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Summary

Macrorestriction analysis of genomic DNA followed by pulsed-field gel elec-
trophoresis (REA-PFGE) has become the “gold standard” for molecular typing. In
recent years, some alternative techniques have been successfully applied. How-
ever, there is still a need for a new method which may appear to be less com-
plex, cheaper, and have a power of discrimination at least similar to that of
REA-PFGE. Recently, we showed the performance and convenience of a novel as-
say, based on the fingerprinting of bacterial genomes by amplification of DNA
fragments surrounding rare restriction sites (ADSRRS-fingerprinting), for its po-
tential usefulness in epidemiological investigations.

In this study, ADSRRS-fingerprinting method was optimized at each stage of
the procedure. The modified method, named ADSRRS-fingerprinting plus, differs
from the original technique in several points. The optimized method consider-
ably shortens the time of experiment, offers good discriminatory power and
also demonstrates excellent reproducibility. Next, ADSRRS-fingerprinting plus was
validated. These experiments proved that the method is specific, selective and
suitable for intended purpose and also confirmed its reliability, reproducibility
and simplicity in the interpretation of the results. Optimized and validated pro-
cedure of ADSRRS-fingerprinting plus was used in the development of a diagnos-
tic kit (ADSRRS-KIT) for strain differentiation of bacteria below the species level,
using a simple set of ready-to-use reagents and standard equipment.
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1. Wstep

Zakazenia szpitalne sg przyczyng wielu zgondéw oraz generuja ogromne koszty
zwigzane z przediuzonym leczeniem i rekonwalescencja. Zakazen szpitalnych nie
da sie catkowicie wyeliminowac¢. Niezbedne jest jednak dazenie do maksymalnego
ich ograniczenia. Podstawowe dla zrozumienia problemu zakazen szpitalnych staje
sie szczegbdltowe poznanie zrodel zakazenia, drég rozprzestrzeniania sie infekcji
i monitorowanie réznorodnos$ci poszczegélnych klonéw w populacji pacjentow
i w §rodowisku. Taka analiza jest mozliwa przy zastosowaniu analitycznych metod
diagnostycznych, gwarantujacych jednoznaczng identyfikacje czynnika chorobo-
tworczego na poziomie gatunku i szczepu.

Dla potrzeb diagnostyki medycznej mozna znalez¢ wiele komercyjnych zesta-
wow diagnostycznych, opartych na analizie DNA/RNA do wykrywania i identyfikacji
gatunkowej mikroorganizméw. Natomiast, komercyjne zestawy diagnostyczne dla
badan epidemiologicznych, stosowane do okreslania pokrewienstwa genetycznego
w obrebie gatunku oraz r6znicowania wewnatrzgatunkowego, sga niedostepne. Opi-
sane w licznych doniesieniach literaturowych metody molekularne stosowane do
badan epidemiologicznych charakteryzuje czesto wysoki koszt do$wiadczen, cza-
sochfonno$¢ oraz stosunkowo niska powtarzalno$¢ otrzymywanych wynikéw. Bra-
kuje uniwersalnych, charakteryzujacych sie wysokim potencjalem réznicujgcym te-
stow pozwalajacych na precyzyjng i doktadng identyfikacje drobnoustrojow na po-
ziomie szczepu/izolatu. Mozliwo$ci praktycznego zastosowania nowoczesnych me-
tod diagnostyki molekularnej zaleza od kilku podstawowych parametrow: catkowi-
tego czasu wykonania, kosztu wykonania uwzgledniajacego potrzebe wykorzysta-
nia specjalistycznej aparatury, trudnos$ci technicznych w wykonaniu, fatwosci inter-
pretacji otrzymywanych wynikéw oraz powtarzalnosci. Ponadto, metody diagnosty-
ki molekularnej powinny by¢ zoptymalizowane i zwalidowane, aby mogty by¢ ruty-
nowo stosowane w laboratoriach mikrobiologicznych.

Sposrod wszystkich metod typowania mikroorganizméw na szczegélng uwage
zasluguja metody oparte na analizie catego materialu genetycznego zawartego
w komorce. Jedna z nich jest stosunkowo nowa technika ADSRRS-fingerprinting (ang.
Amplification of DNA Fragments Surrounding Rare Restriction Sites) (1). Na podstawie na-
szych badan mozna stwierdzié, ze charakteryzuje sie ona wysokim potencjatem roz-
nicujgcym, wiarygodnoscia, powtarzalnoscig i tatwoscia interpretacji otrzymywa-
nych wynikéw (2-5). W procedurze wykonania zaktada sie rowniez wykorzystanie
nieskomplikowanej aparatury oraz podstawowych technik biologii molekularnej,
ktore nie sprawiaja trudnosci technicznych w wykonaniu. Majac to na uwadze, po-
stanowiono skonstruowac¢ zestaw diagnostyczny dla typowania genetycznego
szczepoOw z przeznaczeniem do rutynowych badan epidemiologicznych. Warunkiem
opracowania takiego zestawu diagnostycznego jest petna optymalizacja i walidacja
proponowanej metody molekularnej, co bylo przedmiotem tej pracy.
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2. Podstawy teoretyczne metody i jej podstawowe etapy

Metoda ADSRRS-fingerprinting opiera sie na zjawisku supresji PCR, ktorego skut-
kiem jest generacja ograniczonej liczby produktow amplifikacji. Metoda ta po raz
pierwszy zostata opisana przez Diatchenko i wsp. (6) jako narzedzie pozwalajace na
tworzenie bibliotek DNA. W 2001 r. Masny i Ptucienniczak po raz pierwszy wykorzy-
stali mozliwosci tej nowej techniki w réznicowaniu drobnoustrojéow (1). Krawczyk
i wsp. w latach 2003-2004 wykorzystali te metode w badaniach epidemiologicznych
Acinetobacter baumannii, Enterococcus faecium, Serratia marcescens i Klebsiella pneumoniae
(2-5).

Procedura ADSRRS-fingerprinting sktada sie z czterech podstawowych etapow:

1) catkowite trawienie DNA genomowego z zastosowaniem dwoch racjonalnie
dobranych enzymoéw restrykcyjnych (rzadko i czesto tngcego);

2) reakcja ligacji otrzymanych fragmentéw restrykcyjnych z odpowiednio zapro-
jektowanymi adaptorami;

3) selektywna amplifikacja produktow ligacji z zastosowaniem dwdch starteréw
komplementarnych do sekwencji adaptorowych;

4) elektroforeza produktéw amplifikacji w zelu poliakryloamidowym.

DNA genomowe poddaje sie trawieniu dwoma enzymami restrykcyjnymi pozo-
stawiajgcymi 5’ lepkie konce. Dla jednego z nich sekwencja rozpoznania wystepuje
setki razy w badanym genomie (restryktaza czesto tngca), a dla drugiego kilkadzie-
sigt razy rzadziej (restryktaza rzadko tngca). W wyniku trawienia enzymatycznego
otrzymuje sie mieszanine produktéw, w ktérej najwiekszy jest udziat produktéw za-
konczonych z obu stron lepkimi koncami powstatymi na skutek trawienia genomu
enzymem czesto tngcym. Nastepnie otrzymane produkty trawienia enzymatycznego
poddaje sie reakgji ligacji z odpowiednio zaprojektowanymi adaptorami oligonukle-
otydowymi. Stosuje sie dwa rodzaje adaptoréow o réznej dtugosci (adaptor ,krotki”
i adaptor ,,dlugi”), a kazdy z nich jest ztozony z dwéch oligonukleotydéw: pomocni-
czego i ligowanego. W wyniku ligacji otrzymuje sie trzy typy fragmentow DNA
z przytaczonymi na 5’ koncu: 1) dwoma adaptorami ,.krétkimi” (przy miejscach cie-
cia enzymu rzadko tngcego), 2) dwoma adaptorami ,,dtugimi” (przy miejscach ciecia
enzymu czesto tngcego), 3) dwoma réznymi adaptorami. Produkty reakcji ligacji
poddaje sie nastepnie amplifikacji PCR z zastosowaniem odpowiednio zaprojekto-
wanych starterow. Istotg metody jest ograniczenie ilo$ci powstajgcych produktéw
PCR w wyniku zjawiska supresji PCR. Produkty reakcji ligacji zawierajace sekwencje
adaptora ,,dlugiego” na jednym koncu i sekwencje komplementarng na drugim nie
ulegaja amplifikacji ze wzgledu na preferowang wewnatrzczasteczkowa hybrydyza-
cje fragmentéw homologicznych. Tworzy sie stabilna struktura ,rakiety tenisowe;j”.
W ten sposob ograniczona zostaje hybrydyzacja takiego fragmentu DNA ze starte-
rem. Amplifikacji ulegaja natomiast czasteczki DNA zakonczone dwoma réznymi
adaptorami oraz dwoma identycznymi adaptorami ,krétkimi”. Uproszczony sche-
mat metody pokazano na rysunku 1.
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Rys. 1. Schemat metody ADSRRS-fingerprinting.

3. Etapy prac badawczych

W pracy przedstawiono zasade opracowania zestawu diagnostycznego przezna-
czonego do badan epidemiologicznych. Na rysunku 2 przedstawiono kolejne etapy
badan, ktére doprowadzily do powstania zestawu diagnostycznego gotowego do
uzycia przez laboratoria diagnostyczne.

Pierwszym etapem byto dobranie odpowiedniego modelu badawczego dla meto-
dy ADSRRS-fingerprinting, charakteryzujacego sie najwiekszg moca dyskryminacyjna
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Rys. 2. Etapy prac badawczych niezbedne do opracowania zestawu diagnostycznego.

(dobor enzymow restrykeyjnych, sekwencji adaptorow i starterow reakcji PCR). Na-
stepnie, wytypowany model badawczy poddano licznym doswiadczeniom, ktére po-
zwolily na okreslenie optymalnych parametréow poszczegolnych etapéw procedury
(analiza krytycznych parametréw poszczegdlnych etapow procedury badawczej).
Kolejny etap dotyczyt walidacji zoptymalizowanej metody, nazwanej ADSRRS-fin-
gerprinting plus. W cyklu doswiadczen badano specyficznos¢, selektywnos¢ i granice
wykrywalno$ci DNA. Ostatni etap prac stanowita konstrukcja zestawu diagnostycz-
nego opartego na technice ADSRRS-fingerprinting plus — ADSRRS-KIT. Efektywno$¢
zoptymalizowanej procedury ADSRRS-fingerprinting plus z wykorzystaniem zestawu
diagnostycznego ADSRRS-KIT poréwnano do standardowej metody ADSRRS-finger-
printing. Etapy prac badawczych przedstawiono na modelu doswiadczalnym dobrze
uprzednio scharakteryzowanych epidemiologicznie szczepéw Serratia marcescens.

3.1. Projektowanie uktadéw diagnostycznych

Pierwszy etap projektowania uktadu badawczego byl poswiecony wtasciwemu
doborowi enzyméw restrykcyjnych. W tym celu na podstawie przegladu dostepnych
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danych literaturowych oraz analizy sekwencji nukleotydowych wybranych genéw
S. marcescens opublikowanych w bazie danych NCBI (National Centre for Biotechno-
logy Information), dobrano grupy enzymoéw restrykcyjnych pozostawiajgcych po cie-
ciu kohezyjne konce. Kryterium doboru enzymoéw restrykcyjnych stanowity sekwen-
¢ja nukleotydowa oraz dtugos¢ sekwencji rozpoznawanej przez enzym restrykcyjny.
Wybrano systemy restrykcyjne: Xbal/BshNI, Xbal/Styl, Xbal/BamHI, Xbal/Bglll,
Hindlll/Bglll i Hindlll/Styl. Dla kazdej z wybranych restryktaz zaprojektowano oligo-
nukleotydy pomocnicze o odpowiedniej sekwencji nukleotydowej (oligonukleotydy
ligowane oraz startery do reakcji PCR pozostajg niezmienione bez wzgledu na sto-
sowany system restrykcyjny). Oligonukleotydy pomocnicze zostaty zaprojektowane
w ten sposob, ze kazdy z nich zawiera czteronukleotydowa sekwencje komplemen-
tarng do 5’ lepkich koncéw fragmentéw restrykcyjnych otrzymanych przy uzyciu od-
powiedniej restryktazy oraz fragment komplementarny do sekwencji oligonukleoty-
du ligowanego. Zaprojektowane sekwencje umozliwiajg hybrydyzacje obydwu ty-
pow oligonukleotydéw i utworzenie odpowiedniej struktury adaptora. Zastosowa-
ne enzymy restrykcyjne oraz odpowiednie do nich oligonukleotydy i startery przed-
stawiono w tabeli 1.

Tabela 1
Enzymy restrykcyjne, oligonukleotydy i startery stosowane w badaniach S. marcescens
Enzym. Oligonuklfaotyd Oligonukleotyd ligowany Adaptor Starter w PCR
restrykeyjny pomocniczy
HindIII HindIII-P-krotki L-krotki LHkrotki” CCTTCATCCACCAACGTCGAC
AGCTGTCGACGTT CTTCATCCACCAACGTCGAC | (HindIII-P-kr6tki
+ L-krotki)
Xbal Xbal-P-krotki Lkrotki”
CTAGGTCGACGTT (Xbal-P-krétki
+ L-krotki)
BamHI BamHI-P-dtugi diugi”
GATCCGTCGACAACGTIT (BamHI-P-dtugi
CCTTCCTGTCTACCATCC + L-dtugi)
Bglll BgllI-P-dtugi »diugi”
GATCCGTCGACAACGTTT . (BglII-P-dtugi
cerrecrercracearce | Ldiugi + Lediug)
- GGATGGTAGACGAAGGAACG - GGATGGTAGACGAAGGAACGC
Styl Styl-P-dtugi CCGTTGTCGACG Ldiugi”
CWWGCGTCGACAACGTTT (Styl-P-dtugi
CCTTCCTGTCTACCATCC + L-dlugi)
BshNI BshNI-P-diugi diugi”
GYRCCGTCGACAACGTIT (BshNI-P-dtugi
CCTTCCTGTCTACCATCC + L-dtugi)
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3.2. Wybor optymalnej strategii diagnostycznej

Kolejng faze badan stanowilo przeprowadzenie eksperymentéow poréwnaw-
czych, wykorzystujacych wszystkie zaprojektowane systemy restrykcyjne. W tym
celu standardowa metode ADSRRS-fingerprinting (1) zastosowano w stosunku do wy-
branych izolatow/szczepédw bakterii S. marcescens (referencyjnych i klinicznych).

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen wytypowano ukiad badawczy
Xbal/Bglll (tab. 2), charakteryzujacy sie najwiekszym potencjalem réznicujgcym dla
poddanych analizie szczepow S. marcescens, pozwalajacy na prostg i jednoznaczng
interpretacje otrzymanych wynikow.

Tabela 2
Adaptory i startery w systemie Xbal/BglII
Adaptory i startery Sekwencja nukleotydowa adaptor6w i starter6w
Xbal adaptor , krotki” 5" — CTAGGTCGACGTT — 3’ Xbal-P-krétki
3" — CAGCTGCAACCACCTACTTCC -5 L-kr6tki
BglII adaptor ,dfugi” 5" — GATCCGTCGACAACGGCGTTCCTTCGTCTACCATCC — 3’ BgllI-P-diugi

3" — GCAGCTGTTGCCGCAAGGAAGCAGATGGTAGG — 5 L-diugi
Xbal starter ,krotki” (= L-kr6tki) | CCTTCATCCACCAACGTCGAC
BglII starter ,dtugi” 5’-GGATGGTAGACGAAGGAACGC-3’

3.3. Optymalizacja ADSRRS-fingerprinting

3.3.1. Model badawczy

Aby w nalezyty sposéb przygotowac sie do zaplanowanego cyklu prac optymali-
zacyjnych nalezato wyizolowa¢ odpowiednio duzg ilo§¢ genomowego DNA jednego
wybranego szczepu S. marcescens, wystarczajaca do wszystkich eksperymentow
optymalizacyjnych oraz skompletowa¢ niezbedne, pochodzace z jednej partii, od-
czynniki chemiczne, w celu unikniecia dodatkowych zrédet btedéw podczas inter-
pretacji otrzymywanych wynikéw. Oznaczono stezenie wyizolowanego DNA geno-
mowego (0,12 pg/ul) z zastosowaniem dwo6ch réznych metod analitycznych —
spektrofotometrycznej i fluorymetryczne;j.

Optymalizacja metody ADSRRS-fingerprinting wymagala okres$lenia potencjalnych
punktow krytycznych, a nastepnie wyroznienia wszystkich gtéwnych czynnikow dla
kazdego z etapow procedury, tzn. trawienia enzymatycznego, oczyszczania i precy-
pitacji produktéw reakcji trawienia, reakcji ligacji, oczyszczania i precypitacji pro-
duktow ligacji, reakcji amplifikacji i detekcji otrzymanych produktéow PCR.
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Proces optymalizacji metody ADSRRS-fingerprinting wymaga réwniez okreslenia
ilosci i rodzaju stosowanych odczynnikéw, czasu trwania oraz temperatury poszcze-
g6lnych etapow.

3.3.2. Optymalizacja poszczegolnych etapéw metody ADSRRS-fingerprinting

W celu uproszczenia przeprowadzonej analizy wyrézniono trzy zasadnicze ob-
szary wptywu zmian badanych parametréw: 1) wplyw na jakos$¢ otrzymanych wyni-
kéw badania, 2) wptyw na czas trwania procedury, 3) wptyw na koszt procedury.

Wszystkie parametry, ktérych zmiana powoduje pogorszenie jakoS$ci otrzymy-
wanych rezultatéw, skrécenie czasu trwania procedury badawczej oraz zmniejsze-
nie jej kosztéw uznano za krytyczne dla metody ADSRRS-fingerprinting.

3.3.2.1. Optymalizacja parametréw etapu trawienia enzymatycznego

Optymalizacja parametréw etapu trawienia enzymatycznego polegata na oznaczeniu
ilosci DNA genomowego (fot. 1), ilosci (aktywnosci) endonukleaz Xbal i Bglll, czasu trwa-
nia reakgji (tab. 3). Na podstawie analizy wynikéw wskazuje sie, ze standardowe stezenie
DNA stosowane w reakgji trawienia enzymatycznego mozna zmniejszy¢ dwukrotnie, ilos¢
endonukleaz zmniejszy¢ dziesieciokrotnie, a czas trwania reakgji skréci¢ o$miokrotnie.

3.3.2.2. Optymalizacja etapéw oczyszczania i precypitacji DNA

W standardowej metodzie ADSRRS-fingerprinting zaktada sie wykonanie dwoéch
etapow precypitacji DNA po zakonczonych reakcjach enzymatycznych (po reakgji
trawienia enzymem restrykcyjnym i reakgji ligacji adaptorow). Przeprowadzajgc op-
tymalizacje tego etapu ustalono, ze zastosowanie réznych metod oczyszczania
i precypitacji DNA nie wplywa w sposob istotny na jako$¢ ostatecznych wynikéw.
Jednakze, dwukrotna precypitacja DNA wplywa na czas wykonania testu. Zmiana
standardowej procedury oczyszczania i precypitacji DNA po etapie trawienia enzy-
matycznego na inaktywacje termiczng enzymow restrykcyjnych wptyneta istotnie na
skrécenie czasu trwania oznaczen.

3.3.2.3. Optymalizacja parametréw etapu ligacji
Optymalizacja kolejnego etapu techniki ADSRRS-fingerprinting, reakgcji ligacji, po-

legata na okresleniu optymalnej ilosci ligazy, iloSci uzywanych adaptoréw, czasu
trwania i temperatury reakgji.
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Fot. 1. Przyktadowe wyniki optymalizacji ADSRRS-fingerprinting — badanie wptywu ilosci DNA geno-
mowego stosowanego w reakcji trawienia enzymatycznego. Rozdzial w 6% zelu poliakryloamidowym.

M — marker wielkosci DNA [1008, 883, 615, 517, 466 i 396 pz]; K — kontrola negatywna reakgji
PCR; $ciezki od 1 do 8 — przedstawiaja produkty reakcji PCR, dla r6znych wyjsciowych ilosci DNA izolo-
wanego z S. marcescens (kolejno 0,12; 0,24; 0,36; 0,6; 0,96; 1,20; 1,44; 1,80 pg) poddanych reakgcji trawie-
nia enzymatycznego; ustalono, ze ilos¢ DNA genomowego uzytego w reakcji trawienia enzymatycznego
powinna miescic sie w zakresie od 0,24 pg do 1,44 ng; za optymalng ilos¢ DNA genomowego uznano 0,6 pg.

Na podstawie otrzymanych wynikéw ustalono, ze temperatura reakgji ligacji sta-
nowi krytyczny element metody ADSRRS-fingerprinting, wptywajacy w sposob istotny
na jakos¢ otrzymanych wynikéow. Zmiana pozostatych parametréw etapu ligagji
moze prowadzi¢ do znacznego obnizenia kosztow stosowania metody i skrocenia
czasu trwania catej procedury.

3.3.2.4. Optymalizacja parametréw PCR

Przeprowadzone doswiadczenia polegaty na okresleniu optymalnych warunkéw
PCR. Za parametry krytyczne, wplywajgce na jako$¢ otrzymywanych wynikéw, uzna-
no rodzaj stosowanego buforu reakcyjnego, ilos¢ uzytej w reakcji matrycy DNA,
ilosci starterow oraz liczbe zastosowanych cykli amplifikacji. W wyniku przeprowa-
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dzonych badan mozna réowniez stwierdzi¢, ze mozliwa jest redukcja kosztow anali-
zy poprzez dwukrotne zmniejszenie ilo$ci (aktywnosci) polimerazy DNA w badanym
etapie. Analiza wynikéw badan optymalizacji PCR prowadzi do wniosku, ze wiek-
szo$§¢ parametrow przewidzianych w metodzie standardowej zostala poprawnie
ustalona na etapie badan wstepnych i nie wymaga dalszej zmiany.

3.3.3. Optymalizacja metody ADSRRS-fingerprinting — podsumowanie

Przeprowadzony w pracy cykl badan majgcych na celu optymalizacje metody
ADSRRS-fingerprinting pozwolit na okreslenie obszaréw wptywu wszystkich podda-
nych analizie krytycznych parametréw poszczegélnych etapow metody. Jako$¢ otrzy-
mywanych wynikéw uznano za najwazniejszy obszar wplywu, a wszystkie parame-
try wplywajace na jej pogorszenie okreslono jako krytyczne (tab. 3).

Analiza otrzymanych wynikéw umozliwita ponadto ustalenie wartosci optymal-
nych wszystkich badanych parametréw metody ADSRRS-fingerprinting. Przeprowa-
dzone doswiadczenia oparte byly na analizie zmiany wartosci tylko jednego z para-
metréow badanych przy jednoczesnym zachowaniu wartos$ci pozostatych. Zatozono,
ze efekt jednoczesnej zmiany wszystkich warto$ci parametréw na okreslone na pod-
stawie do$wiadczen wartoSci optymalne jest synergistyczny i wprowadzenie mody-
fikacji do standardowej procedury badawczej pozwoli na skrécenie czasu trwania
oraz obnizenie kosztow metody ADSRRS-fingerprinting, przy jednoczesnym zacho-
waniu jej mocy roéznicujgcej, powtarzalnosci i tatwej interpretacji otrzymanych wy-
nikow.

Tabela 3
Parametry krytyczne etapéw metody ADSRRS-fingerprinting

I trawienie enzymatyczne ilos¢ DNA genomowego
1l oczyszczanie i precypitacja produktow reakeji trawienia| brak parametréw krytycznych
enzymatycznego
il reakeja ligacji temperatura reakcji
\Y oczyszezanie i precypitacja produktow reakeji ligacji | brak parametréw krytycznych
\ PCR rodzaj buforu reakcyjnego
ilos¢ matrycy DNA
ilos¢ starteréw
liczba cykli
VI elektroforeza poliakryloamidowa produktéw PCR nie analizowano
VII | detekcja i analiza produktéw PCR nie analizowano
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3.4. Weryfikacja zoptymalizowanej metody — ADSRRS-fingerprinting plus

Dla potwierdzenia stusznosci zatozen zoptymalizowanej metody ADSRRS-finger-
printing plus niezbedne byto wykonanie doswiadczen weryfikacyjnych. W tym celu
przeprowadzono dwa cykle doswiadczen, ktére polegaly na przygotowaniu kontroli
negatywnych kazdego z etapéw procedury w celu wykluczenia mozliwosci otrzymy-
wania falszywie negatywnych rezultatéw i udowodnienia bezwzglednej potrzeby
stosowania wszystkich, krytycznych sktadnikéw procedury ADSRRS-fingerprinting dla
otrzymania pozadanych wynikéw. Zoptymalizowana metode zastosowano do bada-
nia klinicznych izolatow S. marcescens. Wyniki doswiadczen optymalizacji parame-
trow metody ADSRRS-fingerprinting podsumowano w tabeli 4.

Zoptymalizowang metode ADSRRS-fingerprinting z powodzeniem udato sie zasto-
sowac do réznicowania wybranych klinicznych szczepéw S. marcescens i potwierdzic¢
jej wysoki potencjat réznicujacy (fot. 2). Uzyskano technike diagnostyczng, nazwang
ADSRRS-fingerprinting plus, ktéra charakteryzuje sie: 1) zdecydowanie lepsza jako-
$cig otrzymanych wynikow, 2) zdecydowanie krétszym czasem analizy, (3) zdecydo-
wanie nizszymi kosztami w poroéwnaniu do metody standardowe;j.

Tabela 4
Wyniki optymalizacji parametréw metody ADSRRS-fingerprinting
Standardowa Optymalna
Etap Nazwa etapu Parametr procedury wartoS¢ wartoS¢
parametru parametru
1 2 3 4 5
[ | trawienie enzymatyczne ilos¢ DNA genomowego [ug] 1,2 0,6
aktywno$¢ endonukleaz Xbal/Bglll [U] 5,0/5,0 0,5/0,5
temperatura etapu [°C] 37 37
czas trwania etapu [min] 120 15
Il | oczyszczanie i precypitacja | metoda oczyszczania i precypitacji DNA oczyszczanie. Inaktywacja
produktéw reakcji fenol, termiczna
trawienia enzymatycznego chloroform, restryktaz
alk. izoamylowy
precypitacja:
alk. etylowy,
glikogen
temperatura etapu [°C] pokojowa 65
czas trwania etapu [min] 720 10
Il | reakcja ligacji aktywnos¢ ligazy [U] 2,0 0,1
ilos¢ adaptorow ,krotki”/,dtugi”[pmol] 40,0 / 40,0 4,0 / 4,0
temperatura reakcji [°C] 22 22
czas trwania reakeji [min] 120 15
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1 2 3 4 5
IV | oczyszczanie i precypitacja | metoda oczyszczania i precypitacji DNA precypitacja: brak etapu
produktéw reakeji ligacji alk. izopropylowy
temperatura etapu [°C] pokojowa
czas trwania etapu [min] 30
V | PCR rodzaj buforu reakcyjnego standardowy standardowy
aktywno$¢ polimerazy DNA [U] 1,0 0,5
ilos¢ matrycy DNA [pg] 8,4 8,4
ilos¢ starter6w 50,0 /50,0 50,0 / 50,0
Xbal , krotki”/BglIl ,dtugi” [pmol]
temperatura przylaczania starteréw [°C] 60,0 60,0
liczba cykli 22 22
czas trwania etapu [min] 180 180
VI | elektroforeza stezenie zelu poliakryloamidowego 6% 6%
poliakrylo-amidowa warunki elektroforezy 170 V, 60 mA | 170 V, 60 mA
produktéw PCR temperatura etapu [°C] pokojowa pokojowa
czas trwania etapu [min] 180 180
VII | detekcja i analiza stezenie bromku etydyny w roztworze wodnym 10 ng/ml 10 ng/ml
produktéw PCR czas trwania etapu [min] 30 30
Epidemia 1 Epidemia 2 Epidemia 3
al bl ¢l dl el f1 a2 b2 c¢2 d2 a3 b3 c3 d3 e3
M K SKI SK64 SK25SK56 SK28 SK59SK75SK69 SK72 SK67 SK77 SK79 SK82 SK84 SK87 M1

Fot. 2. Przyktad réznicowania klinicznych szczepdw S. marcescens zoptymalizowana metodg
ADSRRS-fingerprinting plus. Wynik rozdzialu elektroforetycznego w 6% zelu poliakryloamidowym. M1,
M2 — markery wielko$ci DNA, K — kontrola negatywna reakcji PCR, SK1 — SK87 — oznaczenia izola-
tow klinicznych, od al do e3 — produkty PCR charakterystyczne dla izolatow z poszczegélnych epide-
mii. Wytypowane genotypy byly identyczne do genotypéw zidentyfikowanych metoda REA-PFGE.
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3.5. Walidacja metody ADSRRS-fingerprinting plus

W definicji walidacji dowolnej metody, czy procesu badawczego moéwi sie, ze
jest to formalnie udokumentowana, a wczesniej zaplanowana weryfikacja majaca na
celu udowodnienie, iz dana metoda (proces) jest odpowiednia dla zamierzonego
celu i pozwala uzyskiwa¢ prawidfowe wyniki.

Walidacja rozpatrywanej metody diagnostycznej zostata przeprowadzona zgod-
nie z wytycznymi ICH (The International Conference on Harmonization of Technical Requ-
irements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use) oraz na podstawie wytycz-
nych monografii EP (European Pharmacopoeia), okreslanych dla metod badawczych
wykorzystujacych techniki amplifikacji kwaséw nukleinowych — NAT (ang. Nucleic
Acid Amplification Techniques) (7,8). Ze wzgledu na to, ze stosowana w pracy metoda
ADSRRS-fingerprinting nie ma cech testu iloSciowego, przeprowadzone eksperymen-
ty walidacyjne mialy na celu weryfikacje cech metody wskazanych w wytycznych ICH
dla testow o charakterze jakoSciowym, tj. specyficznos$ci, granicy wykrywalnosci
oraz elastycznosci. Dodatkowo, poddano analizie precyzje wynikéow otrzymanych
dzieki zastosowaniu metody ADSRRS-fingerprinting plus ze wzgledu na duzg wage
tego parametru w badaniach epidemiologicznych.

3.5.1. Specyficzno$¢ metody ADSRRS-fingerprinting plus

Za miare specyficzno$ci metody ADSRRS-fingerprinting plus przyjeto jej zdolnos¢
do oznaczania jedynie czasteczek DNA w obecnosci pozostatych sktadnikow mie-
szaniny badawczej (tj. biatka komérkowe, bialka enzymatyczne, bufory). Otrzyma-
nie pozytywnego wyniku bylo zdeterminowane obecnoscia DNA genomowego
w préobce wyjsciowej, a zaden z odczynnikow wykorzystywany w badaniu, nie wply-
wal na wynik fatszywie pozytywny.

3.5.2. Selektywno$¢ metody ADSRRS-fingerprinting plus

Za miare selektywnosci rozpatrywanej metody uznano jej zdolnos¢ do rozroz-
niania szczepéw drobnoustrojéw nalezacych do tego samego gatunku, tj. jej poten-
cjat roznicujacy.

Na podstawie przeprowadzonych badan na szczepach klinicznych S. marcescens,
mozna stwierdzi¢, ze metoda ADSRRS-fingerprinting plus jest wysoce selektywna i po-
zwala na réznicowanie szczepow nalezgcych do tego samego gatunku, ale do in-
nych typéw genetycznych (genotypéw). Olbrzymi potencjat réznicujacy omawianej
metody decyduje o jej uzytecznosci.
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3.5.3. Granica wykrywalnos$ci metody ADSRRS-fingerprinting plus

W definicji granicy wykrywalnosci (LOD) méwi sie, ze jest to najmniejsza ilos¢
substancji badanej, ktérag mozna wykry¢, ale niekoniecznie oznaczy¢ iloSciowo.

W rozpatrywanym przypadku okres$lenie granicy wykrywalnosci jest $cisle zwig-
zane z wyznaczeniem tzw. punktu odciecia. Punkt odciecia jest definiowany jako
minimalna ilo$¢ analizowanego DNA, ktéra moze by¢ wykryta w 95% badan. Istotng
role w wyznaczeniu punktu odciecia odgrywa stosowana metoda wizualizacji kon-
cowych produktéow eksperymentu. Z tego wzgledu, w omawianym przypadku za
punkt odciecia metody przyjeto takg ilos¢ DNA uzywang w poczatkowym etapie ba-
dan (trawienie restrykcyjne), dla ktérej dzieki zastosowaniu metody barwienia zelu
poliakryloamidowego roztworem bromku etydyny mozna okiem nieuzbrojonym za-
obserwowaé obecno$¢ produktéw PCR.

Na podstawie przeprowadzonych badan walidacyjnych stwierdzono, ze minimal-
na ilos¢ DNA, niezbedna do otrzymania mozliwego do zaobserwowania nieuzbrojo-
nym okiem wyniku, wynosi 0,24 pg. Warto$¢ te mozna uznac za granice wykrywal-
nosci omawianej metody.

3.5.4. Elastyczno$¢ metody ADSRRS-fingerprinting plus

Elastyczno$¢ metody jest to miara odtwarzalno$ci wynikéw badan przy niewiel-
kich, ale zamierzonych zmianach w parametrach metody stanowigcych dowod jej
niezawodnosci w trakcie jej stosowania. Zgodnie z wytycznymi okreslanymi przez
ICH badanie elastyczno$ci metody powinno stanowi¢ element fazy jej opracowywa-
nia. Dlatego tez, w celu wstepnego okreslenia podatnos$ci stosowanej procedury na
zmiany parametrow analizowano ilosci uzytych odczynnikéw, czas i temperature
poszczegoélnych etapow, oraz zrédio pochodzenia uzytych endonukleaz (r6zni pro-
ducenci), objetos¢ mieszaniny reakcyjnej w PCR, profil termiczny PCR oraz stabil-
nos$¢ mieszaniny reakcyjnej do PCR.

Na podstawie analizy wynikoéw przeprowadzonego cyklu doswiadczen wskazuje
sie na to, ze zrédlo endonukleaz i buforéow reakcyjnych stosowanych na etapie tra-
wienia enzymatycznego oraz profil termiczny PCR stanowig parametry krytyczne
metody ADSRRS-fingerprinting plus.

Zmiana profilu termicznego PCR wplywa zdecydowanie na jakos$¢ otrzymywa-
nych wynikéw badania. W krytycznych przypadkach zmiana profilu termicznego
moze prowadzi¢ do catkowitego zaniku produktéow PCR, i co za tym idzie, moze sta-
nowi¢ zroédto wynikéw falszywie negatywnych.

Objetos$ci mieszaniny reakcyjnej w reakcji PCR uznano za parametr niekrytyczny
rozpatrywanej procedury badawczej (w zakresie od 25 do 100 pl) i z tego wzgledu
moze ona zosta¢ zmniejszona nawet dwukrotnie bez wyraznego pogorszenia jakos-
ci otrzymanych wynikow.
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3.5.5. Badanie stabilno$ci mieszaniny reakcyjnej wykorzystywanej w PCR

Nie zaobserwowano zmian w obrazie elektroforetycznym podczas przechowy-
wania gotowych do uzycia mieszanin reakcyjnych PCR przez 12 tygodni. W rozwa-
zanym okresie temperatura inkubacji mieszanin reakcyjnych PCR nie jest krytycz-
nym parametrem metody ADSRRS-fingerprinting plus. Mieszaniny reakcyjne PCR sa
trwafe w ciagu 12 tygodni niezaleznie od zastosowanej temperatury przechowywa-
nia (+4°C lub -20°C).

3.5.6. Precyzja metody ADSRRS-fingerprinting plus

Mianem precyzji metody badawczej okre$la sie stopien zgodnosci otrzymanych
wynikoéw, gdy dana procedura jest stosowana dla wielokrotnie powtérzonych, nie-
zaleznych oznaczen jednorodnej probki. Méwigc o precyzji metody badawczej nale-
zy rozpatrywac trzy aspekty tego zagadnienia: powtarzalnos¢, precyzja posrednia
i odtwarzalnos¢.

Powtarzalno$¢ wyraza precyzje oznaczen wykonanych przez tego samego anali-
tyka, w tych samych warunkach pracy, w ciggu stosunkowo krotkiego przedzialu
czasowego.

Precyzja posrednia wyraza precyzje oznaczen wykonanych w warunkach zmian
wewnatrzlaboratoryjnych, obejmujgcych rézne dni analizy, r6znych analitykéw oraz
wykorzystanie réznej aparatury badawczej (w naszym przypadku termocyklery réz-
nych firm).

Najbardziej szerokim pojeciem jest odtwarzalno$¢ metody badawczej. Wyraza
precyzje oznaczen wykonanych w réznych laboratoriach badawczych.

Na podstawie analizy wynikéw przeprowadzonych badan stwierdzono, ze sto-
pien zgodnosci profili elektroforetycznych produktéw PCR otrzymanych na drodze
niezaleznych badan tego samego szczepu S. marcescens jest bardzo wysoki. Wysoka
powtarzalno$¢ otrzymywanych wynikéw charakteryzowata obydwa przeprowadzo-
ne eksperymenty (badanie powtarzalnosci i badanie precyzji posredniej).

Na podstawie interpretacji wynikow powtarzalnosci i precyzji posredniej uzna-
no, ze metoda ADSRRS-fingerprinting plus jest precyzyjna.

3.6. Konstrukcja zestawu diagnostycznego i poréwnanie efektywnosci zastoso-
wania zoptymalizowanej metody ADSRRS-fingerprinting plus 1 wykorzy-
staniem zestawu diagnostycznego ADSRRS-KIT oraz standardowej meto-
dy ADSRRS-fingerprinting

Na podstawie przeprowadzonych badan optymalizacyjnych i walidacyjnych skon-
struowano zestaw do badan epidemiologicznych ADSRRS-KIT, wykorzystujgcy meto-
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de ADSRRS-fingerprinting plus. Zestaw opracowano z zamiarem szerszego wykorzy-
stania taniej, wiarygodnej i uniwersalnej techniki genotypowania drobnoustrojow —
ADSRRS-fingerprinting w badaniach epidemiologicznych. Umozliwia on przeprowa-
dzenie badan réznicowania drobnoustrojow przy stosowaniu zestawu gotowych do
uzycia odczynnikow oraz podstawowe] aparatury laboratoryjnej (tab. 5).

Tabela 5
Opis zestawu diagnostycznego ADSRRS-KIT

Rodzaj odczynnika

Oznaczenie probowki B
w probéwce

Kolor probéwki Opis zawarto$ci probowki

T 161ty mieszanina skladnikéw re-| enzymy restrykeyjne
akeji trawienia enzymatycz-| pufor reakcyjny
nego, stezenie X 10 woda
L zielony mieszanina skfadnikow re-| ligaza
akeji ligacji, stezenie X 10 | adaptory
bufor reakcyjny
woda
PCR1 rézowy mieszanina skfadnikow re-| startery do reakcji PCR
akeji PCR, stezenie X 1 bufor reakcyjny
MgClz
woda
PCR2 niebieski nukleotydy do reakcji PCR | mieszanina deoksyrybonu-
dANTP stezenie X 10 kleotydow
PCR3 bialy z z6ltym wieczkiem polimeraza DNA do reakcji| hipertermostabilna polime-
Puwo PCR 2U/ul raza DNA Pwo
20/ul
MARKER bialy z bialym wieczkiem marker wielkosci DNA marker wielkosci DNA o wiel-
100-1000 pz kosci prazkow od 100 do
10 pl/scieike 1000 pz
10 Sciezek
KP bialy z fioletowym wieczkiem | kontrola pozytywna metody| DNA genomowe klinicznego

ADSRRS-fingerprinting

Szczepu S. marcescens

Przeprowadzono ostateczng weryfikacje — poréwnano efektywnos$ci zastosowa-
nia zoptymalizowanej metody ADSRRS-fingerprinting plus z zestawem diagnostycz-
nym ADSRRS-KIT oraz standardowg metoda ADSRRS-fingerprinting.

Na podstawie analizy wynikoéw przeprowadzonego doswiadczenia mozna wnio-

skowa¢, ze zastosowanie zestawu diagnostycznego ADSRRS-KIT, wykorzystujacego
zoptymalizowang metode ADSRRS-fingerprinting plus, umozliwia uzyskanie wynikéw
porownywalnych z otrzymanymi podczas zastosowania standardowej metody
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M K KIT STANDARD M

Fot. 3. Poréwnanie efektywnos$ci zastosowania réznych procedur diagnostycznych wykorzystuja-
cych technike ADSRRS-fingerprinting.

M — marker wielkosci DNA [fragmenty: 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 i 100 pz;
DNA-Gdansk II, (Polska)]; K — kontrola negatywna reakcji PCR; kolejne Sciezki przedstawiajg produkty
reakcji ADSRRS-fingerprintig z zastosowaniem zestawu diagnostycznego (KIT) i standardowej metody
(STANDARD) dla tych samych szczepow S. marcescens.

ADSRRS-fingerprinting (fot. 3). Oznacza to, ze proponowany zestaw do badan epide-
miologicznych moze z powodzeniem zostac¢ zastosowany do réznicowania drobno-
ustrojow z rodzaju Serratia oraz innych, istotnych z klinicznego punktu widzenia
szczepdw drobnoustrojow, jak rébwniez w monitorowaniu srodowiska szpitalnego
oraz dochodzeniach epidemiologicznych.

Przeprowadzone badania pozwolily rowniez na kompleksowa ocene oraz po-
réwnanie zastosowanych procedur badawczych uwzgledniajacych trzy zasadnicze
elementy: jako$¢ otrzymanych wynikow, czas analizy oraz koszt jednostkowy bada-
nia (tab. 6). Za pomoca skonstruowanego zestawu diagnostycznego przeprowadzo-
no genotypowanie szczepéw o znanych genotypach, okreslonych standardowa me-
toda ADSRRS-figerprinting oraz metoda REA-PFGE i opublikowanych przez nas wcze-
$niej dla Enterococcus faecium, Acinetobacter sp. (2), Serratia marcescens (3). Otrzymano
petna zgodnos$¢ genotypowania szczepow. Jakos¢ otrzymanych wynikéw byta row-
niez bardzo dobra, pomimo skrocenia czasu procedury i poczynionych oszczedno-
$ci na odczynnikach chemicznych.
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Tabela 6
Poréwnanie zastosowanych procedur diagnostycznych wykorzystujacych metode ADSRRS-fingerprinting

Zastosowana procedura diagnostyczna

Parametr podlegajacy ocenie Zoptymalizowana metoda ADSRRS-fin-| Standardowa metoda ADSRRS-finger-
gerprinting plus z wykorzystaniem ze-| printing
stawu diagnostycznego ADSRRS-KIT

jakos¢ otrzymanych wynikéw bardzo dobra bardzo dobra
czas analizy [godz.] 8 24
koszt analizy 1 prébki [PLN] 6,38! 9,43!

0,352 3,402

1'W kalkulacji wykorzystano nast¢pujace dane:

cene zestawu do izolacji DNA z katalogu firmy A&A Biotechnology 2005,
— ceny enzym6w restrykeyjnych Xbal i Bglll z katalogu firmy Sigma 2005,

cene ligazy z katalogu firmy Fermentas 2005,
— ceny syntezy oligonukleotydéw wg Pracownia Sekwencjonowania DNA, IBB PAN,
— kurs waluty euro na dziefi 01.09.2006 r.

2 Tak jak w 1, ale bez uwzglednienia w kalkulacji ceny zestawu do izolacji DNA, ktéra w spos6b zasadniczy wptywa na cene
analizy probki.

4, Podsumowanie

ADSRRS-fingerprinting stanowi bardzo interesujagcg metode o duzym potencjale
rutynowego zastosowania w laboratoriach diagnostyki mikrobiologicznej w bada-
niach epidemiologicznych. W naszych wczes$niejszych pracach pokazaliSmy przydat-
nos¢ tej metody w badaniach epidemiologicznych dla ré6znych gatunkéw bakterii
(2-5).

Pierwszy etap doswiadczen opisanych w tej pracy poswiecono zaprojektowaniu
roznych systemow diagnostycznych, wykorzystujacych metode ADSRRS-fingerprin-
ting, pozwalajgcych na réznicowanie S. marcescens na poziomie szczepu. Wytypowa-
no jeden system diagnostyczny ADSRRS-fingerprinting, charakteryzujacy sie najwiek-
szym sposrod badanych potencjatem réznicujagcym oraz uniwersalnoscig zastosowa-
nia. W kolejnym etapie prac przeprowadzono cykl badan majacych na celu optymali-
zacje wytypowanego systemu diagnostycznego ADSRRS-fingerprinting, ktéry pozwo-
lit na okreslenie obszarow wptywu wszystkich poddanych analizie krytycznych para-
metréw poszczegolnych etapéw metody. Jakos¢é otrzymywanych wynikéw uznano
za najwazniejszy obszar wptywu, a wszystkie parametry wplywajace na jej pogor-
szenie okreslono jako krytyczne (tj. ilos§¢ DNA w reakcji trawienia enzymatycznego,
temperatura reakgji ligacji oraz rodzaj buforu reakcyjnego, ilo§¢ matrycy DNA, ilo$¢
starteréw i liczba cykli w PCR). W wyniku przeprowadzonych doswiadczen mozna
rowniez ustali¢ wartoSci optymalnych wszystkich analizowanych parametrow meto-
dy ADSRRS-fingerprinting. Pozwolito to na opracowanie w pelni zoptymalizowanej
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metody nazwanej ADSRRS-fingerprinting plus, charakteryzujacej sie lepszg jako$cia
otrzymanych wynikoéw, krotszym czasem analizy i nizszymi kosztami wykonania te-
stu w poroéwnaniu do standardowej metody.

Kolejny etap przedstawionych w tej pracy badan stanowita walidacja zoptymali-
zowanej techniki ADSRRS-fingerprinting plus. Na podstawie przeprowadzonego cyklu
doswiadczen stwierdzono, ze omawiana procedura badawcza jest specyficzna, se-
lektywna i charakteryzuje sie granicg wykrywalnosci DNA w ilosci 0,24 pg. Ponadto
ustalono, ze dodatkowymi, poza okreslonymi na etapie optymalizacji metody, kry-
tycznymi czynnikami procedury badawczej s zrédlo stosowanych na etapie trawie-
nia enzymatycznego odczynnikéw oraz rodzaj zastosowanego w PCR profilu ter-
micznego amplifikacji. W wyniku przeprowadzonych badan powtarzalnosci udo-
wodniono, ze procedure ADSRRS-fingerprinting plus cechuje wysoka precyzja otrzy-
mywanych wynikow.

Na podstawie analizy wynikéw przeprowadzonych doswiadczen uznano, ze me-
toda ADSRRS-fingerprinting plus jest odpowiednia do badan roéznicowania szczepow
drobnoustrojéw i moze by¢ z powodzeniem stosowana w rutynowych badaniach
epidemiologicznych.

Ostatni etap prac dotyczyt konstrukcji zestawu diagnostycznego ADSRRS-KIT,
wykorzystujacego metode ADSRRS-fingerprinting plus. ldea opracowania zestawu po-
wstata w Katedrze Mikrobiologii Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej. Ze-
staw opracowano z zamiarem szerszego wykorzystania taniej, wiarygodnej i uni-
wersalnej techniki genotypowania drobnoustrojéw w badaniach epidemiologicz-
nych. Umozliwia on przeprowadzenie badan r6znicowania drobnoustrojow przy
uzyciu prostego zestawu gotowych do uzycia odczynnikéw oraz podstawowej apa-
ratury laboratoryjnej. Gotowe do uzycia mieszaniny reakcyjne ograniczajg ilo$¢ uzy-
wanych w badaniu odczynnikéw oraz ilo§¢ wykonywanych manipulacji, dzieki cze-
mu, podczas przeprowadzanych eksperymentéw, zmniejsza sie zdecydowanie
prawdopodobienstwo popetnienia btedu.
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