mi ptynu z butelek po zakonczonej inkubacji
w aparacie BACTEC 9050.

Kazdy izolat DNA poddawano pomiarowi
stezenia oraz czystosci uzyskanego kwasu de-
oksyrybonukleinowego. Zastosowano metode
spektrofotometryczng oraz aparat NanoDrop
(Thermo Scientific), za pomocg ktérego do-
konywano pomiaru absorbancji prébki DNA
w objetosci 2 pl przy dtugosci fali 260 nm
i 280 nm. Oprogramowanie komputerowe sa-
modzielnie wyliczato stezenie DNA wyrazone
w [ng/pl] oraz czystos$¢ probki jako stosunek
warto$ci absorbancji 260 nm do 280 nm.

AMPLIFIKACJA METODA PCR

Mieszanine reakcyjna sporzagdzano w objetosci
25 pl. W jej sktad wchodzity (wszystkie sktad-
niki z firmy DNA Gdansk): 3,0 mM MgClL,; 1x
bufor do polimerazy Delta 2; woda; 0,5U poli-
merazy Delta 2; 100 pM kazdego dNTP; po 10
M starterow [13]: 16S rRNA(-)5* — GGA CTA
CCA GGG TAT CTA AT -3’1 16S rRNA(+) 5’-
AGT TTG ATC CTG GCT CAG - 3’; 1,5 pl ma-
trycy DNA. Przygotowane probki umieszczono
w termocyklerze PTC-200 (BioRad) i amplifi-
kowano zgodnie z profilem termicznym [14]:
95°C przez 3 min; (95°C przez 45 sek; 59,3°C
przez 45 sek; 72°C przez 1 min) x 30; 72°C
przez 5 min. Nastepnie probki poddawano
rozdziatowi elektroforetycznemu w 1% aga-

rozie (Prona) przy 5V/cm. Zastosowane star-
tery pozwalaty na uzyskanie produktu PCR
o dtugosci 798 pz. Kontrole pozytywng reakcji
PCR stanowito DNA wyizolowane z krwi, do
ktorej uprzednio dodano bakterie E. coli ATCC
25922, natomiast kontrolg negatywna byto
DNA wyizolowane z probki krwi od pacjenta
bez klinicznych objawoéw sepsy lub innej in-
fekeji.

HYBRYDYZACJA IN SITU FISH

Z probéwki Vacutainer pobierano w komo-
rze laminarnej 200 pl krwi. Nastepnie probke
poddawano preparatyce jak do izolacji DNA,
do momentu uzyskania bladorézowego osadu.
Analogicznie postepowano z préobkami ptynu
z butelek po zakonczonej inkubacji w aparacie
BACTEC 9050. Osad zawieszano w 20 pl jato-
wej, dejonizowanej wody, z czego 10 pl nano-
szono pipeta na powierzchnie szkietka mikro-
skopowego do hybrydyzacji SuperFrost®Plus
(Menzel-Glaser), aby uzyskaé rozmaz o sredni-
cy okoto 10 mm. Preparat suszono pod nawie-
wem laminarnym, a nastepnie zalewano 500 ul
roztworu 4% paraformaldehydu (Sigma)
i umieszczano na okres 20 min w temperaturze
4°C. Nastepnie preparat przeptukiwano PBS
i zalewano 1-2 ml 96% metanolu (POCh). Ca-
tos$¢ przetrzymywano pod przykryciem przez
15 min w temperaturze 20°C.

Po zakonczonym procesie utrwalania meta-
nol odptukiwano cieptym (37°C) PBS i na-
noszono na preparat 20 pl rozcieficzonego
roztworu lizozymu (1 mg/ml) (Sigma) z lizo-
stafing (0,05 mg/ml) (Sigma). Cato$¢ inku-
bowano przez 5 min w temperaturze 37°C,
a nastepnie dwukrotnie ptukano jatowg wodg
destylowang. Hybrydyzacje przeprowadzano
przy uzyciu znakowanych fluorochromami
na 5" koncach, jednotancuchowych sond oli-
gonukleotydowych (Genomed) komplemen-
tarnych do konserwatywnego fragmentu 16S
rRNA typowego dla danego rodzaju bakterii.
Dla rodzaju Staphylococcus stosowano son-
de STA: (CY3-5> — TCC TCC ATA TCT CTG
CGC 3) [15], dla Enterobacteriaceae sonde
ENT183: (CY3-5’ - CTC TTT GGT CTT GCG
ACG- 3’) [16], za$ dla wykrycia wszystkich
gatunkow bakterii tgcznie, sonde EUB338:
(FITC-5> - GCT GCC TCC CGT AGG AGT
— 3’-FITC) (17). Ponadto uzyto barwnik DAPI
(Sigma) wykazujacy powinowactwo do DNA
komorkowego.
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W celu przeprowadzenia hybrydyzacji zmie-
szano po 5 pl roztworu (50 ng/pl) sond
EUB338 oraz STA lub ENT183 z 40 pl bufo-
ru do hybrydyzacji: 20 mM Tris HCI pH 7,2
(Sigma); 0,9 M NaCl (Serva); 0,1% SDS (Serva)
ogrzanego do temperatury okoto 50°C Goto-
wy roztwor (50 pl) nanoszono na preparat za
pomocg pipety automatycznej i cato$¢ umiesz-
czano w wilgotnej komorze ostonigtej folig
aluminiowg na 2 h w temperaturze 50°C Na-
stepnie odptukiwano sonde cieptym buforem
pluczacym, o takim samym sktadzie jak bufor
do hybrydyzacji, ale bez dodatku 0,1% SDS
i dobarwiano preparat roztworem DAPI; 50 pl
(5 pl DAPI i 45 pl wody jatowej, destylowa-
nej) przez 3 min w temperaturze pokojowej.
Wybarwiony preparat doktadnie ptukano jato-
w3, destylowana wodg i suszono w ciemnosci.
Preparat analizowano za pomocg mikroskopu
fluorescencyjnego BX51 (Olympus) wyposazo-
nego w obiektyw immersyjny 100x (Olympus)
z lampg UV (Olympus) oraz kamere F - Viev
(Olympus). Uzyskany obraz analizowano za
pomocg programu komputerowego AnalySYS
(Soft Imaging).

METODY STATYSTYCZNE

Do analizy statystycznej wykorzystano test
doktadny Fishera, dwustronny.

WYNIKI

Wszystkie wyizolowane prébki DNA podda-
no pomiarowi stezenia i czysto$ci. Otrzymane
stezenia zawieraly si¢ w przedziale 95,5-151,8
ng/pl, zas czystos¢ izolatébw w przedziale 1,65—
-2,05.

Z badanych prébek krwi izolowano DNA me-
toda bez wstepnego oczyszczania z hemoglo-
biny oraz réwnolegle metoda z wstepna lizg
erytrocytow w chlorku amonu. Reakcje PCR
udato sie przeprowadzi¢ jedynie na probkach
DNA wyizolowanych z krwi poddanej wstep-
nej procedurze oczyszczania chlorkiem amonu
i przeptukiwaniem osadu komoérkowego. Po-
dobnie nie udato si¢ uzyskaé¢ zadnych dodat-
nich wynikéw w reakcji PCR przeprowadzonej
na izolatach DNA uzyskanych z podtozy po
hodowli w aparacie BACTEC. Dzigki oczysz-
czaniu probek z hemoglobiny otrzymano do-
brej jakosci, wyrazny obraz mikroskopowy bez
tta autofluorescencji (ryc. 2).

Metoda PCR pozwolita wykry¢ we krwi juz 6 x
10! cfu/ml bakterii z rodzaju E. coli, natomiast
metoda FISH 6 x 10° cfu/ml komérek bakte-
ryjnych. Wyniki te uznano za czutos¢ obu me-
tod molekularnych.

Zaobserwowano, ze w przypadku badania pro-
bek krwi zylnej pobranych od pacjentéw od-
setek wynikéw pozytywnych wynosit: 71,4%,
28,6% i 10,7% odpowiednio dla PCR, FISH
i BACTEC (ryc. 1).

Odsetek wynikéw dodatnich w badaniu petnej krwi
trzema metodami

100% 1
80% - 71,40%
60% 1

20% 28,50%

10,70%

|

BACTEC

20%

0% : -

PCR FISH

Odsetek dodatnich probek

Ryc. 1. Zestawienie wynikdw badania petnej krwi pochodzacej od
pacjentdéw z klinicznymi objawami sepsy za pomoca trzech metod
badawczych.

Fig. 1. Comparison of the results of whole blood samples originat-
ed from patients with clinical sepsis symptoms by three searching
methods.

Ryc. 2. Zdjecie z mikroskopu fluorescencyjnego uzyskane metoda
FISH na petnej krwi zylnej. Widoczne bakterie z rodziny Enterobac-
teriaceae — zastosowano sonde ENT183; powiekszenie 1000 x.

Fig. 2. Fluorescent microscopy photography in FISH method from
venous whole blood. Bacteria from Enterobacteriaceae family are
visible — ENT183 probe was used; magnification 1000 x.
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Stwierdzono statystycznie istotne rdéznice
miedzy wynikami uzyskanymi metodami
PCR i FISH oraz PCR i BACTEC (p = 0,003
i p <0,001). Réznica miedzy FISH i BACTEC
nie byta statystycznie istotna (p = 0,177).
W przypadku prébek podtozy hodowlanych
pochodzacych z aparatu BACTEC wykazano,
ze odsetek wynikéw pozytywnych dla FISH
wynosit 58,3%, natomiast dla BACTEC 33,3%,
jednak r6znica ta takze nie byta statystycznie
istotna (p = 0,414) (ryc. 3).

Odsetek wynikéw dodatnich w badaniu podtoza po
hodowli krwi za pomoca metody FISH i hodowlanej

100% 1
80% |
60% 58,30%
|
20% 33,30%
_
0% T

FISH BACTEC

Odsetek dodatnich probek

Ryc.3.  Zestawienie wynikéw badania podtoza hodowlanego
z butelek z aparatu BACTEC po zakoriczonej inkubacji za pomoca
metody FISH i hodowlanej.

Fig.3.  Comparison of the results of the BACTEC medium
samples after incubation by FISH and culture methods.

Czas potrzebny do uzyskania wyniku badania
przy uzyciu metod PCR i FISH wynosit oko-
fo 4-5 godzin, za$ dla metody posiewu nawet
72 godziny.

DYSKUSJA

Wspolczesna diagnostyka mikrobiologicz-
na bakteryjnych zakazen krwi sprowadza sie
wiasciwie tylko do hodowli krwi i dalszej
diagnostyki wyhodowanego drobnoustroju.
Taki sposob postepowania jest podyktowany
z jednej strony ograniczonymi §rodkami finan-
sowymi przeznaczanymi na badania laborato-
ryjne, zwlaszcza w krajach rozwijajacych sie,
z drugiej za$ brakiem alternatywy stanowigcej
odpowiednig przeciwwage dla metod hodow-
lanych. Do zalet tych metod nalezg prostota
oraz wzglednie niski koszt wykonania bada-
nia. Stabg strong metody opartej na hodowli
krwi jest natomiast jej czasochtonnos¢, siega-
jaca nawet 5 dni (do czasu wydania wyniku
badania), oraz niska czutos¢, ktoéra powoduje,
ze jedynie w okoto 15-20% przypadkoéw uda-

je sie uzyska¢ wzrost mikroorganizméw [5,7].
W naszych badaniach odsetek pozytywnych
wynikéw hodowli krwi wynosit 10,7%. Wy-
daje sie, ze dobre rozwiazanie stanowig me-
tody diagnostyczne bazujace na biologii mo-
lekularnej, ktore sa z powodzeniem stosowa-
ne w laboratoryjnej diagnostyce medycznej,
z wyjatkiem molekularnej diagnostyki mikro-
biologicznej krwi. Na czoto metod biologii
molekularnej uzytecznych w mikrobiologicz-
nej diagnostyce medycznej wysuwajg si¢ PCR
i r6znego rodzaju hybrydyzacje kwaséw nukle-
inowych, takie jak FISH.

Krew jako materiat diagnostyczny stanowi
bardzo duze wyzwanie dla laboratoriéw mi-
krobiologicznych na catym $wiecie. Wykry-
wanie drobnoustrojéw we krwi jest bardzo
trudne z uwagi na ich zwykle niewielkg liczbe,
ograniczana dodatkowo przez zastosowane le-
czenie antybiotykami. Krew jest tkanka bogatg
we wszelkiego rodzaju substancje, ktére moga
skutecznie uniemozliwia¢ przeprowadzenie
badania przy uzyciu metod biologii moleku-
larnej, zwtaszcza PCR jest bardzo wrazliwy na
wplyw czynnikéw destabilizujgcych. Najbar-
dziej istotne s3 substancje blokujace enzym
polimerazy DNA, ktéry jest motorem reakcji
amplifikacji DNA. Najwazniejszy z nich jest
hem, ale takze immunoglobuliny czy trombo-
cyty [18,19]. Hem powoduje oddysocjowywa-
nie DNA od polimerazy (rozpad kompleksu
enzym-substrat), a ponadto blokuje kieszen
katalityczna enzymu. Krew zawiera takze en-
zymy proteolityczne mogace degradowac poli-
meraze DNA oraz nukleolityczne, ktére degra-
dujg tancuchy DNA i RNA bedace wtasciwym
materialem diagnostycznym. Bardzo waznym
inhibitorem jest takze EDTA dodawane do
krwi jako antykoagulant, majacy zdolnos¢
helatowania jonéw magnezu niezbednych do
preparatyki probek krwi.

W celu wyeliminowania efektu inhibicji reak-
cji PCR stosuje sie r6zne metody. Zazwyczaj
polegaja one na bardzo doktadnym przeptu-
kiwaniu prébek czy tez ich rozcienczaniu lub
dodawaniu do mieszaniny reakcyjnej albu-
miny wolowej (BSA), glicerolu czy soli nieor-
ganicznych, jak np. FeCl,, ktore stanowig dla
inhibitoréw cel alternatywny i zmniejszajg ich
oddzialywanie na polimeraze DNA [20,21,22].
W przypadku metod hybrydyzacji in situ,
a zwtaszcza jej fluorescencyjnej odmiany FISH,
preparatyka krwi powoduje powstanie bardzo
silnego tta autofluorescencji, ktoére jest gene-
rowane przez obecng w probce hemoglobine.
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Silne Swiecenie tta, jak i obecnos$¢ roznego
rodzaju biatek powoduje z jednej strony trud-
nosci w odréznieniu fluoryzujacych komorek
bakteryjnych od tta, a z drugiej niespecyficzng
hybrydyzacje sond do sekwencji 16S rRNA,
w konsekwencji za$ zafalszowanie wynikéw.
W niniejszej pracy zastosowano preparatyke
probek krwi, polegajaca na bezposredniej izo-
lacji DNA z krwi. Mimo uzyskania izolatow
DNA, nie udato si¢ przeprowadzi¢ reakcji am-
plifikacji DNA, najprawdopodobniej na sku-
tek inhibicji enzymu polimerazy przez hem.
Dopiero rozszerzona metoda izolacji, polega-
jaca na wstepnej lizie erytrocytow za pomo-
ca chlorku amonu, a nastgpnie na usuwaniu
hemoglobiny przez doktadne ptukanie probki
jalowg woda destylowana, pozwolita na zmi-
nimalizowanie iloSci hemu w prébkach, co
w polaczeniu z zastosowaniem specjalistycz-
nego zestawu do izolacji DNA skutkowato
uzyskaniem czystych izolatéw DNA, niepowo-
dujacych zahamowania reakcji amplifikacji.
Prawdopodobnie z analogicznych powodow
nie udato sie uzyska¢ czystych preparatow
DNA izolowanego z butelek po hodowli krwi.
Stosowane podtoza byly syntetyczne i zawie-
raty substancje hamujace dziatanie antybio-
tykow, co zwiekszato prawdopodobienistwo
wyhodowania drobnoustrojéw z krwi, jednak
przy okazji najprawdopodobniej mogty one
zablokowa¢ reakcje PCR.

Wielu autoréw wskazuje na mozliwos¢ wyko-
rzystania metody FISH do wykrywania bakte-
rii i grzyboéw w butelkach z podiozami hodow-
lanymi po zakonczeniu cyklu inkubacji w apa-
ratach hodowli automatycznej, cho¢ nie przy-
$piesza to diagnostyki mikrobiologicznej krwi
[23,24]. Wydaje si¢, ze dodatkowe badanie
metodg FISH butelek uznanych przez system
automatycznej hodowli za jalowe w aparacie
BACTEC lub w innym systemie do hodowli
krwi powinno podnosi¢ poziom wykrywalno-
Sci bakterii, jednak w naszych badaniach nie
wykazano statystycznie istotnej réznicy mie-
dzy liczbg pozytywnych wynikéw uzyskanych
za pomocg FISH (58,3%) i hodowli (33,3%).
W przypadku badania préobek peinej krwi
stwierdzono statystycznie znamienng réznice
miedzy liczba pozytywnych wynikéw uzyska-
nych metodg FISH i PCR, cho¢ r6znica miedzy
metodg hodowlang a FISH nie byta juz staty-
stycznie istotna (p = 0,177) (ryc. 1).
Najwyzszy odsetek wynikéw pozytywnych ba-
dania petnej krwi uzyskano za pomoca PCR
(71,4%), nastepnie za pomoca FISH (28,6%),

a najnizszy za pomocg hodowli w aparacie
BACTEC (10,7%). Wszystkie dodatnie wyniki
z hodowli uzyskaty potwierdzenie w metodzie
FISH i w PCR, podobnie jak wszystkie do-
datnie wyniki z FISH znalazly potwierdzenie
w metodzie PCR. Wysoki odsetek wynikow
pozytywnych uzyskanych w metodzie PCR
Swiadczy o wysokiej jej czutosci, istotnie prze-
wyzszajacej czutos¢ hodowli, ale takze czu-
tos¢ metody FISH. Warto podkresli¢, ze nasze
badania koncentrowatly si¢ wytacznie na de-
tekcji bakteryjnych czynnikéw zakazen krwi
i nie uwzgledniaty grzybow, ktore tez, chociaz
rzadziej, moga by¢ przyczyna sepsy. Mozliwe
wiec, ze odsetek wynikow dodatnich uzyska-
nych za pomoca PCR i FISH bytby jeszcze wyz-
szy, gdyby zastosowano dodatkowo startery
i sondy ukierunkowane na detekcje tych wtas-
nie drobnoustrojow.

Nasza praca potwierdza mozliwos¢ wykorzy-
stania metod molekularnych w szybkiej diag-
nostyce bakteryjnych zakazen krwi. Uzyskane
wyniki s3 na tyle obiecujace, ze sktaniajg do
rozszerzenia badan i opracowania bardziej
precyzyjnych narzedzi umozliwiajacych row-
noczesng identyfikacje rbéznych gatunkow
bakterii we krwi oraz grzybow, a takze detek-
cje mechanizmoéw opornosSci na antybiotyki.
Dopiero to pozwoli na skuteczng diagnostyke
molekularng sepsy.

WNIOSKI

1. Metody molekularne PCR i FISH pozwa-
laja na wykrycie komorek bakteryjnych
w petnej krwi.

2. Zastosowanie metod molekularnych skra-
ca czas oczekiwania na wynik do kilku
godzin, natomiast w przypadku zautoma-
tyzowanego systemu do hodowli krwi typu
BACTEC czas ten sigga nawet kilku dni.

3. Wykorzystanie metody FISH do detekcji
bakterii w probkach podiozy uzyskanych
po hodowli krwi zwiekszyto odsetek wyni-
kéw pozytywnych w pordwnaniu z metoda
hodowlang, ale r6znica ta nie byta staty-
stycznie istotna.

4. Reakcja amplifikacji (PCR) jest bardzo czu-
ta, lecz jednoczesnie wrazliwa na inhibi-
tory utrudniajace jej przebieg, co w przy-
padku diagnostyki sepsy moze oznaczac
koniecznos¢ wprowadzenia dodatkowego
etapu oczyszczania probek.
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