2. Streszczenie

Epidemiologia molekularna stanowi nauke zajmujaca si¢ badaniem chordb zakaznych
w odniesieniu do wybranych cech genetycznych drobnoustroju, ktory powoduje zakazenia
u gospodarza. Molekularne badania epidemiologiczne pomagaja zrozumie¢ mechanizmy
oddziatywania miedzy gospodarzem i patogenem, a takze okresli¢ czynniki wirulencji,
pokrewienstwo filogenetyczne i szlaki transmisji drobnoustrojow patogennych. Wsrdd
bakterii ~Gram-ujemnych, istotne zagrozenie stanowig paleczki z  rodziny
Enterobacteriaceae, w tym pateczki Escherichia coli oraz wielolekooporne szczepy
Pseudomonas aeruginosa. Ws$rod metod typowania drobnoustrojow, znajdujacych
zastosowanie w diagnostyce mikrobiologicznej, wyrdzni¢ mozna metody oparte na analizie
cech fenotypowych oraz materiatu genetycznego mikroorganizméw. Metody genotypowe
znalazly = zastosowanie = w  diagnostyce = mikrobiologicznej oraz  badaniach
epidemiologicznych - w wykrywaniu, identyfikacji 1irdznicowaniu drobnoustrojow.
Zastgpienie metod fenotypowych metodami molekularnymi, m.in. opartymi na reakcji
fancuchowej polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR), do charakteryzowania
izolatow klinicznych, pozwolilo na skrocenie czasu wykonywania analiz, czgsto rowniez
na zmniejszenie ich kosztéw 1 pracochlonnosci. Pozwolito to takze na badanie
mikroorganizmoéw, ktdérych hodowla laboratoryjna jest utrudniona lub niemozliwa.

Glownym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto ulepszenie metodyki
genetycznego réznicowania patogennych szczepow Escherichia coli 1 Pseudomonas
aeruginosa technika TRS-PCR. Niniejsza praca jest kontynuacja badan nad opracowana
w Pracowni Genetyki Molekularnej metoda molekularng TRS-PCR, wykorzystywana do
roznicowania szczepoOw Kklinicznych, w oparciu o analiz¢ podobienstwa profili
prazkowych. Metode interpretacji profili prazkowych TRS-PCR udoskonalono,
wprowadzajac  system numeryczny, w ktorym takiemu samemu profilowi
przyporzadkowano warto$¢ liczbowa. Pozwala to na latwiejsza analiz¢ profili
molekularnych uzyskiwanych dla badanych szczepow oraz mozliwo$¢ poroéwnywania
wynikow otrzymywanych w réznych laboratoriach. W celu okres$lenia sity réoznicowania
nowej metodyki TRS-PCR, otrzymane wyniki poréwnano z wynikami uzyskanymi
z analiz MLST (w przypadku kolekcji E. coli) 1 MLVA (dla szczepow P. aeruginosa).

W pierwszej kolejnosci przeprowadzono badania, ktére pozwolilty na opracowanie
1 oszacowanie uzytecznosci testu TRS-PCR z wykorzystaniem startera Ng(CAC)4

w roznicowaniu uropatogennych szczepow E. coli. Bioragc pod uwage wysoka
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powtarzalno$¢ tej metody, identyczna, jak dla testu GTG-PCR, jednakze mniejszg niz dla
CGG-PCR, metoda CAC-PCR pozwolita pogrupowaé¢ 124 badane szczepy UPEC
w 52 unikalne klastry.

Przeprowadzona nastgpnie dla izolatow UPEC u$redniona analiza profili prazkowych
w oparciu o trzy testy TRS-PCR, pozwolita na oceng ich potencjatu roznicujacego. Biorgc
pod uwage wyznaczong wysoka wartos¢ wspotczynnika powtarzalno$ci wynoszaca 95 %,
otrzymano 111 unikalnych szczepow sposrod 124 badanych izolatow UPEC. Wskazuje to
na wysoka efektywno$¢ rdéznicowania szczepéw UPEC z zastosowaniem usrednionej
analizy profili prazkowych w oparciu o wyzej wymienione testy TRS-PCR.

Metodyke analiz profili prazkowych TRS-PCR ulepszono, wprowadzajac numeryczng
klasyfikacje¢ dla identycznych profili, uzyskiwanych w poszczegolnych testach TRS-PCR
do réznicowania kolekcji uropatogennych szczepdw klinicznych E. coli. Za identyczne
uznano profile, o podobienstwie powyzej obliczonej warto$ci powtarzalnosci. W wyniku
poréwnania sity réznicowania metody CAC-PCR z przeprowadzonymi uprzednio
w Pracowni badaniami molekularnymi dla badanej kolekcji szczepéw UPEC w oparciu
o metody CGG-, 1 GTG-PCR, otrzymano 52 klasy CAC-PCR, 86 klas GTG-PCR 1 99 klas
CGG-PCR. Nastepnie, kazdy izolat E. coli posiadajacy unikalny profil poszczegdlnych
klas TRS-PCR (CAC-, GTG- i CGG-PCR), zostat przyporzadkowany do osobnej grupy
TRS-PCR. Takie podejsciec do interpretacji wynikow profilowania pozwolito na
zréznicowanie 121 unikalnych izolatéw, rdznigcych si¢ co najmniej w jednej klasie TRS,
sposrod 124 uropatogennych szczepdw E. coli dostepnych w kolekcji Pracowni Genetyki
Molekularnej IBM  PAN. Roéznicowanie klinicznych szczepéw UPEC  w oparciu
o numeryczny system nadawania klas TRS-PCR wykazuje wiec wigkszg zdolnosé
réznicowania izolatéw niz klasyczna, usredniona analiza profili prazkowych.

W kolejnej czgsci niniejszej pracy przeprowadzono analize poréwnawcza, dla kilku
wybranych szczepow UPEC i1 STEC, przy uzyciu dwoch réznych technik typowania
molekularnego: w oparciu o metod¢ numerycznego systemu nadawania klas TRS-PCR
oraz metod¢ MLST, w oparciu o schemat zaproponowany przez Wirth T. 1 wsp. Analiza
TRS-PCR dostarczyta wynikow réznicujgcych wybrane szczepy E. coli w sposob podobny
do tych, uzyskanych w wyniku analizy MLST. Uzyskane wyniki sugeruja jednak, ze
metoda TRS-PCR pozwala na zroznicowanie szczepoéw o identycznych profilach
sekwencyjnych ST.

W niniejszej pracy po raz pierwszy sprawdzono uzytecznos¢ metodyki porownywania

profili prazkowych CGG- 1 GTC-PCR do okre$lania genetycznego zrdznicowania
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patogennej kolekcji klinicznych szczepdéw P. aeruginosa wyizolowanych od pacjentow
z mukowiscydozg. Wyznaczone wartos$ci wspotczynnikdw powtarzalnos$ci
przeprowadzonych analiz dla obu testow CGG- i GTC-PCR byly na bardzo wysokim
1 zblizonym poziomie (odpowiednio, 93,3 %, 1 95,3 %), co oznacza, ze analizy TRS-PCR
dla kolekcji szczepdw P. aeruginosa moga mie¢ wysoki potencjat roznicujacy. Sposrod
badanych 63 izolatéw P. aeruginosa, dzigki réznicowaniu CGG-PCR, sklasyfikowano
27 unikalnych szczepdw, natomiast réznicowanie GTC-PCR pozwolito na identyfikacje
jedynie 10 unikalnych izolatéw. Pozwala to stwierdzié¢, ze test CGG-PCR majg wigkszy
potencjat rdéznicujacy, niz metoda GTC-PCR. Nastepnie przeprowadzono usredniong
analize podobienstwa otrzymanych profili prazkowych dla obu testow TRS-PCR, ktora
pozwolita na przyporzadkowanie 63 badanych szczepow P. aerugunosa do 26 klastrow.

Nastepnie, badanym szczepom przypisano numery klas CGG- i1 GTC-PCR. Szczepy
P. aeruginosa o wzorach profili prazkowych o podobienstwie powyzej wartosci
powtarzalno$ci dla obu testow CGG- 1 GTC-PCR, traktowano jako identyczne. Na
podstawie nadanego profilu dla poszczegdlnych klas TRS-PCR, badane szczepy
przypisano do 40 grup TRS-PCR, rdéznigcych si¢ przynajmniej w jednej klasie TRS-PCR.
W ten sposob wyodrebniono 25 pojedynczych grup TRS-PCR oraz 15 kompleksow, do
ktorych przyporzadkowano co najmniej dwa badz wigcej izolatow P. aeruginosa.

W dalszej czgsci pracy doktorskiej, wyniki réznicowania badanej kolekcji szczepow
P. aeruginosa z wykorzystaniem systemu numerycznego TRS-PCR, poréwnano
z wynikami analizy VNTR-MLVA, uzyskanych dla tych szczepéw. Okreslono 26 grup
MLVA dla 63 izolatow P. aeruginosa, posiadajacych unikalny numeryczny profil
alleliczny, odpowiadajacy liczbie powtorzen kopii sekwencji VNTR. Porownujac
powyzsze metody, przypisanie numerycznych klas i grup TRS-PCR silniej réznicuje
izolaty kliniczne w poréwnaniu do VNTR-MLVA, na co wskazujg rowniez obliczone
warto$ci wspolczynnika Wallace'a. Na podstawie grup MLVA zostaly nadane numery
szczepOw, badZz ich wariantow, dla poszczegodlnych pacjentdw. Analiz¢ t¢ poszerzono,
biorgc dodatkowo pod uwage okreslone wartosci numeryczne grup TRS-PCR. Pozwolito
to na dalsze zr6znicowanie kolekcji szczepow P. aeruginosa.

Nowa metoda analiz profili TRS-PCR jest wysoce uzyteczna w rdznicowaniu
szczepodw klinicznych E. coli 1 P. aeruginosa, oraz wykazuje wicksza zdolnos¢
réznicowania izolatow niz klasyczna, usredniona analiza profili prazkowych. Za pomoca
zastosowane] metody numerycznej wykazano mozliwo§¢ wykrycia nawet niewielkich

roznic genetycznych pomigdzy szczepami bakterii.
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Wyniki uzyskanych badan sugeruja, ze zard6wno MLST, jak i TRS-PCR sa
skutecznymi metodami do genotypowania klinicznych szczepéw E. coli, oraz moga by¢
wykorzystywane w rutynowym nadzorze epidemiologicznym 1 identyfikacji zrédla
transmisji E. coli. Wydaje si¢ jednak, Zze metoda numeryczna TRS-PCR jest w niektorych
przypadkach bardziej réznicujaca w poréwnaniu z MLST. Numeryczna metoda
interpretacji wynikdbw TRS-PCR, zaproponowana w tej pracy, moze stanowi¢ zatem
uzupetnienie dla analiz MLST.

Wyniki badan ujete w rozprawie sugeruja, ze MLVA w potaczeniu z TRS-PCR s3
powtarzalnymi i wysoko réznicujacymi metodami typowania DNA izolatéw P. aeruginosa
od pacjentdow z mukowiscydoza. Nowa metodyka TRS-PCR wykazuje wigksza site
roznicowania od techniki VNTR-MLVA 1 moze stanowi¢ uzupetnienie schematu MLVA
lub by¢ stosowana jako wstepna, szybka, i powtarzalna metoda genotypowania izolatow
P. aeruginosa. Za pomoca zastosowanej metody numerycznej wykazano mozliwosé

wykrycia nawet niewielkich roznic genetycznych pomigdzy szczepami bakterii.

Podsumowujac, w niniejszej pracy zaproponowano nowe podejscie do interpretacji
genotypowania TRS-PCR, w ktérym kazdemu unikalnemu profilowi TRS-PCR
przypisywana jest warto$¢ liczbowa. Jezeli szukamy podobienistw lub przeprowadzamy
dochodzenia filogenetyczne mozemy zastosowa¢ metode wusredniong TRS-PCR
(usrednienie wynikéw pojedynczych typowan). Metoda numeryczna, ktora jest suma
wynikdw pojedynczych typowan, pozwala na maksymalne rozroznienie szczepdéw dla
dochodzen epidemiologicznych, a uzyskane wyniki liczbowe sa fatwe do interpretacji.
Metoda analiz profili prazkowych TRS-PCR wykazuje duza sil¢ réznicowania 1 wysoka
powtarzalno$¢, a numeryczna metoda interpretacji wynikéw profilowania TRS-PCR moze
by¢ stosowana jako uzupelniajace narzgdzie molekularne do identyfikacji szczepow

patogennych w badaniach klinicznych i dochodzeniach epidemiologicznych.
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