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WPROWADZENIE 

Epidemiologia molekularna stanowi naukę zajmującą się badaniem chorób zakaźnych 

w odniesieniu do wybranych cech genetycznych drobnoustroju, który powoduje zakażenia 

u gospodarza. Molekularne badania epidemiologiczne pomagają zrozumieć mechanizmy 

oddziaływania między gospodarzem i patogenem, a także określić czynniki wirulencji, 

pokrewieństwo filogenetyczne i szlaki transmisji drobnoustrojów patogennych. Wśród bakterii 

Gram-ujemnych, istotne zagrożenie stanowią pałeczki z rodziny Enterobacteriaceae, w tym 

pałeczki Escherichia coli oraz wielolekooporne szczepy Pseudomonas aeruginosa. Wśród 

metod typowania drobnoustrojów, znajdujących zastosowanie w diagnostyce 

mikrobiologicznej, wyróżnić można metody oparte na analizie cech fenotypowych oraz 

materiału genetycznego mikroorganizmów. Metody genotypowe znalazły zastosowanie 

w diagnostyce mikrobiologicznej oraz badaniach epidemiologicznych. Zastąpienie metod 

fenotypowych metodami molekularnymi, m.in. opartymi na reakcji PCR, do charakteryzowania 

izolatów klinicznych, pozwoliło na skrócenie czasu wykonywania analiz, często również na 

zmniejszenie ich kosztów i pracochłonności. Pozwoliło to także na badanie mikroorganizmów, 

których hodowla laboratoryjna jest utrudniona lub niemożliwa. 

ZAŁOŻENIA I CEL PRACY 

1. Ulepszenie metodyki różnicowania patogennych szczepów Pseudomonas aeruginosa 

i Escherichia coli techniką TRS-PCR. 

2. Porównanie nowej metodyki TRS-PCR z metodą VNTR-MLVA dla szczepów 

Pseudomonas aeruginosa oraz z metodą MLST dla szczepów Escherichia coli. 

ZNACZENIE PROWADZONYCH BADAŃ 

Patogenne szczepy P. aeruginosa i E. coli mogą wywoływać zakażenia prowadzące do 

przedłużonego leczenia, jak również do zgonów, zwłaszcza u pacjentów hospitalizowanych. 

Istotne jest zatem poznanie źródeł zakażeń oraz szlaków rozprzestrzeniania się infekcji, a także 

monitorowanie różnorodności szczepów, zarówno u pacjentów, jak i w środowisku. 

Diagnostyka medyczna w zakażeniach mikrobiologicznych ma na celu wykrycie czynnika 

wywołującego chorobę zakaźną, bądź będącego przyczyną bezobjawowego nosicielstwa, co 

jest istotne w zapobieganiu szerzenia się zakażeń. W przypadku zakażeń bakteryjnych istotnym 

celem badania mikrobiologicznego jest także ustalenie wrażliwości patogenu na leki 

przeciwdrobnoustrojowe, ponieważ niewłaściwa kwalifikacja mikrobiologiczna może 

w konsekwencji prowadzić do podjęcia niewłaściwego leczenia. Natomiast w badaniach 
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epidemiologicznych istotne jest również określanie pokrewieństwa genetycznego w obrębie 

gatunku i różnicowania wewnątrzgatunkowego, gdzie zastosowanie znalazły metody 

molekularne. Istnieje potrzeba poszukiwania metod molekularnych charakteryzujących się 

niskim kosztem, łatwością w przeprowadzeniu doświadczeń i wysoką powtarzalnością 

wyników, pozwalających na dokładną identyfikację drobnoustrojów na poziomie szczepu. 

Duża zmienność szczepów bakteryjnych odgrywa ważną rolę w rozprzestrzenianiu się 

organizmów opornych na antybiotyki, zdolnych do powodowania zakażeń trudnych do 

wyleczenia, co łączy się z wysoką zachorowalnością i śmiertelnością. Dlatego też istotne jest 

wprowadzanie ulepszeń do metod już istniejących i proponowanie nowych rozwiązań dla 

dochodzeń epidemiologicznych. 

MATERIAŁ DO BADAŃ 

Jako materiał biologiczny w prowadzonych badaniach wykorzystano kolekcje 

patogennych szczepów klinicznych Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa. 

Szczepy kliniczne E. coli 

W pracy wykorzystano 124 szczepy kliniczne UPEC wyizolowane w latach 2005-2006 

z moczu pacjentów Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego Nr 2 im. Wojskowej Akademii 

Medycznej w Łodzi. Dodatkowo, w typowaniu molekularnym metodą MLST uwzględniono 

8 szczepów klinicznych STEC, posiadających wyspę patogenności LEE, otrzymanych z Center 

for Molecular Biology of Inflammation – ZMBE, Institute of Infectiology, Münster 

w Niemczech w latach 2011-2012. 

Szczepy kliniczne P. aeruginosa 

Sześćdziesiąt trzy izolaty P. aeruginosa pozyskano w latach 2012-2019 od ośmiu 

pacjentów z Instytutu Gruźlicy i Chorób Płuc w Warszawie. Wszystkie szczepy kliniczne 

pochodziły od dorosłych pacjentów (≥ 18 lat) z mukowiscydozą i były pobierane w szpitalu 

podczas kolejnych infekcji.  

GŁÓWNE METODY BADAWCZE 

Trinucleotide Repeat Sequences-based PCR, TRS-PCR 

Metoda TRS-PCR opiera się na obecności w genomach bakterii rozproszonych, 

powtarzających się, mikrosatelitarnych, trójnukleotydowych sekwencji różniących się liczbą 

kopii i rozmieszczeniem w genomach. W metodzie TRS-PCR wykorzystuje się pojedyncze 
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startery określonego typu, np. N6(CTG)4, które są komplementarne do odpowiednich regionów 

w badanym genomie. Startery te umożliwiają amplifikację fragmentów DNA położonych 

pomiędzy trójnukleotydowymi sekwencjami od końca 5’ na obu niciach DNA. Powstałe 

podczas amplifikacji fragmenty DNA są rozdzielane elektroforetycznie, a uzyskany układ 

prążków DNA na żelu jest charakterystyczny dla różnych szczepów bakterii. Metoda TRS-PCR 

należy do metod określanych jako PCR fingerprinting, których zasada różnicowania polega na 

powielaniu polimorficznych regionów DNA metodą PCR.  

Multi-Locus Sequence Typing, MLST 

Metoda MLST polega na sekwencjonowaniu sześciu bądź siedmiu genów niezbędnych 

do utrzymania metabolizmu komórkowego (tzw. geny „housekeeping”, które uważane są za 

reprezentatywne dla całego genomu), a następnie identyfikacji szczepów mikroorganizmów na 

podstawie różnic w sekwencjach tych genów. Zazwyczaj sekwencjonowaniu podlegają 

określone dla danego mikroorganizmu regiony o długości 450 – 500 pz. W celu 

przeprowadzenia analiz wykorzystywane są globalne bazy danych sekwencji i typów 

sekwencyjnych (ang. sequence type, ST).  

Multi Locus Variable-Number Tandem Repeat (VNTR) Analysis (MLVA) 

Metoda MLVA jest techniką molekularną typowania mikroorganizmów w oparciu 

o obecność w genomach bakteryjnych regionów DNA o zmiennej liczbie powtórzeń 

tandemowych (ang Variable Number Tandem Repeats, VNTR). Sekwencje VNTR stanowią 

powtarzające się sekwencje nukleotydowe, których liczba w danym regionie VNTR jest 

indywidualną cechą mikroorganizmu. Analiza MLVA wykorzystuje PCR do amplifikacji 

fragmentów VNTR, zawierających powtórzenia tandemowe obecne w chromosomie 

bakteryjnym. Długość amplifikowanego produktu określa się za pomocą elektroforezy żelowej 

lub elektroforezy kapilarnej o wysokiej rozdzielczości i stanowi podstawę do wyznaczenia 

liczby powtórzeń tandemowych dla badanych alleli. Polimorfizmy w sekwencjach genów 

skutkują zmienną liczbą powtórzeń tandemowych, co stanowi podstawę porównań między 

szczepami. Zestawy alleli, z kilku powtarzających się regionów, wykorzystuje się do 

identyfikacji nowych grup klonalnych, lub już istniejących, umieszczonych w publicznych 

bazach danych. 
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WYNIKI I DYSKUSJA 

Celem niniejszej rozprawy było ulepszenie metodyki różnicowania patogennych szczepów 

P. aeruginosa i E. coli z wykorzystaniem techniki TRS-PCR, oraz porównanie nowej metodyki 

TRS-PCR z metodą MLST dla szczepów E. coli oraz z metodą VNTR-MLVA dla szczepów P. 

aeruginosa. 

W pierwszej kolejności przeprowadzono badania, które pozwoliły na opracowanie 

i oszacowanie użyteczności dodatkowego, do już stosowanych [1,2], testu TRS-PCR 

z wykorzystaniem startera N6(CAC)4 w różnicowaniu uropatogennych szczepów E. coli. 

Biorąc pod uwagę wysoką powtarzalność tej metody, identyczną, jak dla testu GTG-PCR, 

jednakże mniejszą niż dla CGG-PCR, metoda CAC-PCR pozwoliła pogrupować 124 badane 

szczepy UPEC w 52 unikalne klastry.  

Przeprowadzona dla izolatów UPEC uśredniona analiza profili prążkowych w oparciu 

o trzy testy TRS-PCR, pozwoliła na ocenę ich potencjału różnicującego. Biorąc pod uwagę 

wyznaczoną wysoką wartość współczynnika powtarzalności wynoszącą 95 %, otrzymano 

111 unikalnych szczepów spośród 124 badanych izolatów UPEC. Wskazuje to na wysoką 

efektywność różnicowania szczepów UPEC z zastosowaniem uśrednionej analizy profili 

prążkowych w oparciu o wyżej wymienione testy TRS-PCR.  

Metodykę analiz profili prążkowych TRS-PCR ulepszono, wprowadzając numeryczną 

klasyfikację dla identycznych profili, uzyskiwanych w poszczególnych testach TRS-PCR. Za 

identyczne uznano profile, o podobieństwie powyżej obliczonej wartości powtarzalności. 

(Rysunek Nr 1). 

 

 

Rysunek Nr 1. Schemat przedstawiający przypisanie klas numerycznych, na przykładzie  

CAC-PCR (każdemu unikalnemu profilowi przypisano numer klasy — dla zaprezentowanych 

14 szczepów przypisano 10 klas CAC); opracowano na podstawie Majchrzak M. i wsp., 2019 

[3].  

 

Podobieństwo [%] Szczep 
E. coli 

Klasy CAC-PCR 
  Szczep          Klasy 
  E. coli      CAC-PCR 

CAC-PCR 
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Nowa metoda TRS-PCR została zastosowana do różnicowania kolekcji uropatogennych 

szczepów klinicznych E. coli, w wyniku której otrzymano 52 klasy CAC-PCR, 86 klasy  

GTG-PCR i 99 klas CGG-PCR. Spośród powyższych technik, opracowana w tej pracy metoda 

CAC-PCR cechowała się najmniejszą zdolnością do różnicowania genetycznego badanych 

szczepów. Następnie, każdy izolat E. coli posiadający unikalny profil numeryczny 

poszczególnych klas TRS-PCR (CAC-, GTG- i CGG-PCR), został przyporządkowany do 

osobnej grupy TRS-PCR. Takie podejście do interpretacji wyników pozwoliło na 

zróżnicowanie 121 unikalnych szczepów, różniących się co najmniej w jednej klasie, spośród 

124 badanych izolatów E. coli. Ulepszona metodyka TRS-PCR posiada zatem większą 

zdolność różnicowania szczepów niż uśredniona analiza porównania profili prążkowych 

z trzech testów TRS-PCR, na co wskazują obliczone wartości współczynników różnicowania 

DI [4] (Tabela Nr 1). 

 

Tabela Nr 1. Porównanie wartości współczynników różnicowania (DI) metod 

wykorzystywanych w typowaniu kolekcji szczepów UPEC. 

Gatunek bakterii Escherichia coli 

Zastosowana 

metoda 

CAC-

PCR 

GTG-

PCR 

CGG-

PCR 

Uśredniona analiza 

porównania podobieństwa 

profili prążkowych TRS-PCR 

Numeryczny 

system 

klasyfikacji 

TRS-PCR 

Indeks 

różnicowania (DI) 
0,9462 0,989 0,9946 0,9979 0,9996 

 

Przeprowadzona następnie analiza porównawcza dla kilku wybranych szczepów UPEC 

i STEC, przy użyciu dwóch różnych technik typowania molekularnego: w oparciu o metodę 

numerycznego systemu nadawania klas i grup TRS-PCR, oraz metodę MLST [5], dostarczyła 

wyników różnicujących szczepy E. coli w sposób podobny do tych, uzyskanych w wyniku 

analizy MLST. Uzyskane wyniki sugerują, że metoda TRS-PCR pozwala na różnicowanie 

szczepów, które są identyczne, zgodnie z metodą MLST, tzn. wykazały zróżnicowanie 

niektórych szczepów o identycznych profilach ST.  

W niniejszej pracy po raz pierwszy sprawdzono użyteczność metodyki porównywania 

profili prążkowych CGG- i GTC-PCR do określania genetycznego zróżnicowania patogennej 

kolekcji klinicznych szczepów P. aeruginosa, wyizolowanych od pacjentów z mukowiscydozą 

[6]. Wyznaczone wartości współczynników powtarzalności przeprowadzonych analiz dla obu 

testów TRS-PCR były na bardzo wysokim i zbliżonym poziomie, jednak test CGG-PCR 

wykazał większy potencjał różnicujący, niż GTC-PCR. Następnie przeprowadzono uśrednioną 

analizę podobieństwa otrzymanych profili prążkowych dla obu testów TRS-PCR, która 
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pozwoliła na przyporządkowanie 63 badanych szczepów P. aeruginosa do 26 klastrów. 

W kolejnym etapie, badanym szczepom przypisano numery klas CGG- i GTC-PCR, a szczepy 

P. aeruginosa o wzorach profili prążkowych o podobieństwie powyżej wartości powtarzalności 

dla obu testów CGG- i GTC-PCR, traktowano jako identyczne. Na podstawie nadanego profilu 

dla poszczególnych klas TRS-PCR, badane szczepy zakwalifikowano do 40 grup TRS-PCR, 

różniących się przynajmniej w jednej klasie TRS-PCR. W ten sposób wyodrębniono 25 

pojedynczych grup TRS-PCR oraz 15 kompleksów, do których przyporządkowano dwa, bądź 

więcej izolatów P. aeruginosa. 

W dalszej części pracy doktorskiej, wyniki różnicowania badanej kolekcji szczepów 

P. aeruginosa z wykorzystaniem systemu numerycznego TRS-PCR, porównano z wynikami 

analizy VNTR-MLVA [7]. Określono 26 grup MLVA dla 63 izolatów P. aeruginosa, 

posiadających unikalny profil VNTR. Na podstawie grup MLVA zostały nadane numery 

szczepów, bądź ich wariantów dla poszczególnych pacjentów. Analizę tę poszerzono, biorąc 

dodatkowo pod uwagę określone wartości numeryczne grup TRS-PCR. Pozwoliło to na dalsze 

zróżnicowanie kolekcji szczepów P. aeruginosa. Porównując powyższe metody, przypisanie 

numerycznych klas i grup TRS-PCR silniej różnicuje izolaty kliniczne w porównaniu do 

VNTR-MLVA, na co wskazują również obliczone wartości współczynnika Wallace'a [8], oraz 

wartości współczynników różnicowania DI (Tabela Nr 2). 

Tabela Nr 2. Porównanie wartości współczynników różnicowania (DI) metod 

wykorzystywanych w typowaniu kolekcji szczepów P. aeruginosa. 

Gatunek 

bakterii 
Pseudomonas aeruginosa 

Zastosowana 

metoda 

CGG-

PCR 

GTC-

PCR 

Uśredniona 

analiza 

porównania 

podobieństwa 

profili 

prążkowych 

TRS-PCR 

Numeryczny 

system 

klasyfikacji 

TRS-PCR 

MLVA 

MLVA+numeryczny 

system klasyfikacji 

TRS-PCR 

Indeks 

różnicowania 

(DI) 

0,9611 0,7967 0,9544 0,9831 0,9478 0,9867 
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WNIOSKI:  

1. Różnicowanie klinicznych szczepów Escherichia coli w oparciu o numeryczny system 

nadawania klas i grup TRS-PCR wykazuje większą zdolność różnicowania izolatów niż 

klasyczna analiza podobieństwa profili prążkowych.  

2. Wstępna analiza szczepów Escherichia coli z wykorzystaniem uzupełniających się 

badań: MLST i numerycznego sytemu klasyfikacji TRS-PCR, wydaje się być skuteczną i silnie 

różnicującą metodą, która może być stosowana do typowania molekularnego tych bakterii. 

3. Różnicowanie klinicznych szczepów Pseudomonas aeruginosa w oparciu 

o numeryczny system nadawania klas i grup TRS-PCR wykazuje większą zdolność 

różnicowania izolatów, niż klasyczna analiza podobieństwa profili prążkowych. 

4. Numeryczny system klasyfikacji TRS-PCR wykazuje większą siłę różnicowania niż 

metoda VNTR-MLVA w analizie szczepów Pseudomonas aeruginosa i pozwala na 

rozróżnienie izolatów identycznych w schemacie VNTR-MLVA. 

5. Analiza szczepów Pseudomonas aeruginosa z wykorzystaniem uzupełniających się 

badań: VNTR-MLVA i numerycznego sytemu klasyfikacji TRS-PCR, stanowi skuteczną 

i silnie różnicującą metodę, która może być z powodzeniem stosowana do typowania 

molekularnego tych bakterii. 
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