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WPROWADZENIE

Escherichia coli jest niezmiernie roznorodnym gatunkiem pateczek jelitowych, ktory
w zaleznosci od miejsca wystgpowania, profilu patogenno$ci oraz miejsca i rodzaju
wywotywanego schorzenia, moze zosta¢ podzielony na trzy glowne grupy. Komensalne, czyli
jelitowe niepatogenne szczepy E. coli, sa cz¢écig naturalnej mikroflory jelitowej cztowieka
irzadko sa przyczyna zachorowan. Oprocz komensalnych szczepow E. coli, ogromne
znaczenie maja szczepy patogenne, ktore przyczyniaja si¢ do duzej liczby zatru
pokarmowych, schorzen urologicznych oraz wywotuja powazne choroby, niekiedy
zagrazajace zyciu, czy wrecz prowadzace do zgonu pacjenta. Patogenne szczepy E. coli
mozna podzieli¢ na dwie zasadnicze grupy — szczepy wywotujace zakazenia jelitowe (ang.
intestinal pathogenic E. coli, IPEC), bedace bezwzglednymi patogenami oraz na grupe
szczepow wywolujacych zakazenia pozajelitowe (extraintestinal pathogenic E. coli, EXPEC),
ktore sg fakultatywnymi patogenami. Patotypy roznicuje si¢ dalej w podgrupy — subpatotypy,
ktore wigzg si¢ z konkretnymi schorzeniami oraz charakteryzujg si¢ obecnoscia lub brakiem
okreslonych czynnikow patogennosci, ScisSle zwigzanych z ich patogeneza. Podzial na

patotypy i subpatotypow patogennych szczepow E. coli przedstawia Rysunek Nr 1.

ExPEC
_[ UPEC - uropatogenne E. o ] H EPEC — enteropatogenne E. coli
NMEC — szczepy E. coll ~[ ETEC — enterotoksynogenne E. coli J
——  wywolujace zapalenie opon
moézgowych u noworodkéw
SePEC — szczepy E. coli - EIEC — enteroinwazyjne E. coli
Zwigzane z sepsa
|__[APEC - patogenne szczepy E. coli ~[ DAEC - dyfuzyjno-adherencyjne E. coli

pochodzenia ptasiego
|| EAEC [EAQQEC] - enteroagregacyjne
E. coli

| | EHEC [STEC, VTEC] - enterokrwotoczne
E. coli

~[ATEC — atypowe enteropatogenne E. co.‘r]

| | AIEC — adherencyjno-inwazyjne szczepy
E. coli

STEAEC - produkujace shigatoksyne
enteroagregacyjne E. coli

Rysunek Nr 1. Podziat patogennych szczepow E. coli

Duza plastyczno$¢ genomowa szczepow z gatunku E. coli, przyczynia si¢ do
nabywania przez niektore szczepy specyficznych cech zwigzanych z patogennoscia. Efektem
jest wzrost ich zdolnosci do adaptacji i rozwoju w nowych niszach, a takze wywotywaniem
szczerszego spektrum chorob. Czynniki wirulencji sa czesto kodowane na ruchomych
elementach genetycznych, ktore moga by¢ przenoszone migdzy szczepami, przyczyniajac si¢

tym samym do stworzenia nowego profilu wirulencji. Zestawy czynnikdw patogennosci
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najbardziej sprzyjajace zakazeniom utrzymuja si¢ w puli genowej szczepdw, stajac sie

specyficznymi dla réznych patotypéw E. coli. Zestawienie wybranych, najwazniejszych

czynnikow wirulencji patogennych szczepow E. coli przedstawia Tabela Nr 1.

SUBPATOTYP PATOTYP FILOGEI‘:;EF\:IEJYF::AZNA (w DOMINUJACE SPECYFICZNE CZYNNIKI W\s:\?VI:)(:.sZV\IE:l’:‘: U
= SEROTYPY,,0” PATOGENNOSCI
Clermont et. al..) LuDzI
adhezyny fimbrialne (Pap, Sfa),
UPEC 01, 02, 04, 06, 016, O18, f:dm':l‘::yrt‘:k‘;;‘:";ﬂ(‘:":ﬁ:‘; zakazenia ukladu
022, 025, 075 Cnf2). bakteriocyny (Usp), moczowego
0 siderofory (aerobaktyna)
E BZ D zapalenie opon
NMEC > ’ inwazyny Ibes (ibeA, ibeB, ibeC) | moézgowo-rdzeniowych
L u noworodkéw
ROZNE SEROTYPY toksyny (a-Hly,Cnf1, Cnf2), .
SePEC adhezyny fimbrialne (Pap, Sfa), bslirs? (p.osocznl.ca),.
e adhezyny otoczkowe (AFA- 4 e|:|em|a, za.kazenla
h ) ogdlnoustrojowe
family), siderofory
018, 044, 086, 055, NS ME IR [EAEE Sluzowe biegunki
025,087, 0111, 0114, O12a- | (Plazmid EAF, adhezyna bipB), | o o piegunki
0127, O128ab, 0142 L Kkrwawe
LEE
06, 08, 015, 020, 025, 027, | cieptochwiejne (LT-, LT-ll) i i i .
063, 078, 080, 085, 092, | cieplostabilne toksyny (ST, ST- ;:::::k':‘ m’:j"ﬁ:‘v
0115, 0128ac, 0139, 0148, | la, ST-Ib, ST-Il), adhezyny CFAI, T
0153, 0159, 0167 CFAll, adhezyny tworzace wiazki cholSrelzecl)
028ac, 029, O112ac, 0124, blegunkl czerwenko-
0136, 0143, 0144, 0152, inwazyna (InvE)
podobne
0164
toksyna podobna do ST (EAST
toksyna), toksyna
8 A B1.D (L @i, kS hemolizynopodobna, adhezyny
& ! ’ otoczkowe (AFA-family) chroniczne biegunki u
male fimbrialne adhezyny dzieci, przewlekle
ROZNE SEROTYPY w tym: (AAF/HDA), gen aktywatora wodne biegunki
03, 015, 044, 051, O77, 078, |transkrypcji (aggR), toksyny (Pet,| doroslych w krajach
086, 091, 092, 0111, 0113, EAST1, ShET1), fimbrie stabo rozwinigtych
0123, 0141, 0146 aggregujaco-adherencyjne
(AAF), mucynaza (Pic)
. . . krwotoczne zapalenie
0157, 026, 048, 0103, 0104, | Cieplostabilna cytolizyna jelita grubego (HC),
0111, 0145 yna (VT), zespol mocznicowo —
adhezyny (Saa), hemolityczny (HUS)
- wyspa patogennosci LEE, utrata | biegunki u ludzi typowo
RCZNEISERON S plazmidu EAF w krajach rozwinietych

Tabela Nr 1. Charakterystyka wybranych patotypow i subpatotypow E. coli

Patogeneza szczepow E. coli jest wieloectapowym procesem i skladajg si¢ na nig

migdzy innymi: kolonizacja warstwy §luzowej nabtonka, unikanie mechanizmow obronnych
gospodarza, namnazanie si¢ a nastepnie uszkadzanie narzadoéw, a w konsekwencji organizmu
gospodarza. Wsrod chordb $cisle zwigzanych z patogennymi szczepami E. coli wyrdznié
mozna biegunki, ostre stany zapalne, krwotoczne zapalenie jelita grubego, infekcje uktadu
moczowego, infekcje ran chirurgicznych, posocznicg, zespdt hemolityczno-mocznicowy oraz
zapalenie opon mézgowych.

Biorac pod uwagg powszechno$¢ wystepowania E. coli oraz to, ze trwajaca caly czas
ewolucja tego mikroorganizmu doprowadzila do powstania wszechstronnego gatunku
zdolnego do kolonizacji i namnazania si¢ w wielu srodowiskach jak i mozliwosci bytowania
w nich jako komensal, istnieje ciagla konieczno$¢ monitorowania zmian zachodzacych

w obrebie tego gatunku w celach epidemiologicznych.
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Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia na prawie 4,5 miliarda przypadkow, zatrucia
pokarmowe s3a przyczyng $mierci 1,9 miliona 0s6b rocznie i pod wzglegdem $miertelnosci
zajmuja trzecie miejsce wsrdd chordb dotykajacych ludnos$¢ na calym $wiecie. Szacuje sie, ze
tylko szes¢ gatunkow bakterii, w tym Escherichia coli, powoduja koszty ekonomiczne rzedu
od 6,5 do 34,9 miliarda dolaréw rocznie, z czego od 2,9 do 6,7 miliarda dolarow zwigzane sg
z chorobami przenoszonymi poprzez skazong zywno$¢. Zakazenia szpitalne sg takze waznym
problemem klinicznym, stwarzajacym zagrozenie dla zdrowia publicznego oraz
bezpieczenstwa ludzi. Waznym jest to, iz E. coli jest jednym z najczgéciej izolowanych
patogenow w przypadku zakazen szpitalnych, w tym w przypadkach zakazen krwi, réwniez

tych pierwotnych oraz w przypadku zatru¢ pokarmowych.

CELE PROWADZONYCH BADAN

Glownym celem prowadzonych badan bylo okreslenie skutecznosci genetycznego
réznicowania kolekcji jelitowych patogennych szczepoéw E. coli (IPEC) z wykorzystaniem
testow Ng(CGG)s-PCR 1 Ng(GTG)4-PCR. Nastepnie poréwnanie wynikOw genotypowania
otrzymanych dla kolekcji uropatogennych szczepoéw E. coli (UPEC) z wynikami dotyczacymi
kolekcji IPEC. Kolejnym aspektem badan bylo zaprojektowanie testu wykorzystujacego
analiz¢ obecno$ci zidentyfikowanego elementu VNTR-COLI-175 (ang. variable numer
tandem repeats, zmienna liczba tandemowych powtorzen) i okreslenic jego efektywnosci

W réznicowaniu patogennych szczepow E. coli.

ZNACZENIE PROWADZONYCH BADAN

W aspekcie zdrowia ludzi 1 zwierzat, chorobotworcze bakterie s ciggle wyzwaniem, a co
wigcej procesy ewolucji ich wirulencji pozostaja niecatkowicie wyjasnione, nawet
w przypadku tak dobrze poznanego patogenu jak Escherichia coli. Rézne subpatotypy
powoduja rozmaite rodzaje zmian patologicznych lub/i odmienne rodzaje infekcji
dotyczacych wielu narzadow wewnetrznych czy tez zakazen ran. Taka rdéznorodno$¢ tego
gatunku to tylko jedna z wielu waznych klinicznie cech, a tym samym takze trudnos$¢ dla
diagnostow i badaczy. Dodatkowym wyzwaniem w badaniach zwigzanych z E. coli jest fakt,
iz gatunek ten nieustannie ewoluuje, przysparzajac tym samym kolejnych problemow
W zrozumieniu i opisaniu mechanizméw zwigzanych z jego patogennoscia. Jest to efekt
procesOw zwigzanych z plastycznoscia genomu E. coli. Mozemy tutaj wymienié
np. modyfikacje istniejacych juz gendw oraz mechanizmy utraty i gwattownego nabywania

dodatkowych, przynoszacych korzysci gendéw. Istnieje zatem realne zagrozenie, ze pojawia
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si¢ nowe szczepy tego gatunku, ktore beda szkodliwe dla zdrowia czlowieka. W zwigzku
z tym koniecznym staje si¢ ciagle doskonalenie i rozszerzanie arsenatu metod, ktore sprostaja

potrzebom molekularnego typowania bakteryjnych patogendw.

MATERIAL DO BADAN

Analizowane kolekcje szczepow zostaly przedstawione na Rysunku Nr 2.

Materiat do badan

| | |
2 szczepy jelitowe (sorbitolo-

dodatni i sorbitolo-ujemny)
nalezace do serogrupy O157

kolekcja 101 prébek genomowego
DNA pochodzacych od
biegunkogennych szczpéw IPEC

kolekcja 50 wirulentnych
szczepow UPEC

Rysunek Nr 2. Szczepy bakteryjne wykorzystane w toku prowadzonych badan

GLOWNA ZASTOSOWANA METODYKA BADAN

W generowaniu profili prazkowych dla badanych kolekcji szczepow E. coli
wykorzystano technike TRS-PCR, ktéra opracowana zostala w Pracowni Genetyki
Molekularnej IBM PAN w Lodzi. Wykorzystany w toku badan test oparty jest na amplifikacji
fragmentow DNA potozonych pomigdzy trojnukleotydowymi sekwencjami powtarzajacymi
si¢, wystepujacymi w genomach wielu bakterii, w tym E. coli. Wykorzystano dwa motywy
TRS — CGG i GTG. Amplifikacji ulegaja fragmenty polozone pomigdzy traktami TRS od
strony 5’ na obu niciach DNA. Jezeli motywy na obu niciach DNA znajduja si¢ dostatecznie
blisko siebie produkt amplifikacji powstanie. Jesli za§ sa zbyt daleko, amplifikacja takiego
fragmentu nie bedzie mozliwa [Rysunek Nr 3A i 3B].
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(&)

(B)

AAGTGGTGGTGTTCGTACACCACCACCTGATTAATGCACCACCACGTTGTGCAGAA: - TTACGGGCGGCACCACCACATATGA
o e e
GTGGTGGTG GTIGGTGGTG GIGGTGGTG

GTGGTGGTG
——y
TTCACCACCACAAGCATGTGGTGGTGGACTAATTACGTGGTGGTGCAACACGTCTT-++--AATGCCCGCCGTGGTGGTGTATACT

Rysunek Nr 3. Schemat reakcji TRS-PCR wykorzystujgcej obecnos¢ w genomie powtdérzen motywu CGG (A)
oraz motywu GTG (B)

Analizy in silico, okreslajagce obecno$¢ 1 budowe nowego elementu
VNTR-COLI-175 dla dostgpnych sekwencji genomow E. coli, pozwolity na opracowanie
testu roznicujgcego szczepy E. coli co do budowy tego regionu VNTR. Réznorodnosé
wariantow produktow reakcji PCR oraz r6znice w diugosci otrzymanych produktow nasungty
wazng hipoteze, ze motyw VNTR-COLI-175 jest rokujacy jako dodatkowy marker
roznicujacy do testu TRS-PCR. Mozliwe byly do otrzymania cztery wyniki amplifikacji, ktére

schematycznie przedstawiono na Rysunku Nr 4.

Amplifikacja elementu VNTR-COLI-175

brak tylko z L-U+R tylko L-D+R L-U+R oraz L-D+R

Rysunek Nr 4. Mozliwe warianty amplifikacji elementu VNTR-COLI-175 dla E. coli

OTRZMANE WYNIKI | ICH DYSKUSJA

Wszystkie analizowane szczepy E. coli zostaly scharakteryzowane co do
przynaleznosci do odpowiedniej grupy filogenetycznej, posiadanych czynnikéw wirulencji
typowych dla szczepow IPEC oraz typowych dla szczepéw UPEC. Dla kazdego z nich
wygenerowano profile prazkowe w testach Ng(CGG)s;-PCR i Ng(GTG)4-PCR oraz
przeprowadzono reakcje amplifikacji regionu VNTR-COLI-175.

Otrzymane wyniki pozwolity stwierdzi¢, Zze wsrdd badanych szczepow UPEC
dominowaty te nalezace do grupy filogenetycznej B2, natomiast w grupie szczepow IPEC

dominowaty te reprezentujace grupy filogenetyczne A i B1. Wida¢ zatem, ze wsrdd szczepow
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UPEC dominowaty izolaty z grupy filogenetycznej typowej na patotypu EXPEC, za§ wérod
szczepow IPEC typowe dla szczepdéw pochodzenia jelitowego.

Rozwazajac wyniki analizy obecnosci czynnikéw wirulencji typowych dla szczepow
jelitowych w szczepach kolekcji UPEC stwierdzono, ze 14% szczepow cechowalo si¢
obecnoscig tylko jednego czynnika wirulencji IPEC. Analiza wspolwystepowania tych
poszczeg6lnych profili wirulencji IPEC jak i UPEC pokazata, ze nie da si¢ w wyrazny sposob
potaczy¢ obecnosci badanych czynnikow wirulencji typowych dla szczepow uropatogennych
wsrod szczepow IPEC z konkretnym profilem wirulencji IPEC. Tym samym nie da si¢ jej
taczy¢ z obecnoscig lub brakiem poszczegolnych czynnikow wirulencji IPEC. Analogicznie
jest w przypadku szczepow UPEC. Porownywalng zalezno$¢ zaobserwowano w przypadku
szczepow sorbitolo-doatniego (K157+) i sorbitolo-ujemnego (K157-). Wykrycie czynnikow
wirulencji IPEC u 14% szczepéw UPEC oraz czynnikow wirulencji UPEC (z wylaczeniem
typowego dla patogennych szczepow E. coli fimG/fimH) u 7,92% szczepow IPEC, potwierdza
skfonno$¢ do nabywania r6znych czynnikow wirulencji przez patogenne szczepy E. coli.
Domniemywa¢ mozna zatem, ze szczepy z kolekcji IPEC, ktore posiadajg czynniki wirulencji
UPEC, w sprzyjajacych okolicznosciach mogg sta¢ si¢ potencjalnym czynnikiem
etiologicznym infekcji zwigzanych z uktadem moczowym.

Na podstawie testow TRS-PCR wykonano analizy podobienstw profili pragzkowych
dla tak otrzymanych amplikonow, zaréwno dla szczepow IPEC jaki 1 UPEC i IPEC facznie.
Wykonano takze, niezbedng do oszacowania uzytecznosci testow Ng(CGG)s-PCR
i Ng(GTG)4-PCR, analiz¢ ich powtarzalnosci oraz wyznaczono wspotczynniki réznicowania
(DI) badanych kolekcji szczepoéw E. coli [Tabela Nr 4]. Chcieli$my takze sprawdzi¢, czy
zachodzg zalezno$ci pomiedzy okreslonymi profilami wirulencji a profilami prazkowymi
wygenerowanymi w reakcjach TRS-PCR.

Rozwazajac rdéznicowanie szczepoOw nalezacych do kolekcji IPEC za pomoca
TRS-PCR mozna stwierdzi¢, iz testy Ng(CGG)s-PCR i Ng(GTG)s-PCR cechowaly si¢
niemalze identyczng sita dyskryminacji badanych izolatow [Tabela Nr 4]. Analizujac
struktur¢ dendrograméw, ilustrujagcych roznicowanie izolatow IPEC za pomoca
zastosowanych analiz TRS-PCR, wida¢, Zze niemozliwe jest zaobserwowanie grupowania
szczepOw zgodnie z ich przynaleznoscig subpatotypowa [Rysunek Nr 5]. Na podstawie tych
Spostrzezen stwierdzono, ze nie mozna rozdziela¢, definiowac 1 grupowac szczepow IPEC
wedlug ich przynalezno$ci subpatotypowej za pomocg testow Ng(CGG)s-PCR
I N6(GTG)s-PCR [Rysunek Nr 5]. Jednakze, wysokie wartosci wspolczynnikow roznicowania
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dla pojedynczych analiz TRS-PCR, jak i dla analizy usrednionej implikuja ich potencjalng

uzyteczno$¢ epidemiologiczna.

Tabela Nr 4. Analiza powtarzalnoéci analiz Ng(CGG)4-PCR i Ng(GTG)4-PCR (R) oraz stopnia réznicowania
badanych izolatow E. coli

Wspoélezynnik
Powtarzalnosé¢ Wspélezynnik o .
. . . réznicowania
Rodzaj analizy analizy (R) réznicowania
(DI) dla IPEC, UPEC
[96] (DI) dla IPEC .
oraz K175+ i K157-
Ng(CGG),-PCR 96,20 0,987 0,992
Ne(GTG)4-PCR 95,00 0,985 0,986
uSredniona dla
. 95,00* 0,990 0,996
Ns(CGG),-PCR i Ng(GTG),-PCR

*- przyjeta najnizsza warto$¢ powtarzalnosci (taka jak dla Ng(GTG)4-PCR)
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Rysunek Nr 5. Analiza usredniona réznicowania szczepéw IPEC dla Ng(CGG)4s-PCR i Ng(GTG)4-PCR.

Poszczegolne subpatotypy oznaczono innymi kolorami. Czerwona linia — odcigcie wynikajace z powtarzalnosci
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Aby realnie oceni¢ potencjat réznicujacy testow TRS-PCR, sprawdzono generowang
przez nie sit¢ réoznicowania dwoch réznych grup patogenéw E. coli, a mianowicie szczepow
jelitowych i uropatogennych. Réznicowanie szczepéw IPEC w zestawieniu z kolekcjag UPEC
zostato okre$lone na podstawie testow Ng(CGG)s-PCR, Ng(GTG)s-PCR. Wykonano takze
analize oparta na ich usrednieniu. Podobnie jak dla poprzednich analiz z wykorzystaniem
TRS-PCR, wyznaczone zostaly wspotczynniki roznicowania szczepow [Tabela Nr 4]. Dla
polaczonej kolekcji szczepow IPEC i UPEC wspoéfczynniki réznicowania zarowno dla testu
Ng(CGG)4-PCR jak i Ng(GTG)s-PCR osiggaly wysokie wartosci. Analizujac dendrogram
przedstawiony na Rysunku Nr 6 stwierdzono, ze zastosowane testy TRS-PCR pozwalajg na
glebokie rdéznicowanie badanych izolatow IPEC 1 UPEC. Co wigcej, taka analiza
podobienstwa wygenerowanych profili prazkowych, ukazuje wysoka efektywnos¢
réznicowania takich szczepoéw testami Ng(CGG)4-PCR i Ng(GTG)s-PCR. Na dendrogramie
przedstawiajagcym analiz¢ podobienstw otrzymanych profili prazkowych wida¢ silne
i glebokie roznicowanie poszczegdlnych izolatéw. Co wiecej, widac takze wyrazng tendencje
do odgrupowywania si¢ szczepéw pochodzenia jelitowego od szczepow uropatogennych,
ktore zgromadzilty si¢ w dwodch odrebnych klastrach [Rysunek Nr 6]. Powyzsze obserwacje
swiadcza o uzytecznosci zastosowanej metody TRS-PCR nie tylko w r6znicowaniu izolatow
per se, ale takze na rdznicowaniu ich w aspekcie bycia patogenem jelitowym lub
pozajelitowym. Powyzsze obserwacje pozwalaja na sformulowanie tezy, Ze zastosowana
metoda TRS-PCR jest uzyteczna w roznicowaniu szczepoOw pod katem tego, czy sg one
patogenami jelitowymi, czy pozajelitowymi uropatogenami, a nie tylko w miedzyszczepowej
dywersyfikacji. Nabiera to tym wickszego znaczenia, gdy wezmiemy pod uwage tak
naswietlany ostatnio przez badaczy problem, jakim jest pojawianie si¢ izolatow/wariantow
posrednich pomigdzy zdefiniowanymi juz subpatotypami, czy patotypami. Testy
N6(CGG)s-PCR i Ng(GTG)s-PCR mogtyby byé zatem uzyteczne w roznicowaniu takich
izolatdbw, pomagajac roOwniez w pewnym stopniu w okreslaniu ich pochodzenia lub

ukazywaniu podobienstwa do patogenow jelitowych lub szczepow izolowanych z moczu.
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Rysunek Nr 6. Analiza usredniona réznicowania szczepow IPEC i UPEC z wykorzystaniem reakcji Ng(CGG),-
PCR i Ng(GTG)s-PCR. Poszczegodlne subpatotypy oznaczono innymi kolorami. Czerwona linia — odcigcie
wynikajace z powtarzalnosci (R=95,00%). Rysunek w wigkszej rozdzielczosci dotagczony w matriatach
dodatkowych na koncu rozprawy.
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Dla wybranych czterdziestu sekwencji dostgpnych genoméw E. coli zostata
przeprowadzona in silico analiza obecno$ci i budowy zidentyfikowanego elementu
VNTR-COLI-175. Oszacowano rowniez uzyteczno$¢ zaplanowanych sekwencji starterowych
dla amplifikacji fragmentow zawierajagcych motywy VNTR. Starter LU w polaczeniu ze
starterem R umozliwiatl amplifikacje wybranego regionu VNTR dla wiekszosci szczepow.
Byly to szczepy o zblizonej budowie sekwencji flankujacej element VNTR-COLI-175 od jego
strony 5°. Dla kilku szczepéw o zdecydowanie odmiennej budowie sekwencji flankujacej
region VNTR od strony 5’ uzyteczny okazal si¢ zestaw starteréw LD 1 R. Ze wzgledu na
ograniczong liczbe zanalizowanych sekwencji, nie mozna wykluczy¢, 1z dla pewnych
szczepow E. coli moze nie doj$¢ do amplifikacji tego regionu w ogoble, czy to ze wzgledu na
brak elementu VNTR-COLI-175 czy tez ze wzglgdu na inng budowe sekwencji flankujacej od
strony 5° [Rysunek Nr 4].

Nastepnie na podstawie zaprojektowanego testu opartego na amplifikacji tego
elementu VNTR, okreslono jego uzyteczno$¢ w roznicowaniu badanych izolatéw IPEC
i  UPEC. Zbadano takze, czy analiza obecnosci 1 budowy elementu
VNTR-COLI-175 moze by¢ efektywnym markerem roznicujacym w testach Ng(CGG)4-PCR
i Ns(GTG)s-PCR.

Pomimo ze zastosowane testy TRS-PCR okazaly si¢ uzyteczne w miedzyszczepowym
roznicowaniu szczepow UPEC 1 IPEC, to pewna liczba izolatow pozostawala nadal
niezrdéznicowana. Byly to szczepy, ktore wedhug algorytmu Huntera 1 Gastona mozna uwazaé
za identyczne w analizie usrednionej TRS-PCR [Rysunek Nr 6]. Postanowiono wykorzysta¢
w ich wypadku potencjal dywersyfikacyjny zidentyfikowanego przez nas elementu
VNTR-COLI-175. W tym celu dla szczepéw identycznych w TRS-PCR sporzadzono
dendrogram w oparciu o usrednienie podobienstw profili pragzkowych wygenerowanych
w testach Ng(CGG)s-PCR i Ng(GTG)s-PCR z uwzglgdnieniem analizy obecnos$ci nowego
elementu VNTR [Rysunek Nr 7]. Rozwazajac dendrogram przedstawiony na Rysunku Nr 7
mozna zaobserwowaé, ze obraz profili VNTR-COLI-175 pozwolit na rozréznienie
identycznych jak dotad szczepoéw. Uwzgledniajac powyzsze obserwacje oraz zbadang
stabilno$¢ badanego elementu VNTR-COLI-175, mozna wnioskowa¢, ze jest on uzytecznym
dodatkowym markerem, ktory roznicuje identyczne w analizach TRS-PCR patogenne szczepy

E. coli.
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Rysunek Nr 7. Potencjat réznicujacy elementu VNTR-COLI-175 w odniesieniu do szczepéw IPEC i UPEC

|
=i N

identycznych wedlug algorytmu Huntera i Gastona [123] z wykorzystaniem analizy usrednionej opartej na
reakcjach Ng(CGG)4-PCR i Ng(GTG)4-PCR. Identyczne izolaty w testach TRS-PCR sg oznaczone tym samym
kolorem.

Uwzgledniajagc  stabilno$¢ otrzymywanych profili prazkowych, sile rdéznicowania
miedzyszczepowego testami Ng(CGG)s i Ng(GTG), oraz ich wysokg powtarzalno$¢ na
poziomie co najmniej 95%, mozna powiedzie¢, ze moga by¢ one stosowane jako skuteczne
narzg¢dzie molekularne roznicujace szczepy UPEC i IPEC.

Otrzymane w toku badan wyniki oraz wyciagnigte z nich wnioski przyczyniaja si¢ do
zwigkszenia naszej wiedzy o badanych izolatach IPEC i UPEC. Tym samym poszerzaja
wiedze o patogennych szczepach E. coli w aspekcie swoistych dla danych subpatotypow
czynnikéw wirulencji oraz réznicowania ich z wykorzystaniem testow TRS-PCR. WyniKi
przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej moga stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych
badan nas testami TRS-PCR, jako narzgdziami $ledzacymi ewolucyjne zaleznosci wsrod

patogennych szczepow E. coli.

Strona | 12



Autoreferat rozprawy doktorskiej

SFORMULOWANO NASTEPUJACE WNIOSKI:

1. Testy Ns(CGG)s-PCR 1 Ng(GTG)s-PCR sa wysoce efektywnymi narzedziami
molekularnymi r6znicujagcymi migdzyszczepowo jelitowe patogenne szczepy E. coli,

nie grupuja zas szczepow IPEC zgodnie z przynaleznoscig subpatotypowa.

2. Odrgbne grupowanie si¢ szczepOw pochodzenia jelitowego od szczepow
pozajelitowych wskazuje na uzytecznos¢ metody TRS-PCR w roznicowaniu E. coli
W zaleznosci od kolonizowanej niszy — czy s3 patogenem jelitowym czy

pozajelitowym uropatogenem.

3. Element VNTR-COLI-175 moze shuzy¢ jako dodatkowy marker rdznicujacy szczepy

okreslane przez algorytm Huntera i Gastona jako identyczne w analizach TRS-PCR.
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