Sposodb na szybka
identyfikacje bakterii w
infekcjach
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Wkrétce praktycznie kazdy szpital bedzie w stanie w ciggu
zaledwie minut zidentyfikowa¢ gatunki bakterii odpowiedzialne
za infekcje rozwijajacg sie u pacjenta — majg nadzieje badacze
z Warszawy, ktérzy opracowali nowa, tatwg do zaadaptowania i
tanig procedure analityczng.

Gdy do szpitala trafia pacjent z zaawansowang infekcjag
bakteryjng, np. chory na sepse, czas nabiera kluczowego
znaczenia. Im szybciej uda sie ustali¢ gatunek intruza
pustoszgcego organizm, tym wieksza szansa na skuteczng
terapie. Tymczasem powszechnie stosowane metody analityczne
wCcigz wymagajg namnazania bakterii (co nierzadko trwa nawet
kilka dni) lub specjalistycznego sprzetu, dostepnego w
nielicznych laboratoriach.

Naukowcy z Instytutu Chemii Fizycznej PAN w Warszawie
przekonujg, ze identyfikacje bakterii mozna przeprowadzic¢ w
niemal kazdej przyszpitalnej pracowni analitycznej, a czas
oczekiwania na wynik skréci¢ do minut. W procedurze badaczy z
Instytutu Chemii Fizycznej PAN w Warszawie gtdéwnag role
odgrywajg nowatorskie biokoniugaty: S$wiecgce, magnetyczne
mikroczagstki pokryte odpowiednio dobranymi bakteriofagami.
Badania wukazaty sie na +tamach czasopisma naukowego
,Bioconjugate Chemistry”
(http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/acs.bioconjchem.6b00596).

Badacze z peing Swiadomo$cig zrezygnowali z patentowania
swoich rozwigzan, aby kazdy szpital mdégt skorzystad¢ =z
rozwigzania jak najszybciej 1 jak najtaniej. 0 rozwigzaniu
poinformowali przedstawiciele IChF PAN w przestanym PAP
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komunikacie.
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Przed przystgpieniem do prac nad nowg technika analityczng
badacze z IChF PAN zatozyli, ze powinna ona pozwala¢ na
identyfikacje bakterii znaczgco szybciej od dotychczasowych
metod i by¢ %tatwa do wprowadzenia do duzej liczby
przyszpitalnych laboratoridéw, bez uszczerbku dla doktadnos$ci
pomiardow. Dodatkowym wymogiem byto zapewnienie niskiego kosztu
analiz. ,Szybciej, lepiej, taniej — nam udato sie zrealizowa¢
wszystkie te cele” — méwi dr Jan Paczesny z IChF PAN, ktéry
kierowat projektem badawczym finansowanym z grantéw Narodowego
Centrum Nauki.

Urzadzeniem detekcyjnym w nowej technice identyfikowania
bakterii jest cytometr przeptywowy. To dos¢ prosta i wzglednie
tania aparatura, znajdujgca sie na wyposazeniu wielu szpitali.
Stosuje sie jg powszechnie w badaniach krwi.

WROG BAKTERII — TO NASZ PRZYJACIEL

Podstawowym problemem byto opracowanie takiego sposobu
oznaczania bakterii, aby mozna je byto *atwo wytapywad z
badanej probki i z duzg pewnosScig identyfikowaé za pomocg
cytometru. W tym celu naukowcy z IChF PAN postanowili
skonstruowa¢ specjalne biokoniugaty, czyli kompleksy tworzone
przez potgczenie nieozywionej mikroczgstki z czastka
biologiczng. Elementem biologicznym byt bakteriofag, czyli
wirus infekujacy okreslony gatunek bakterii (w eksperymentach
w IChF PAN uzyto bakteriofagéw T4, atakujacych bakterie
Escherichia coli).

Bakteriofagi nalezato potaczy¢ z mikroczgstkami zdolnymi do
emisji Swiatta *atwego do zarejestrowania w cytometrze oraz
wykazujgcymi wtasciwosci magnetyczne. Te ostatnie byty
niezbedne, poniewaz pozwalaty za pomocg zwyktego magnesu
odseparowa¢ biokoniugaty od pozostatych drobin w badanej
prébce.



nZaczelidmy od poszukiwan niedrogich, komercyjnie dostepnych
mikroczgstek spetniajgcych nasze wymagania. Okazato sie, ze
odpowiednie czgstki sg juz na rynku — i to doktadnie takie, na
jakich nam zaleza*o! Ich powierzchnia jest bowiem pokryta
akurat takimi chemicznymi grupami funkcyjnymi, jakie byty nam
potrzebne do osadzania na nich bakteriofagdéw praktycznie
dowolnego typu” — wyjasnia doktorantka Marta Janczuk-Richter z
grupy prof. Joanny Niedzidtki-Jonsson.

TRZY W JEDNYM

Zakupione mikrokulki badacze potgczyli z bakteriofagami.
Obrazy otrzymane za pomocg mikroskopii konfokalnej
potwierdzity, ze w nowych biokoniugatach do jednej
mikroczgstki zwykle przylegaty dwa lub trzy bakteriofagi. W
ten sposdob otrzymano pierwsze na Swiecie biokoniugaty o
potréjnej funkcji: przyt*aczajgce sie wytacznie do jednego
gatunku bakterii, reagujace na pole magnetyczne 1 zdolne do
Swiecenia (fluorescencji).

Procedura identyfikowania bakterii za pomocg tak
skonstruowanych biokoniugatéw jest prosta. Probke — moze nig
by¢ ptyn fizjologiczny pobrany od pacjenta, ale takze produkt
spozywczy, np. sok marchwiowy — rozcieficza sie, po czym do
roztworu dodaje sie niewielka ilo$¢ wczesSniej przygotowanych
biokoniugatow. Teraz nalezy odczeka¢ krotka chwile, zeby
biokoniugaty zdgzyty przytaczy¢ sie do bakterii. Do probowki z
ptynem przyktada sie nastepnie magnes, ktory przycigga
wszystkie biokoniugaty, w tym te z dotgczonymi bakteriami. Po
odlaniu pozostatej czesci probki i ponownym rozcienczeniu
odseparowanego osadu, roztwér jest przepuszczany przez
cytometr.

OTWARTA DROGA DO DALSZYCH PRAC

.~Pomiar w cytometrze zwykle trwa oko*o minuty. Wynik to
wykres, na ktérym widzimy, jak oddziatujg ze dSwiattem
wszystkie biokoniugaty. A poniewaz wiemy, jaki sygnat



powinnismy dostaé¢ od czystych biokoniugatéw, a wiec tych bez
bakterii, mozemy tatwo ustalié¢, czy w badanej prébce znajdujg
sie poszukiwane przez nas bakterie, a jesli tak, to w jakiej
liczbie” — méwi doktorant tukasz Richter.

Biokoniugaty z bakteriofagami jednego typu wykrywajg wytacznie
jeden gatunek bakterii. Jednak z wuwagi na %tatwos¢
przygotowania biokoniugatdéw, zainteresowane pracownie
przyszpitalne mogtyby wczes$niej, we wtasnym zakresie i bez
wiekszych probleméw, wyprodukowa¢ kilkanascie 1lub
kilkadziesigt rodzajow potencjalnie przydatnych biokoniugatoéw,
kazdy z bakteriofagami infekujacymi inny gatunek bakterii.

W przypadku sepsy, ktorej wiekszos¢ przypadkéw wywotuje
zaledwie kilkanas$cie gatunkéw bakterii, przeprowadzenie
identyfikacji wymagatoby wéwczas rownolegtego przeprowadzenia
co najwyzej kilkunastu testéw. Sprawnemu technikowi
laboratoryjnemu cata procedura nie powinna zajg¢ wiecej niz
godzine.
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