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Bakterie z rodzaju Staphylococcus naleza do oportunistycznych patogendw o duzym znaczeniu
klinicznym. W zwiazku z rozwojem medycyny oraz diagnostyki mikrobiologicznej roénie potizeba
precyzyjnej i szybkiej identyfikacji bakterii na poziomie gatunku w celu zastosowania celowanej
i szybkiej terapii. Oprocz powszechnie opisywanych i dobrze poznanych bakterii z gatunku
Staphylococcus aureus, pozostate gatunki gronkoweéw koagulazo-dodatnich oraz dziesigtki koagulazo-
ujemnych coraz czesciej sg groznymi patogenami, a w rutynowej diagnostyce laboratoryjnej opisywane
sa wspdlnie jako CoNS (ang. coagulase-negative staphylococci) ze wzgledu na nierozroznialnos¢ na
poziomie gatunku z uzyciem standardowych metod fenotypowych. Rosngca lekooporno$¢ szezepow,
a takze problemy zwigzane z trudnoscig hodowania oraz identyfikacja nietypowych szczepow stanowig
podstawy do opracowywania nowych narzedzi diagnostycznych opartych na biologii molekularnej.
Zaréwno metody oparte o fafcuchowa reakcje polimerazy (PCR) oraz o sekwencjonowanie, w tym
sekwencjonowanie nowej generacji (NGS) sg metodami odpowiednimi do wiasciwej identyfikacji
bakterii na poziomie gatunku, jednak ich sita dyskryminujgca i wiarygodnos¢ wynikéw nadal pozostaja
niesatysfakcjonujace dla badaczy.

Celem przedstawionej pracy doktorskiej byto opracowanie i optymalizacja referencyjnych baz
danych dla dwdch nowych metod genetycznych: metody opartej o analizg¢ polimorfizmu dtugosci
fragment6w restrykeyjnych (RFLP) genu saoC oraz sekwencjonowania nowej generacji (NGS) regionu
168-23S rRNA dla 50 opisanych gatunkéw z rodzaju Staphylococcus. Celem pracy bylo takze
wyznaczenie kryteridw identyfikacji rodzajowej oraz gatunkowej dla szczepow gronkowcowych
z uzyciem metody NGS 165-23S.

W prezentowanej pracy doktorskiej zidentyfikowano na poziomie gatunku wszystkie szczepy
z kolekcji, nalezace do 50 gatunkéw i 6 podgatunkow z rodzaju Staphylococcus. W tym celu uzyto
sekwencjonowania Sangera czterech gendw stanowiacych podstawg genetycznej identyfikacji
gatunkowej gronkowcow. W celu precyzyjnej i wiarygodnej identyfikacji gatunkowej, zastosowano
sekwencjonowanie Sangera dla genow 16S rRNA, sodA, rpoB3 oraz tuf. Najwyzszq silg dyskryminujaca
charakteryzowaty si¢ metody oparte o sekwencjonowanie genéw rpoB i sod4, pozwalajac na
jednoznaczng identyfikacje gatunkowa wszystkich szczepéw w oparciu o réznice nukleotydowe
pomiedzy sekwencjami. Z powodu braku sekwencji referencyjnych dla poszczegdlnych targetow,
konieczne byto pordwnanie wynikéw wszystkich genow dla danego gatunku, w celu ostatecznego

potwierdzenia gatunku. Sekwencjonowanie genu 16S rRNA charakieryzowato si¢ najnizsza sila



dyskryminujgcg, pozwalajgc na identyfikacje zaledwie 74% gatunkéw. Zastosowanie 4 targetow
molekularnych do identyfikacji gatunkowej pozwolito na wiarygodna identyfikacje szczepdw, ktorych
uzyto do dalszych analiz. Uzyskano referencyjne wzory prazkowe genu saoC dla 21 szczepow
gronkowcow, w tym 19 gatunkéw i 2 podgatunkow. Potwierdzono takze skuteczno$¢ metody RFLP
saoC na 11 dodatkowych gatunkach, opisanych we wczesniejszych pracach oryginalnych, co
ostatecznie pozwolito na utworzenie referencyjnej bazy wzoréw prazkowych genu saoC dla 46
gatunkéw gronkowcow. W nastgpnym etapie zastosowano NGS regionu 16S-23S rRNA dla
pojedynczego szczepu na kazdy gatunek z rodzaju Staphylococcus. Metoda NGS 16S-23S
charakteryzowata si¢ najwyzsza sila dyskryminujaca sposrod wszystkich metod uzytych w pracy
doktorskiej. Metoda NGS 16S-23S pozwolila na rozrznienie gatunkéw: S. aureus — S. argenteus —
S. schweitzeri; S. argensis — S. pettenkoferi — S. pseudolugdunensis, S. pseudintermedius -
S. intermedius, S. piscifermentans - S. carnosus subsp. carnosus, S. capitis subsp. urealyticus -
S. caprae, co bylo niemozliwe z uzyciem sekwencjonowania genu 16S rRNA. Uzyskane wyniki
pozwolity na opracowanie sekwencji referencyjnych regionu 165-23S rRNA dla 50 gatunkéw i 6
podgatunkdéw z rodzaju Staphylococcus oraz przyjecie kryterium identytikacji rodzajowej gronkowcow
powyzej 94,1% identycznosci sekwencji regionu 165-23S rRNA, a na poziomie gatunku jesli najwyzsze
dopasowanie sekwencji jest rowne 99.0% lub wyzej przy jednoczesnej réznicy co najmniej 0.2% (min.
7 nukleotyddw) pomigdzy pierwszym i drugim najwyzszym dopasowaniem. Analiza bazy danych
GenBank wykazala, ze dla regionu 16S-23S rRNA dostepne sg sekwencje dla 20 gatunkow
gronkowcdw, natomiast niniejsza praca doktorska pozwolita na opracowanie selcwencji referencyjnych
dla brakujgcych 30 gatunkéw, co stanowi wiekszg czesé wszystkich gatunkéow z rodzaju
Staphylococcus, a tym samym pozwoli na petne zobrazowanie roéznorodnosci wystepowania tych
bakterii w probkach klinicznych.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze NGS regionu 165-23S rRNA moze staé sie bardzo przydatnym
narzgdziem uzywanym w standardowej diagnostyce mikrobiologicznej do identyfikacji bakterii
z rodzaju Staphylococcus na poziomie gatunku, Mozna takze przewidywaé, ze metoda ta bedzie
uzyteczna dla innych rodzajow bakterii, w szczegélnosci blisko spokrewnionych z gronkowcami, czyli
rodzajami Streptococcus i Enterococcus. Opracowane bazy sekwencji referencyjnych gronkowcow.,
sktadajgce si¢ na pracg doktorska, pozwola wszystkim laboratoriom posiadajacym dostep do
sekwenatoréw nowej generacji wykorzystywaé technike NGS regionu 16S-23S  rRNA
w rutynowej diagnostyce mikrobiologicznej. Zastosowanie sekwencjonowania nowej generacji regionu
16S-23S rRNA jest obiecujagcym narzedziem do diagnostyki bezhodowlanej. w krétkim czasie,
bezposrednio z prébki od pacjenta oraz do kompleksowej analizy mikrobiomdw i ich sktadu. Natomiast
metoda oparta o analizg¢ RFLP genu saoC' stanowi tafisza alternatywe dla identyfikacji genetyczne]
gronkoweow w prébee, jednak moze by¢ zastosowana jedynie do identyfikacji bakterii z rodzaju

Staphylococcus w czystych hodowlach bakteryjnych.



