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Zakazenie ukladu moczowego (ZUM) Jest szeroko rozpowszechniona infekcja wsrod pacjentow ambulatoryjnych 1 szpitalnych;
rocznie na swiecie odnotowuje sie okoto 150 milionow przypadkow. Stad wazne jest monitorowanie uropatogennych szczepow E. coll
pod wzgledem obecnosci Istotnych dla wirulencji genow, ktore podnosza ryzyko nawrotowego ZUM, a hawet sepsy.
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Opracowanie ukladu | optymalizacja warunkéw (profilu Izolacja matrycy DNA szczepow CFT oraz E. coli. Z ich
temperaturowego, stezenia jonow magnezu | JeanS’[e_k wykorzystaniem ustalono optymalna temperature przylaczenia
pollmerazy_ pwo) reakcji multipleks PCR do wykrywania starterow przeprowadzajac reakcje simpleks PCR z gradientem
genow coll tosA, tosB, mrkD, Afa/Dr powigzanych z temperatur (59 - 69,5 °C). Na podstawie uzyskanych danych
rozwojem ZUM oraz ewaluacja na klinicznych szczepach przeprowadzono pierwsza reakcje multipleks, dla ktérej ustalono
E. coll optymalna temperature reakcji w podobny sposob. Uklad

optymalizowano: przeprowadzono multipleks PCR z gradientem
jednostek polimerazy Pwo (0,1-0,3 nl), a nastepnie z gradientem
stezenia jonow magnezu (0,7-1,9 ul). Opracowany uklad przetestowano
na trzydziestu szczepach klinicznych. Dla wzmocnienia specyficznoSci
reakcjl przeprowadzono dodatkowa optymalizacje ukladu na
mieszaninie matryc klinicznych z dodatkiem wzmacniacza PolyMate
Additive firmy BIOLINE.

WYNIKI _ \\

Zdjecie 1 Wyniki reakcji multipleks PCR- gradient temperatur Zdjecie 2 Wyniki reakeja multipleks Zdjecie 3 Wyniki reakeja multipleks
| PCR — gradient polimerazy PCR —gradient Mg 2
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Zdjecie 4 Wyniki reakcji multipleks PCR — szczepy Kliniczne, master mix ze wzmacniaczem

WNIOSKI |

Na podstawie uzyskanych wynikéw ustalono optymalna temperature przylaczenia
starterow (65,5 °C) oraz sklad master mix (polimeraza 0,25 ul, MgCl, 1,6 ul, Polymate
Additive 1ul, bufor shark 2,5 ul, dNTPs 2 ul, startery Afa/Dr 0,5 pl tosA 0,5 ul, tosB 1 pl
oraz mrkd 1,5 nl, woda 9,65 pl).

Opracowany uklad multipleks PCR wykorzystano do analizy 30 izolatow klinicznych
pobranych od pacjentow chorych na ZUM | urosepse. Uzyskane wyniki pozwolily na
okreslenie czestoSci wystepowania poszczegolnych genow: Afa/Dr (66,67 %), tosA
(33,33%), mrkD (0%) oraz tosB (26,67%). WyniKi sugeruja, ze fimbrialne 1 afimbrialne
adhezyny typu Afa/Dr sa powiazane z wysoka wirulencja E. coli 1 bardzo czesto
odpowiadaja za nawrotowe zakazenie ukladu moczowego. Natomiast obecnos¢ genu tosA
jest powiazana ze zwiekszona czestoScia wystepowania Innych czynnikéow wirulencji w cewka
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