METODA OKREéL,ANIA PRZYNAL!EiNOéCI GATUNKOWEJ ORAZ STOPNIA
POKREWIENSTWA SZCZEPOW Z RODZAJU STAPHYLOCOCCUS

(PROJEKT NR P-194)

stopnia pokrewieristwa szczepow z rodzaju Staphylococcus. Oferowane rozwigzanie,
m.in. dzieki unikalnemu wzorowi zmiennosci wybranego genu i analizie
polimorfizmu sekwencji tego genu, umozliwia szybkgq i doktadnq identyfikacje
oraz okreslenie stopnia pokrewieristwa gronkowcow.

Gronkowce (Staphylococcus) to jedne z najwazniejszych patogendw bakteryjnych
cztowieka. Bakterie te sg odpowiedzialne za wiele chordb oraz kolonizacje skory
i sluzdwek. W ostatnich latach opracowano i rozwinieto wiele metod identyfikacji
oraz typowania izolatow bakterii z rodzaju Staphylococcus (gronkowiec). Wsréd tych
metod mozna wyrdznic dwie grupy: metody fenotypowe i genotypowe.
Identyfikacja gatunkdédw gronkowcowych metodami fenotypowymi oparta jest
na charakterystyce morfologicznej, wtasciwosciach fizjologicznych oraz chemicznym
sktadzie $ciany komoérkowej. Rezultaty otrzymywane za pomocg komercyjnych
testow opartych na profilach reakcji biochemicznych oraz immunologicznych
obarczone sg pomytkami z powodu zmiennej ekspresji niektorych cech
fenotypowych oraz dwuznacznosci w interpretacji wynikéw. Ogdlna doktadnosé
konwencjonalnych testéw jest niska i miesci sie w przedziale 50-70%.

Sposrdod genotypowych metod poréwnawcza hybrydyzacja DNA-DNA oraz analiza
sekwencyjna genu kodujgcego 16S rRNA zdefiniowaty gatunki w obrebie rodzaju
Staphylococcus oraz rekomendowane sg dla potwierdzenia wynikéw nowych
metod, ktdre wprowadzane s3 do powszechnego uzycia. Do innych metod
identyfikacji genetycznych nalezg min. sondy genetyczne, hybrydyzacja typu dot-
blot, amplifikacja metoda PCR i PCR gatunkowo-specyficzny (selektywny), PCR-RFLP
— analiza polimorfizmu dtugosci fragmentow restrykcyjnych. Do tej pory brak jest
uniwersalnych metod jednoczesnej identyfikacji i typowania, stosowanych
we wszystkich laboratoriach i pozwalajgcych uzyskiwaé¢ wysoky powtarzalnoscé
wynikéw. Ustalenie zrdznicowania taksonomicznego wewngtrz rodzaju
Staphylococcus nie jest tatwe i obecnie wyodrebnia sie wiecej niz 38 gatunkdw,
opierajac sie na sekwencjonowaniu genu kodujgcego 16S rRNA. Na dzien dzisiejszy
nie znaleziono réwniez konsensusu, ktérg z nich mozna uznaé za najlepszy standard.

Przedmiotem oferty jest nowe wykorzystanie locus genomowego hyptf
w diagnostyce mikrobiologicznej, a w szczegélnosci do okreslania przynaleznosci
gatunkowej oraz analizy réinorodnosci wewnatrzgatunkowej szczepéw bakterii
w obrebie rodzaju Staphylococcus. Przyktadowo moze ono opieraé sie
na wykorzystaniu reakcji PCR (ang. polymerase chain reaction) do otrzymywania
produktu na matrycy konserwatywnego locus genomowego, trawienia tego
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produktu enzymami restrykcyjnymi oraz analizy powstatego obrazu (RFLP, ang.
restriction fragments length polymorphism) w celu determinacji przynaleznosci
gatunkowej. Analiza RFLP z odpowiednio dobranymi enzymami restrykcyjnymi
pozwala réwniez na analize wewnatrzgatunkowej zmiennosci w obrebie rodzaju
Staphylococcus.

Do podstawowych zalet nowej metody nalezg:
e unikalny wzdr zmiennosci genu hyptf;

e mozliwo$¢é otrzymania obrazéw restrykcyjnych dla 4 réznych enzymoéw
charakteryzujgcych sie wysokga jednoznacznoscig i powtarzalnoscig;

e mozliwos$¢ tatwej interpretacji wynikow nawet w przypadku pojawienia
sie polimorfizmoéw wewnatrzgatunkowych;

e mozliwos¢ rdzinicowania nawet bardzo blisko spokrewnionych
gatunkdw takich jak S. delphini, S. intermedius i S. pseudintermedius.

Oferowana metoda okreslania stopnia pokrewienstwa szczepéw z rodzaju
Staphylococcus stanowi przedmiot zgtoszenia patentowego. Dalsze prace nad jej
rozwojem sg prowadzone na Woydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii,
a Centrum Innowacji, Transferu Technologii i Rozwoju Uniwersytetu poszukuje
podmiotdw zainteresowanych komercyjnym wykorzystaniem wynalazku.
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