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Badano przydatnos¢ zaprojektowanych starteréow FopA F/R, Tul4 F/R
i sond hybrydyzujacych FopA S1/S2, Tul4 S1/S2 dla genéw fopA i tul4 do
wykrywania F tularensis. W badaniach, w ktérych uzyto 50 szczepéw F.
tularensis uzyskano wyniki dodatnie. Swoisto$¢ reakceji wykazano badajac
szczepy bakterii non-Francisella tularensis. Przy uzyciu starterow FopA
F/R i sond hybrydyzujacych FopA S1/S2 zaprojektowanych dla genow
fopA dodatnie wyniki amplifikacji uzyskano ze wszystkimi badanymi
szczepami F. tularensis. Identyczne wyniki otrzymano w reakcji real - time
PCR z zastosowaniem starteréw Tul4 F/R i sond hybrydyzujacych Tul4 S1/
S2 zaprojektowanych dla genu fu/4. Swoiste produkty reakcji amplifikacji
pojawily si¢ miedzy 16 a 18 cyklem reakcji. Badania z uzyciem starteréow
i sond hybrydyzujacych zaprojektowanych dla genu fopA4 wykazaly, ze cha-
rakterystyczna temperatura topnienia produktéw wynosila 61°C, a dla genu
tul4 60°C. Przy uzyciu startero6w Tul4 F/R i sond hybrydyzujacych Tul4 S1/
S2 czulo$¢ oznaczen wynosilta 10 fg/ul, a przy uzyciu starteréw FopA F/R i
sond hybrydyzujacych FopA S1/S2 1 fg/ul.

Tularemia jest ostra, bakteryjna choroba odzwierzeca wywotang przez Gram-ujemna,
tlenowa pateczka F. tularensis (1, 9, 13). F. tularensis zostala sklasyfikowana przez CDC
(Atlanta) jako czynnik biologiczny kategorii A, ktory moze by¢ uzyty w atakach bioter-
rorystycznych i do produkcji broni biologicznej (3, 9, 11). Progowa dawka infekcyjna
dla cztowieka wynosi zaledwie 10 bakterii (8, 14, 15). Rodzaj Francisella obejmuje trzy
gatunki: F. tularensis, F. philomiragia i F. noatunensis. F. tularensis dzieli si¢ na cztery
typy, rozniace si¢ migdzy soba zjadliwoscia i geograficznym wystepowaniem: typ A tula-
rensis (nearctica) — najbardziej zjadliwy, notowany w Ameryce Péinocnej i Europie, typ B
holarctica (palaearctica) — mniej zjadliwy, obecny w Europie, Azji i Ameryce Pdéinocne;j,
typ mediasiatica — izolowany w centralnej Azji oraz typ novicida — wystgpujacy w Ameryce
Potnocnej 1 Australii (1, 5, 13).
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W $rodowisku naturalnym pateczki tularemii wystepuja najczesciej wérod dziko zy-
jacych gryzoni. Patogen ten moze by¢ izolowany z odchodéw zwierzgcych, gleby, blota
i siana. Do zakazenia moze dochodzi¢ przez bezposredni kontakt czlowieka z chorymi
zwierzegtami, drogg aerozolowa, przez uszkodzong skoére, badz tez poprzez skazong wode
i zywnos$¢. Wazna role w przenoszeniu tularemii odgrywaja kleszcze (Dermacentor reti-
culatus, Ixodes ricinus), roztocza, pchly, komary oraz muchy (2, 10, 14). Do zawodowej
grupy ryzyka naleza rolnicy, lesnicy, mys$liwi oraz pracownicy laboratoriow (3, 9, 12).
W warunkach naturalnych tularemia wystepuje na terenach lesnych i rolniczych, przy czym
wigkszo$¢ zachorowan notuje si¢ w okresie od czerwca do wrzesnia, co wigze si¢ z aktyw-
noscia kleszezy (9). W diagnostyce F. tularensis stosuje si¢ metody serologiczne, badania
hodowlane i genetyczne. Techniki serologiczne (jak np. test ELISA, odczyn aglutynacji),
umozliwiaja wykrycie obecnych w surowicy przeciwciat dla F. tularensis, ale pojawiaja
si¢ one dopiero po dwoch tygodniach od zakazenia (3, 4, 14). Ze wzgledu na trudnosci
w hodowli F. tularensis na podtozach stalych oraz wzglednie dtugi okres wzrostu (3 — 6
dni) wskazane jest wykorzystanie do identyfikacji takich metod biologii molekularnej jak:
PCR, PFGE, ERIC-PCR, LP rep-PCR i PCR w czasie rzeczywistym (real - time PCR).
W molekularnej diagnostyce tularemii wykorzystuje si¢ gtéwnie fragmenty sekwencji
gendéw: fopA, kodujacego bialtko btony zewnetrznej (outer membrane protein gene) oraz
tul4, kodujacego lipoproteing blony zewngtrznej (7-cell epitope membrane gene) (6, 8,
17). Najezesciej w literaturze dotyczacej identyfikacji F. tularensis metodg real —time PCR
stosowane sg sondy hydrolizujace (7, 16, 17). Niewiele jest natomiast prac poswigconych
wykorzystaniu do identyfikacji tej bakterii sond hybrydyzujacych, a zwtaszcza ukierunko-
wanych na fragmenty gendw kodujacych bialka blony zewnetrznej fopA i tul4 (6). Celem
pracy bylo sprawdzenie przydatno$ci zaprojektowanych we wlasnym zakresie starterow dla
gendw fopA i tul4 oraz sond hybrydyzujacych do identyfikacji pateczki tularemii technikg
real — time PCR oraz okreslenie czuto$ci metody.

MATERIAL I METODY

Szczepy bakterii F. tularensis i warunki hodowli: Szczepy bakteryjne (F.
tularensis typ A 1 B) otrzymano z Miedzywydzialowego Instytutu Medycyny Morskiej
i Tropikalnej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego i National Veterinary Insitute (NVI),
Oslo, Norwegia. DNA F. tularensis novicida i F. tularensis subsp. mediasiatica otrzymano
z Departamentu CBRN Defense and Security, Swedish Defense Research Agency, Szwecja
(Tabela I).

Hodowle F. tularensis prowadzono na podlozu statym Cysteine Heart Agar z dodat-
kiem hemoglobiny przez okres 3 — 5 dni, w temp. 37°C. Komorki F. tularensis zawieszano
w fizjologicznym roztworze NaCl (miano ok. 10% - 10° CFU/ml) i poddawano gotowaniu
przez 15 minut. Oczyszczanie materiatu genetycznego przeprowadzano z uzyciem zestawu
Genomic Mini, opartego na membranach krzemionkowych (A&A Biotechnology, Polska),
zgodnie z zaleceniami producenta. Material genetyczny do czasu przeprowadzenia analiz
przechowywano w temp. -20°C.

Dla kontroli specyficznosci starterow i sond molekularnych w reakcji real -time PCR
uzyto szczepdw bakterii blisko spokrewnionych Francisella philomiragia CCUG 12603,
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CCUG 13404, Francisella noatunensis NCIMB 14265 otrzymanych z National Veteri-
nary Institute (NVI), Oslo, Norwegia, Hemophilus influenzae, Brucella sp. oraz bakterii
niespokrewnionych z paleczkg tularemii: szczepdw przejsciowych Bacillus sp. Ba813*
pochodzacych z kolekcji Instytutu Medycyny 1 Biologii Molekularnej (IMBM) Uniwersytetu
w Scranton, PA, USA (B. sp. Ba813* #9 (T597-77). Szczepy B. sp. Ba813* #15 (11614-2),
B. sp. Ba813" #S8553/2, szczepy Bacillus thuringiensis T07-146, B. thuringiensis T7-019,
B. thuringiensis T7-128 oraz Bacillus cereus F1659, B. cereus UW85 uzyskanych z In-
stytutu Pasteura, Francja. W badaniach uzyto rowniez Bacillus anthracis 211 otrzymany
z Zaktadu Higieny Weterynaryjnej w L.omzy, szczepionkowego szczepu B. anthracis 34F,
(,,Anthraphyl”, Phylaxia, Wegry), a takze szczepdw pochodzacych z kolekcji Panstwowego
Zaktadu Higieny (Vibrio cholerae 130 El Tor 1 V. cholerae non O1).

W celu identyfikacji F. tularensis uzyto zaprojektowanych we wlasnym zakresie
starterow i sond hybrydyzujacych, specyficznych dla genow rul4 i fopA. Startery i sondy
projektowano przy uzyciu programéw: LightCycler Probe Design Software 2.0 Version 1.0
oraz OligoAnalyzer 1.2. (Tabela IT) Zaprojektowane startery i sondy zostaly zsyntetyzowane
przez Genomed Sp. z 0.0. Reakcje real - time PCR przeprowadzono w systemie kapilar-
nym w aparacie Light Cycler 2.0 firmy Roche, przy objeto$ci mieszaniny reakcyjnej 20 pl.
Mieszanina reakcyjna dla dwoch kompletéw sond i starterow zawierata te same proporcje

Amplification Curves
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Ryc. 1. Wyniki reakcji real - time PCR z zastosowaniem starterow FopA F/R i sond hybrydyzuja-
cych FopA S1/S2 zaprojektowanych dla genu fopA.
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Tab. L. Szczepy F. tularensis uzyte w badaniach.
Typ szczepu: Nazwa szczepu: Pochodzenie:

Francisella tularensis subsp.
holarctica

375, 118, 117, 81

Instytut Epidemiologii i Mikrobiologii
w Pradze.

holarctica

Francisella tularensis subsp. | KS, KP2, KS2 Wyizolowane z kleszczy Ixodes ricinus

holarctica bytujacych na krowach, woj. zach —
pomorskie.

Francisella tularensis subsp. | CR Wyizolowany z wymazu z gardta chorego,

holarctica woj. zach-pomorskie.

Francisella tularensis subsp. | ZG Wyizolowany z mi¢sa zajaca szaraka Lepus

europaeus, woj. zach-pomorskie.

Francisella tularensis subsp.
holarctica

203/62, 318/62 lub
T-318/62, 349/62
lub T-349/62, 127/62
biaty, 382/62 lub
T-382/62

76/60, 57/60

Wyizolowane z zajgcy szarakow Lepus
europaeus.

Wyizolowane ze szczuréw wedrownych
Rattus norvegicus.

Instytut Epidemiologii i Mikrobiologii
w Pradze

Francisella tularensis subsp.
holarctica

Tsuchiya

Ebina

Wyizolowany z gruczotu pachowego
robotnika lesnego z objawami oczno-
gruczotowymi.

Wyizolowany w Japonii od chorego

z objawami oczno-gruczotowymi.
Narodowy Instytut Alergii i Choréb
Zakaznych w Hamilton, Montana, USA

Francisella tularensis subsp.
holarctica

94 lub N94

9/721

19C

Tun Lao

Wyizolowany w Kraju Altajskim ze szczura
wodnego Arvicola terrestris.

Wyizolowany w Obwodzie Moskiewskim z
nornika zwyczajnego Microtus arvalis.
Wyizolowany w Bulgarii z pizmoszczura
Ondatra zibethica.

Wyizolowany w Chinach z susta Citellus
dauricus.

Akademia Medyczna w Moskwie

Francisella tularensis subsp.
holarctica

38 v.sz.

Wyizolowany w stanie Utah, USA z we¢zta
limfatycznego chorego.

Francisella tularensis subsp.
tularensis

38 bialy

Wyizolowany w stanie Utah, USA z wezta
limfatycznego chorego

Francisella tularensis subsp.
tularensis
Francisella tularensis subsp.
holarctica

Newton,

Norway, Jap. Downs

USA

holarctica

Francisella tularensis subsp. | Schu 3, ABE Instytut Chordb Zakaznych Uniwersytetu
holarctica w Tokio

Francisella tularensis subsp. | SD Pozbawiony zjadliwosci szczep Francisella
holarctica tularensis subsp. holarctica ZG
Francisella tularensis subsp. | Schweden R Wyizolowany w Szwecji
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Tab. I. c.d.
Francisella tularensis subsp. | Japonski Wyizolowany w Japonii z w¢zta
tularensis limfatycznego chorego. USA
Francisella tularensis subsp. | ZW Wyizolowany w woj. warminsko-mazurskim
holarctica z padtego zajaca Lepus europaeus
Francisella tularensis subsp. | Schu USA, Akademia Medyczna w Moskwie
tularensis
Francisella tularensis subsp. | ZB Wyizolowany w woj. pomorskim z padtego
holarctica zajaca Lepus europaeus
Francisella tularensis subsp. | MR3 Wyizolowany z nornikow, Polska

holarctica

holarctica

Francisella tularensis subsp.

131 lub 131 Az lub
N 131
26 Az lub N 26

124 Az lub N 124

329 Az lub 329 lub
N 329

291Az lub 291 lub
N 291

540 Az lub 540

321 Az lub N 321

Wyizolowany w Azerbejdzanie z koszatki
Dryomys nitedula

Wyizolowany z nornika zwyczajnego
Microtus arvalis, Azerbejdzan
Wyizolowane z pchet bytujacych na
nornikach zwyczajnych, Azerbejdzan
Wyizolowany z pchet odtowionych w
norach nornika zwyczajnego, Azerbejdzan
Wyizolowany z myszoskoczka Meriones
meridianus, Azerbejdzan,

Wyizolowany w Azerbejdzanie z myszy
domowej Mus musculus.

Azerbejdzan

Panstwowy Instytut Kontrolny w Moskwie

holarctica

Francisella tularensis subsp. | 411 Wyizolowany z wezta chtonnego chorego,

holarctica College of Veterinary Medicine w
Helsinkach

Francisella tularensis subsp. | Yato 88 Laboratory of Okara General Hospital,

holarctica Japonia

Francisella tularensis subsp. | Kodar R Niezjadliwy, szczepionkowy, Rumunia

Francisella novicida

mediasiatica

Francisella tularensis subsp.

U112, ATCC 15482,
FSC 156 (fx1),
FSC454 (FNSp1)
FSC 147 (543)

Department CBRN Defense and Security,
Swedish Defense Research Agency, Szwecja.

Francisella philomiragia

Francisella noatunensis

CCUG 12603,
CCUG 13404
NCIMB 14265

National Veterinary Institute (NVI), Oslo,
Norwegia.

* Autorzy dzigkuja Pani prof. Renacie Glosnickiej z Migdzywydziatowego Instytutu Medycyny
Morskiej i Tropikalnej w Gdyni Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego za udostgpnienie do badan
szczepow F. tularensis.

* Autorzy dzigkuja Panu Kerstin Svensson z Department CBRN Defense and Security, Swedish De-
fense Research Agency, Szwecja za udostgpnienie materiatu genetycznego pochodzacego ze szczepow
F tularensis subsp. mediasiatica i F. novicida oraz Panu dr Duncan Colquhoun z National Veterinary
Institute (NVI), Oslo, Norwegia za udostgpnienie do badan szczepow F. philomiragia 1 F. noatunensis.
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Tab. II.  Startery i sondy zaprojektowane w celu identyfikacji F. tularensis.
Nazwy starterow/ Sekwencje starterow/sond Wielkos’,’ci
sond produktow
FopAF 5’-GGTTTAGGTGAAGGTGTTGT-3’
FopA R 5-CAAACTTAAGACCACCACC-3’ Jopd!
FopA S1 5 -TGGTGCTGGTTGGGCAAATC-(FL)-3’ 132 pz
FopA S2 5’-(Red 640)-GCAGGTCAAGCAACAGGTGCTT-3’
Tul4 F 5’-CTGTATCTAAGCCAACTGCA-3’
Tul4 R 5"-CACTTACCGCTACAGAAGTT-3’ wild]
Tul4 S1 5’-CCCACAAGGAAGTGTAAGATTAC-(FL)-3’ 240 pz
Tul4 S2 5’-(Red 640)-GCAGGCTCCAGAAGGTTCTAAGTGC-3’

Ryec. 2.

Melting Peaks

— 1: Fiularensis Evina
— 2: F. tularensis KS
— 3: Fitularensis 291 Az
— 4: Fitularensis 76/60
——— 5: Fiularensis 382/62
— 6: F.tularensis Tsuchiya
— 7: Fularensis Yato 88

8: F.tularensis Tun Lao
— 9: F.tularensis 540 Az
— 10: F.tularensis 38 v.sz.
— 11: F.tularensis 38 bialy
— 12: F.tularensis New ton
— 13: F.tularensis Norw ay
— 14: F.tularensis SD
—— 15: F.tularensis Jap. Dow ns
— 16: F.tularensis 411
— 17: F.tularensis Schw eden R
— 18: F.tularensis Japoriski
— 19: F.tularensis Schu

20: F.tularensis 131 Az
— 21: F.novicida FSC040 (U112)

22: F.novicida FSC156 (fx1)
— 23: F.novicida FSC454 (FNSp1)
— 24: F.t.spp.mediasiat. FSC147
— 25: K - MasterMix
= 26: K - MasterMix
—— 27: K - (B. anthracis 211)

7 7 7 7
40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
Temperature (°C)

Analiza krzywej topnienia produktow reakcji real - time PCR z zastosowaniem starterdw

FopA F/R i sond hybrydyzujacych FopA S1/S2 zaprojektowanych dla genu fopA.
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Amplification Curves
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Ryc. 3.  Badanie czuloéci reakeji real - time PCR z zastosowaniem starterow FopA F/R i sond
hybrydyzujacych FopA S1/S2 zaprojektowanych dla genu fopA.

sktadnikow. Reakcja przebiegata w tych samych warunkach termicznych. W sktad miesza-
niny reakcyjnej wchodzity: FastStart DNA Master HybProbe (Roche) — 1 x stgz., MgCl, -2
mM, startery — 0,5 uM, sondy hybrydyzujace — 0,15 uM oraz matrycowe DNA o stezeniu
10 - 20 ng/pl w ilosci 1,5 ul. Reakcje przeprowadzono wg wcezesniej zoptymalizowanego
profilu termicznego: 10 min w temp. 95°C (denaturacja wstgpna), 10 s w temp. 95°C, 15
s w temp. 60°C, 10 s w temp. 72°C (40 cykli amplifikacji). Analiz¢ temperatury topnienia
produktow przeprowadzono w warunkach: 0 sec w temp. 95°C, 30 sec w temp. 38°C, 0 sec
w temp. 92°C.

Czuto$¢ reakcji real - time PCR okreslono badajac szereg dziesigciokrotnych rozcien-
czen DNA pochodzacych z F. tularensis (10 ng/pl - 100 ag/ul), w trzech powtdrzeniach dla
poszczegodlnych rozcienczen DNA.

WYNIKI
Wykrywanie F. tularensis metoda real - time PCR. Przy uzyciu starteréw

FopA F/R i sond hybrydyzujacych FopA S1/S2 zaprojektowanych dla gendw fopA4 dodatnie
wyniki amplifikacji wykazano ze wszystkimi badanymi szczepami F. tularensis. (Ryc. 1)
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Podobne dane uzyskano takze w reakcji real - time PCR z zastosowaniem startero6w
Tul4 F/R i sond hybrydyzujacych Tul4 S1/S2 zaprojektowanych dla genu fu/4. Swoiste
produkty reakcji amplifikacji pojawily si¢ miedzy 16 a 18 cyklem reakcji. Badania z uzy-
ciem starteréw FopA F/R i sond hybrydyzujacych FopA S1/S2 zaprojektowanych dla genu
fopA wykazaly, ze charakterystyczna temperatura topnienia produktéw wynosita 61°C. Przy
analizie krzywych topnienia z zastosowaniem starteréw Tul4 F/R i sond hybrydyzujacych
Tul4 S1/S2 temperatura topnienia wyniosta 60°C. Wszystkie badane szczepy F. tularensis
wykazaly identyczna temperature topnienia amplifikowanych produktow. (Ryc. 2)

Przy zastosowaniu starterow Tul4 F/R i sond hybrydyzujacych Tul4 S1/S2 zaprojek-
towanych dla genu fu/4 czutos¢ oznaczen wynosita 10 fg/ul, a przy uzyciu starteréw FopA
F/R isond hybrydyzujacych FopA S1/S2 zaprojektowanych dla genu fop4 - 1 fg/ul. (Ryc. 3)

OMOWIENIE

Badania nad szybka identyfikacjg paleczki tularemii przy zastosowaniu sond mole-
kularnych podejmowalo wielu autorow (4, 6, 15, 16, 17). Emanuel i wsp.(4) wykorzystali
sondy hydrolizujace (TagMan) do wykrywania i r6znicowania gatunkow oraz podgatunkow
z rodzaju Francisella (4, 17). Innym rodzajem sond stosowanych do diagnostyki moleku-
larnej F. tularensis sa sondy hybrydyzujace (6, 7, 15), oparte na wykorzystaniu zjawiska
FRET - Fluorescence Resonance Energy Transfer. Zastosowanie sond hybrydyzujacych
pozwala na wyznaczenie krzywej topnienia amplifikowanego produktu i okreslenie jego
temperatury topnienia (6, 7, 15). Analiza temperatury topnienia powstalych produktow
amplifikacji potwierdza swoisto§¢ reakcji real - time PCR. Badania z zastosowaniem sond
hybrydyzujacych do diagnostyki tularemii podejmowali nieliczni autorzy. Miedzy innymi
badacze japonscy w pracach nad identyfikacja F. tularensis uzyli sond hybrydyzujacych
zaprojektowanych dla konserwatywnych sekwencji genu fopA. Specyficzny sygnat fluore-
scencji dla 1 pg DNA obserwowano w 28 - 30 cyklu reakcji real - time PCR, a specyficzna
dla powstalych produktéw amplifikacji temperatura topnienia (Tm) wynosita 68°C (6).
Poniewaz we wspomnianej pracy autorzy oparli si¢ jedynie na identyfikacji sekwencji
genu fop, we wlasnych badaniach przeprowadzono analiz¢ przydatnosci do tego celu sond
hybrydyzujacych zaprojektowanych zaréwno dla wysoce konserwatywnych sekwencji
genu fopA jak i tul4.

W badaniach wlasnych swoiste produkty amplifikacji wykryto u wszystkich z badanych
szczepdw F. tularensis. Sygnal fluorescencyjny stawat si¢ dostrzegalny miedzy 16 a 18
cyklem reakcji, przy wyjsciowej koncentracji matrycowego DNA 10 ng/ul. Dla amplikonu
genu fopA temperatura topnienia (Tm) wynosita okoto 61°C, co wykazano u wszystkich
przebadanych szczepdéw F. tularensis, a dla amplikonu genu fu/4 okoto 60°C. Jednakowe
warto$ci temperatury topnienia dla danego amplikonu potwierdzaja swoisto$¢ reakcji
real - time PCR dla szczepow gatunku F. tularensis (6). W badaniach wtasnych wykazano
wysokg swoistos¢ reakcji dla F. tularensis, o czym $wiadczyty negatywne wyniki uzyskane
w przypadku bakterii nie nalezacych do gatunku F. tularensis (non - Francisella), jak i ga-
tunkéw spokrewnionych (Francisella philomiragia, Francisella noatunensis, Hemophilus
influenzae, Brucella sp.). Brak reakcji krzyzowych z bakteriami ,,srodowiskowymi” jest
istotny, gdyz w praktyce probki do badan na obecnos¢ F. tularensis beda zanieczyszczone
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wieloma innymi mikroorganizmami. Metoda real - time PCR, poza szybko$cig w otrzymy-
waniu wynikéw ma takze inne zalety, gdyz pozwala ona na wykrycie stanu VBNC (viable
but non — culturable) F tularensis, czego nie stwierdza si¢ metodami hodowlanymi. Takze
u 0s6b leczonych antybiotykami metoda hodowlana moze da¢ wyniki negatywne na obec-
no$¢ F. tularensis.

W naszych badaniach czulo$¢ metody przy zastosowaniu sond hybrydyzujacych zapro-
jektowanych dla genu ful4 okre$lono na poziomie 10 fg DNA na reakcje, a dla sekwencji genu
fopA prog wykrywalnosci wynosit 1 fg genomowego DNA. Fujita i wsp. (6) wykorzystujac
sondy hybrydyzujace komplementarne do sekwencji genu fopA osiagneli czuto$¢ reakceji na
poziomie 20 fg, a Tomaso i wsp. (15) poszukujac swoistego dla F. tularensis subsp. tularensis
genu pdpD, wykazali czutos¢ na poziomie 25 fg na reakcje. W swietle powyzszych badan
wyniki wlasne dotyczace czuto$ci metody mozna uzna¢ za zadowalajace. Zastosowane
w niniejszej pracy sondy hybrydyzujace pozwalaja na szybkie wykrycie F. tularensis,
zardwno typu A, jak i B, co jest istotne, gdyz przedstawiaja one najwigksze zagrozenie dla
zdrowia czlowieka. Obecnos$¢ F. philomiragia uznawanej za czynnik o niskiej zjadliwosci,
przedstawiajacej jedynie niebezpieczenstwo dla ludzi z obnizong odpornosciag moze by¢
takze wyeliminowana dzigki powyzszej metodzie. Przeprowadzone badania wykazaty pet-
ng przydatnos¢ opracowanych starteréw i sond hybrydyzujacych do szybkiej identyfikacji
F tularensis metoda real — time PCR. Zastosowana metoda juz w fazie wstepnej pozwoli
na szybkie wprowadzenie odpowiednich dziatan profilaktyczno- leczniczych na wypadek
uzycia tego zarazka jako broni biologicznej lub w ataku terrorystycznym.

A. Bieclawska — Drozd, M. Niemcewicz, J. Gawel, M. Bartoszcze, G. Graniak,
J. Joniec, M. Kotodziej

Real time PCR hybridization for the rapid and specific identification
of Francisella tularensis

SUMMARY

Tularemia is highly infectious and fatal zoonotic disease caused by Gram negative bacteria
Francisella tularensis. The necessity to undergo medical treatment in early phase of illness in humans
and possibility of making use of bacterial aerosol by terrorists in an attack create an urgent need to
implement a rapid and effective method which enables to identify the agent. In our study two primers
FopA F/R and hybridization probes FopA S1/S2 designed from fopA gene sequence, were tested for
their potential applicability to identify F. tularensis. In this research 50 strains of F. tularensis were used
and the test gave positive results. Reaction specificity was confirmed by using of non - Francisella
tularensis bacterial species. The results obtained in the real-time PCR reaction with primers Tul4 F/R
and hybridization probes Tul4 S1/S2, designed from fu/4 gene, were comparable to the results from
previous experiment with fopA - primers set. Investigation of fopA and tul4 primers and hybridiza-
tion probes properties revealed characteristic Tm (melting temperature) value of the products - 61°C
and 60°C, respectively. Detection sensitivity was remarkably higher when fopA primers set was used
1 fg/ul, and for tul4 primers set, minimal detectable concentration is 10 fg/ul.
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