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STRESZCZENIE

Wyniki otrzymane w toku przeprowadzonych badan i analiz pozwolity na oszacowanie
uzytecznos$ci testbw TRS-PCR z wykorzystaniem starterow Ng(CGG)s 1 Ng(GTG)s
w roznicowaniu szczepéw E. coli. Przeanalizowano dwa patotypy — IPEC oraz EXPEC.
Patotyp EXPEC reprezentowany byl przez pieédziesiat szczepéw nalezacych do podgrupy
UPEC. Szczepy IPEC reprezentowane byly przez sto jeden genomowych DNA nalezacych
do siedmiu subpatotypéw oraz dwa izolaty — sorbitolo-dodatni K157+ i sorbitolo-ujemny
K157- pochodzace z innego zréodla. W grupie szczepow IPEC bylo dziewigé szczepow
nalezagcych do subpatotypu ATEC, dwadziescia dwa izolaty subpatotypu EAEC, piec
izolatow EIEC, pigtnascie EPEC, osiemnascie ETEC, dziesie¢ LEEneg.-STEC, dwadziescia
dwa LEEpos.-STEC. Wszystkie szczepy zostaly scharakteryzowane pod katem ich
przynaleznosci do grupy filogenetycznej oraz posiadanych czynnikéw wirulencji zaro6wno
typowych dla subpatotypu UPEC jak i tych typowych dla patotypu IPEC zgodnie
Z protokotami opisanymi w sekcjach 3.2.4., 3.2.5. 13.2.6.. Dla szczepdw, ktore nie posiadaty
okreslonego antygenu somatycznego O, zostal on oznaczony [sekcja 3.2.3.]. Dla wszystkich
izolatow wygenerowano swoiste profile prazkowe z wykorzystaniem metody TRS-PCR
wedlug protokotdow opisanych w sekcji 3.2.7.. Na tej podstawie wykonano analizy
podobienstw profili prazkowych dla tak otrzymanych amplikondéw, zarowno dla szczepoéw
IPEC jaki i UPEC i IPEC tacznie. Wykonano takze, niezb¢dng do oszacowania uzytecznosci
testow Ng(CGG)4-PCR | Ng(GTG)4-PCR, analize ich powtarzalnosSci oraz wyznaczono
wspotczynniki réznicowania (DI) badanych kolekcji szczepow E. coli.

Dla wybranych czterdziestu sekwencji dost¢pnych genoméw E. coli zostata
przeprowadzona in silico analiza obecno$ci i budowy zidentyfikowanego w tej pracy
elementu VNTR-COLI-175. Nastepnie na podstawie zaprojektowanego testu opartego na
amplifikacji tego elementu VNTR, okre$lono jego uzyteczno$¢ w roznicowaniu badanych
izolatow IPEC 1 UPEC. Zbadano takze, czy analiza obecnos$ci i budowy elementu
VNTR-COLI-175 moze by¢ efektywnym markerem réznicujacym w testach Ng(CGG)4-PCR
i Ns(GTG)s-PCR.

Otrzymane wyniki pozwolity stwierdzi¢, ze ws$réd badanych szczepéw UPEC
dominowaty te nalezace do grupy filogenetycznej B2, natomiast w grupie szczepow IPEC
dominowaty te reprezentujace grupy filogenetyczne A i B1. Wida¢ zatem, Zze wsérdd szczepow
UPEC dominowaty izolaty z grupy filogenetycznej typowej na patotypu EXPEC, za$§ wsrod

szczepow IPEC typowe dla szczepdéw pochodzenia jelitowego.
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Reasumujac wyniki dotyczace obecnosci czynnikéw wirulencji wsérdéd szczepow UPEC
mozna zauwazy¢, ze az 76% tej kolekcji szczepow cechuje si¢ obecno$cig co najmniej
czterech czynnikow wirulencji typowych dla UPEC oraz 14% posiada jakikolwiek czynnik
wirulencji typowy dla szczepoéw IPEC. W  przypadku kolekcji izolatéw IPEC,
charakterystyka zwigzana z obecnoscig czynnikow wirulencji UPEC pokazata, ze 13,86%
szczepOw posiadato chociaz jeden taki czynnik - z wylaczeniem obecnosci czynnika
fimG/fimH, powszechnie wystepujacego u patogennych szczepow E. coli. Obserwacja ta jest
potwierdzeniem problemu jednoznacznego klasyfikowania 1 rozrdzniania izolatéw tego
gatunku w oparciu o brak lub obecno$¢ danego czynnika czy grupy czynnikdéw wirulencji.
Wygenerowane profile prazkowe za pomoca testow Ng(CGG)s i Ng(GTG)s pozwolilty na
oszacowanie ich uzytecznosci w roznicowaniu konkretnych subpatotypéw E. coli oraz
sprawdzenie czy zachodzg zaleznosci pomiedzy otrzymanym profilem prazkowym a danym
profilem wirulencji. Oba zastosowane testy TRS-PCR cechowaly si¢ niemalze identyczng sita
réznicowania badanych izolatow. Stwierdzono, Ze nie mozna rozdziela¢, definiowaé lub
grupowac szczepow IPEC wedlug ich przynaleznosci subpatotypowej, jednakze wysokie
warto$ci wspotczynnikéw roznicowania (DI) dla analiz Ng(CGG)s, Ng(GTG)4 i ich analizy
usrednionej wskazuja na wysoka uzytecznos¢ tych testow. W przypadku szczepdéw IPEC nie
zaobserwowano  wiekszych analogii pomiedzy posiadanym profilem wirulencji
awygenerowanymi  w reakcjach TRS-PCR profilami prazkowymi. Podsumowujac
skutecznos$¢ analiz TRS-PCR dla poszczegdlnych subpatotypow IPEC mozna powiedzie¢, ze
pozwalaja one na glebokie ro6znicowanie miedzyszczepowe. Gdy rdznicowanie
Z wykorzystaniem jednego ze starterow nie bylo wystarczajace, drugi zazwyczaj zwigkszat
potencjat dyskryminacyjny testu.
Analiza u$redniona bazujaca na testach Ng(CGG)s, Ng(GTG)s, dla izolatéw UPEC i IPEC
pozwolita na wymierng ocen¢ ich potencjalu roznicujacego. Wyznaczona wartos¢
wspotczynnika roznicowania DI byla najwyzsza (DI=0,996), co wskazuje na efektywno$¢
réznicowania takich szczepow zastosowanymi testami TRS-PCR. Co wiecej, grupowanie si¢
szczepow UPEC 1 IPEC we wspdlnej analizie TRS-PCR obrazuje generalng tendencje do
odseparowywania si¢ szczepow pozajelitowych od typowych patogenow jelitowych.
Sformulowano zatem wniosek, Ze zastosowana metoda TRS-PCR jest takze uzyteczna
W réznicowaniu szczepéw W zalezno$ci od niszy, jaka kolonizuja, bedac patogenem
jelitowym lub patogenem uktadu moczowego.

Pomimo silnego réznicowania migdzyszczepowego testami Ng(CGG)s 1| Ng(GTG)4, pewna

liczba izolatow UPEC i IPEC pozostawala niezroznicowana. Niektore z tych szczepow, ktore
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wedlug algorytmu Huntera i Gastona uwazane sg w analizie usrednionej TRS-PCR za
identyczne, zrdznicowane zostaly na podstawie obecnosci 1 budowy elementu
VNTR-COLI-175. Stabilno$¢ tego elementu VNTR oraz powyzsza obserwacja pozwala
stwierdzi¢, ze jest on uzyteczny jako dodatkowy marker roznicujacy w testach TRS-PCR.
Uwzgledniajac  stabilno$¢ otrzymywanych profili prazkowych, sile réznicowania
miedzyszczepowego testami Ng(CGG)s i Ng(GTG)s oraz ich wysokg powtarzalno$¢ na
poziomie co najmniej 95%, mozna powiedzie¢, ze moga by¢ one stosowane jako skuteczne
narzgdzie molekularne r6znicujace szczepy UPEC 1 IPEC.
Otrzymane w toku badan wyniki oraz wyciagnigte z nich wnioski przyczyniaja si¢ do
zwigkszenia nasze] wiedzy o badanych izolatach IPEC 1 UPEC. Tym samym poszerzaja
wiedze o patogennych szczepach E. coli w aspekcie swoistych dla danych subpatotypow
czynnikow 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 narzedziami $ledzagcymi ewolucyjne zaleznos$ci wsrdd

patogennych szczepow E. coli.
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