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Typizacia baktérii zaloZzena na analyze DNA

HANA DRAHOVSKA - TOMAS KUCHTA

SUHRN. Prezentuje sa prehlad metdd na typizaciu baktérii zalozenych na analyze DNA,
pricom doraz sa kladie na metddy pouzitelné v pripade potravindrsky vyznamnych patogé-
nov. Uvddzaju sa principy, parametre a aplikovatelnost analyzy plazmidov, metdd zaloze-
nych na restrikcii chromozémovej DNA (polymorfizmus restrikénych fragmentov, RFLP;
elektroforéza v pulzujicom elektrickom poli, PFGE; RFLP-Southern blotting; ribotypi-
zdcia), metdd vyuzivajicich polymerdazovi retazovi reakciu (génovospecifickd PCR;
PCR-ribotypizdcia; polymorfizmus ndhodne amplifikovanej DNA, RAPD; PCR oriento-
vand na repetitivne sekvencie; polymorfizmus amplifikovanej DNA, AFLP) a typizdcie
sekvenovanim vybranych génov, MLST. Pozornost sa venuje tieZ spdsobom vyhodnotenia
udajov ziskanych metddami DNA typizdcie.

KIUCOVE SLOVA: polymerdzovd retazovd reakcia; polymorfizmus; restrikény fragment;
amplifikovand DNA

Typizdcia baktérii patri k dolezitym ulohdm aplikovanej mikrobioldgie.

V potravindrskej i lekdarskej mikrobioldgii je Casto potrebné zaradit izolova-
ny bakteridlny kmen nielen na taxonomickej irovni druhu, pripadne pod-
druhu, ale aj zaradit ho do skupin na niZ$ej urovni. Typizdcia bakteridlnych
kmenov je potrebna napriklad pri urcovani zdroja ndkazy a sledovani postu-
pu alimentdrnych alebo nozokomidlnych ndkaz, pri zistovani recidivy ocho-
renia alebo pri Stidiu mechanizmu patogenézy.

—_

Typizaéné metddy musia spliiaf nasledujiice poziadavky [1]:

. Typizovatelnost vacSiny organizmov v ramci suboru.
. Diskriminac¢nd sila, ¢ize schopnost odliSit potomkov jedného klonu

od nepribuznych kmenov. Tiato veli¢ina je charakterizovand pomocou
Simpsonovho indexu diverzity (D, [2]), ktory uddva pravdepodobnost, ze
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dva nepribuzné kmene budu zaradené do réznych skupin. Jej hodnota by
mala byt >0,95.

3. Reprodukovatelnost, ¢ize zhoda vysledkov po opakovanej analyze. Tato
je vyznamnd hlavne pri porovndvani neznamych kmenov s databazou
zndmych kmenov, pri dlhodobom sledovani a pri medzilaboratérnych
porovndvaniach.

Dodato¢nymi poziadavkami su ¢o najvicSia jednoduchost vyhodnotenia
vysledkov, technickd a materidlovd nenarocnost atd.

V sucasnej mikrobiologickej praxi sa najcastejSie pouzivaju fenotypové
typizacné metddy, pomocou ktorych sa baktérie typizuju na zdklade bio-
chemickej aktivity (biotypizdcia), reaktivity s protilatkami (sérotypizécia),
reaktivity s baktériofagmi (fagotypizdcia), citlivosti k antibiotikdm a pod.
(prehlad metdd uvddza napriklad [3]). Fenotypové typizacné metddy su
vypracované pre mnohé skupiny baktérii, overené na velkych suiboroch
kmenov a je o nich dostatok informdcii na zdklade ich rutinného pouziva-
nia v mnohych laboratdriach. Tieto metddy vSak maju niektoré nevyhody,
predovSetkym obmedzenu schopnost diskrimindcie medzi kmenmi, kedze
pocet vlastnosti, ktoré sa mézu analyzovat, je obmedzeny. Zaroven vysled-
ky typizacie mOzu byt skreslené variabilnou expresiou vlastnosti vplyvom
prostredia. Uvedené nevyhody je mozné prekonat pouZitim genotypovych
typiza¢nych metdd, ktoré su zaloZzené na priamej analyze DNA. Medzi
vyhody tychto metdd patri aj moznost ich aplikdcie na typizaciu nekultivo-
vatelnych baktérii.

Idedlnou metéddou na genotypovu typizdciu baktérif je sekvenovanie celé-
ho gendmu. Z technickych pricin v§ak v dnesSnej dobe takyto pristup nie je
redlny, ale zacina sa uZ pouzZivat kompromisné rieSenie, sekvenovanie vybra-
nych génov (metéda MLST, vid dalej). VicSina genotypovych typizacnych
metdd, ktoré su v sucasnosti k dispozicii, je zaloZend na menej komplexnom
pristupe. Rozdiely v sekvencii DNA sa zistuju nepriamo pomocou $tiepenia
restrikénymi endonukledzami, hybridizaciou so Specifickymi DNA sondami,
polymerazovou retazovou reakciou (PCR) alebo kombindaciou tychto metdd.
V baktériach, ktoré obsahuju extrachromozomdlnu DNA vo forme plazmi-
dov, je mozné pouZit na typizaciu aj analyzu plazmidov. R6znymi aspektami
typizdcie baktérii pomocou metdd zaloZenych na analyze DNA a jej praktic-
kymi aplikdciami sa zaoberd niekolko prehladovych ¢lankov a monografii
(napriklad [1, 4-7].
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Analyza plazmidov

Analyza plazmidov (plasmid profiling) patri k prvym genotypovym typi-
zaénym metddam. Spociva v zistovani pritomnosti a identifikdcii plazmidov
v bunke, tzv. plazmidového profilu. Jednotlivé plazmidy sa najprv identifi-
kuju na zaklade velkosti, stanovenej pomocou elektroforézy v agarézovom
géli, a presnejSie sa mozu identifikovat napriklad pomocou restrikénej ana-
lyzy. Metdda analyzy plazmidov je pomerne nendrocnd a Casto sa pouziva
napriklad pri $tidiu kmenov salmonel [8,9]. Metddu je mozné pouzit len
pre kmene, ktoré obsahuju plazmidy. Pri vyhodnoteni vysledkov treba pri-
tom brat do uvahy geneticku nestalost plazmidov, ktoré sa mozZu eliminovat
pri subkultivdcii bez straty Zivotaschopnosti bunky a mozu sa tieZ prendSat
medzi nepribuznymi kmenmi.

Metody zalozené na restrikcii chromozomovej DNA

Metddy zaloZzené na restrikcii (Specifickom enzymovom Stiepeni) chro-
mozomove] DNA umoziuji typizdciu baktérii na zaklade polymorfizmu
restrikénych fragmentov (restriction fragment length polymorphism,
RFLP). V prvom kroku sa chromozomdlna DNA S$tiepi restrik¢énou endo-
nukledzou, ¢im vzniknud fragmenty roznej velkosti, ktoré je mozné rozdelit
elektroforézou v agaré6zovom géli. V dosledku polymorfického umiestnenia
Stiepnych miest restrikénych enzymov vzniknu v roznych bakteridlnych kme-
noch rézne dlhé Stiepne fragmenty. Touto metddou sa deteguju dva druhy
zmien v organizdcii DNA: zdmeny bdz v rozozndvacej sekvencii pre restri-
kénd endonukledzu (¢im bud vznikne, alebo zanikne restrik¢éné miesto)
a vicSie zmeny ako inzercie, delécie, strata alebo ziskanie profaga, transpo-
zonu alebo iné prestavby chromozdmu, ¢im sa zmeni velkost fragmentu.

V pripade, ked sa Stiepi celd chromozdmova DNA, vznikd naraz velké
mnozstvo fragmentov, ktoré spravidla nie je mozné ucinne analyzovat jed-
noduchou elektroforézou v agar6zovom géli. Dobré rozdelenie velkych frag-
mentov DNA ziskanych restrikénou analyzou umoziuje pulznd elektroforé-
za (pulsed-field gel electrophoresis, PFGE). Pri pouziti RFLP v spojeni
s PFGE sa kultira baktérif zmiesa s tekutou agardzou a vyleje sa do formy.
Vysledkom su agarézové bloky, ktoré obsahuju celé bunky. DNA sa z bakté-
rif uvolni posobenim detergentu a Stiepi sa restrikénym enzymom (napr.
Smal, Xhol), ktory md v bakteridlnom chromozéme mdlo rozoznévacich
miest. Tymto postupom sa DNA rozdeli na menej ako 30 fragmentov
s velkostou 10-800 kb. Potom sa agardzova zatka zaleje do agardzy a analy-
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zuje sa elektroforézou v elektrickom poli, ktorého polarita sa meni v pravi-
delnych intervaloch. Pulzujice elektrické pole umozni ucinnd separdciu
velkych fragmentov.

Metéda RFLP-PFGE sa vzhladom na vysoku reprodukovatelnost a dis-
krimina¢nu silu v sicasnosti povazuje za ,zlaty Standard“ metdd genotypo-
vej typizdcie. Tato metdda sa ¢asto pouziva pri zistovani klonality kmenov
pri epidémiach. V pripade kmenov salmonel bola zaznamenanad variabilita
PFGE profilov medzi sérotypmi, ako aj v ramci jedného sérotypu [10-12].
Pomocou RFLP-PFGE bolo mozné tiez rozliSit rozne profily medzi kmenmi
Salmonella Typhimurium fagotypu DT104 [13,14].

Limitujicim faktorom metddy je Cas potrebny pre analyzu (vysledky
sa ziskaju za 2-3 dni) a potreba $pecidlnej aparatiry na pulznu elektroforé-
zu, ktoré redukuji moznost analyzy vacSich po¢tov kmenov.

Inou moznostou identifikdcie restrikénych fragmentov je Southernova
hybridizdcia. V tomto pripade sa fragmenty DNA po elektroforéze v agaro-
zovom géli prenesu na nitrocelul6zovu alebo nylonovi membrdnu a hybridi-
zuju sa so znacenou sondou. Enzymovo alebo rddioaktivne oznacena sonda
zviditeIni iba urcité fragmenty, takze interpretdcia vysledkov je jednodu-
chsia. Pre vyhladdvanie variability medzi geneticky pribuznymi kmefmi
je vhodné vyuzit DNA sondy s vysokym stupfiom polymorfizmu. Takymi su
napriklad sondy odvodené od inzerénych sekvencii, ako je IS200 v salmone-
lach [15]. Pre kazdy bakteridlny druh je doleZity vyber a optimalizdcia
sekvencie sond, restrikénych enzymov, elektroforézy a hybridiza¢nych pod-
mienok. U¢innost tejto metédy je mozné zvysit pouzitim vicsieho poétu roz-
nych DNA sond, restrikénych endonukledz a ich vzdjomnych kombindcii.
Tato metdda je komplikovand, ¢asovo ndrocnd, vyZaduje Specidlnu techniku
a zruc¢nost.

Jednym z variantov RFLP-Southern blottingu je ribotypizicia, v ktorej sa
pouzivaju hybridiza¢né sondy odvodené od rRNA operdnu. Baktérie obsa-
huju niekolko rRNA operénov, rozmiestnenych po celej dizke chromozému.
Ich sekvencia je konzervativna v ramci celej bakteridlne;j riSe. Ribotypizacia
je vhodnd na diferencidciu réznych bakteridlnych druhov a povazuje sa
za reprodukovatelnu subtypizacnd metddu. Pouzila sa napriklad na typi-
zdciu salmonel [10,16], listérii [17] a enterokokov [18]. Jej diskrimina¢na sila
je nizSia ako pri PFGE-RFLP, na druhej strane ribotypy kmenov si pomer-
ne stabilné a preto je tato metdda vhodnd pre dlhodobé epidemiologické sle-
dovania.
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Metédy vyuzivajuice polymerazovi retazovu reakciu (PCR)

Génovospecifickd PCR

Pri tejto metdde sa zistuje pritomnost urcitych sekvencii DNA (napriklad
génov kddujucich faktory virulencie, génov rezistencie na antibiotikd) pomo-
cou génovospecifickych primérov. Pomocou multiplexnej PCR je mozné
analyzovat naraz pritomnost viacerych génov. Okrem pritomnosti vybranych
génov je mozné Studovat aj ich variabilitu, a to nasledujicou restrikénou
analyzou alebo sekvenovanim. Uvedend metdda je pomerne rychla
a nendroc¢nd, jej nevyhodou je pomerne nizka diskrimina¢nd schopnost.

PCR-ribotypizicia

PCR-ribotypizéacia (PCR-ribotyping alebo ITS-PCR) je ¢asto pouzivana
metdda, v ktorej sa amplifikuju 16-23S medzigénové oblasti TRNA operdnu
(ITS, internal transcribed spacer), pomocou primérov orientovanych
na konzervativne oblasti [19]. V chromozdme baktérii sa nachddza viacero
rRNA operénov, ktoré sa Ciastoéne li¥ia dizkou a sekvenciou medzernikovej
oblasti. Pri ITS-PCR vznikd niekolko produktov, ktoré je mozné rozdelit
elektroforézou v polyakrylamidovom géli. Okrem homoduplexnych produk-
tov PCR sa Casto tvoria aj heteroduplexné. Heteroduplexné Struktiry vzni-
kajui v pripade tvorby viacerych, ciasto¢ne homologickych amplifika¢nych
produktov, ktoré navzdjom hybridizuju. Heteroduplexy maju zna¢ne redu-
kovanu elektoforeticki pohyblivost v porovnani s homoduplexnou DNA
a zdroven ich pohyblivost je citlivd na sekvencné zloZenie medzernikovej
oblasti. Preto pritomnost heteroduplexnych produktov zvySuje diskrimi-
nacnu silu ITS-PCR typizdcie. Mapovanie variability medzernikovych oblas-
tf je metoda vhodnad pre ucely typizdcie baktérii na urovni druhov a casto aj
na niz$ej fylogenetickej urovni. Tito metdda sa pouzila napriklad na diskri-
mindciu kmenov Bacillus cereus [20] a Salmonella enterica [21,22], priCom
vacsina sérotypov salmonel mala jeden Specificky I'TS-PCR profil.

Polymorfizmus ndahodne amplifikovanej DNA

Tato metdda umoziuje typizaciu baktérii na zdklade polymorfizmu nd-
hodne amplifikovanej DNA (random-amplified polymorphic DNA, RAPD;
metdda sa tiez oznacuje arbitrarily-primed PCR, AP-PCR) [23,24]. Pri tejto
metdde sa pouzivaju ndhodné priméry s velkostou 9-10 bp, ktoré hybridizu-
ju s chromozémovou DNA pri nizkej anelacnej teplote. Ak dva priméry
s aspon Ciastocnou homoldgiou hybridizuji vo vzdialenosti do niekolkych
kilobdz v opacnej orientécii, vznikne medzi nimi produkt PCR. Jednotlivé
produkty PCR sa analyzuju elektroforeticky, pricom fragmenty DNA
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vytvaraju profily Specifické pre jednotlivé bakteridlne kmene. Odli$nosti
profilov spocivaju v pritomnosti alebo nepritomnosti urcitého fragmentu
DNA alebo vzmene jeho velkosti. Absencia amplifikovaného fragmentu
mdze byt spésobend zmenou nukleotidovej sekvencie v hybridiza¢nom mies-
te priméru, zmena velkosti moze byt sposobend inzerciou alebo deléciou
v oblasti medzi dvoma primérmi [25].

RAPD je pomerne jednoduchd a rychla metdda, vhodnd na typiziciu
mikroorganizmov bez predchdzajucich znalosti sekvencie gendmu. RAPD
Casto umoznuje subtypizaciu kmenov toho istého sérotypu a zaroven odliSe-
nie kmenov patriacich k r6znym druhom [16]. Velkou nevyhodou tejto meto-
dy je vSak jej nizka reprodukovatelnost a problémy pri jej Standardizécii.
Vo vicSine pripadov sa sekvencie primérov pre RAPD, ktoré generuju pro-
fily s najlepSou diskrimindciou, musia urcit empiricky. Samotny amplifikacny
proces je extrémne citlivy aj na zmeny reakénych podmienok (pouzité che-
mikalie, druh DNA polymerazy, anelacnd teplota), preto uz ich malé odchyl-
ky vedu k variabilite profilu pri testovani toho istého kmena [26].

Metody PCR orientovanej na repetitivne sekvencie

Versalovic a kol. [27] vypracovali typiza¢ni metddu zaloZenu na amplifi-
kdcii isekov DNA medzi repetitivnymi sekvenciami. Je zndmych niekolko
typov bakteridlnych repetitivnych sekvencii: repetitivne extragénové palind-
romy (REP) s velkostou 38 bp, enterobakteridlne repetitivne intergénové
konsenzové sekvencie (ERIC) dlhé 126 bp a repetitivne sekvencie BOX.
Funkcia jednotlivych repetitivnych sekvencii nie je zndma, ale predpoklada
sa, Ze zohrdvaju ulohu v stabilizdcii DNA a v génovej expresii. Typizacné
metddy zalozené na PCR orientovanej na repetitivne sekvencie vyuzivaju
skutocnost, Ze v rdznych baktériach sa medzi repetitivnymi sekvenciami
nachddzaju rozne dlhé useky DNA. Vhodnost tychto metdd na typizéciu jed-
notlivych bakteridlnych rodov zdvisi na pocte a rozmiestneni repetitivnych
sekvencif v ich gendme. Najuspesnejsie sa tieto metddy pouZzili na typizaciu
enterobaktérii [28-30]. Vyhodou metddy je jej relativna rychlost a jednodu-
chost, nevyhodou je jej nedostato¢na reprodukovatelnost [31]. Pri¢inou je
pravdepodobne anelédcia v podmienkach nedplnej homoldgie, takze niekto-
ri autori povazujui REP-PCR iba za SpecifickejSiu formu RAPD [32].

Polymorfizmus amplifikovanej DNA

Polymorfizmus amplifikovanej DNA (amplified fragment length poly-
morphism, AFLP) je typizacnd metdda zalozena na selektivnej amplifikacii
fragmentov DNA, vzniknutych Stiepenim restrikénymi endonukledzami [33].
Metdda je vyuZitelnd na typizdciu Sirokého spektra organizmov a pritom
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vynikd vysokou diskrimina¢nou silou a reprodukovatelnostou [34]. Pri typi-
zacii bakteridlnych kmenov metédou AFLP sa purifikovand chromozémova
DNA Sstiepi dvoma restrikénymi endonukledzami, z ktorych jedna je Casto
Stiepiaca s rozozndvacou sekvenciou dizky 4 bp (napr. Msel, Taql), druha
je zriedka Stiepiaca s rozozndvacou sekvenciou dlzky 6 bp (napr. EcoRI).
Stiepenim vznikni tri typy fragmentov (v tomto pripade Msel-Msel,
EcoRI-EcoRI, Msel-EcoRI). Po S§tiepeni sa k fragmentom DNA pripoja
v liga¢nej reakcii dvojvlaknové adaptéry, ¢im sa zjednotia sekvencie na kon-
coch molekul. Adaptéry su navrhnuté tak, aby pri ligdcii k fragmentu chro-
mozomovej DNA doSlo k zdniku restrikéného miesta, ¢o umoznuje ligovat
v pritomnosti restrikénych endonukledz. Zaroven adaptéry nie su fosforylo-
vané, a preto nedochddza k ich multimerizdcii. V dalSom kroku sa zmes
po ligdcii pouzije ako templdt v PCR s dvomi primérmi komplementdrnymi
ku koncom molekil. Hoci velka vicsina (>90 %) fragmentov po Stiepeni
je typu Msel-Msel, v PCR sa prednostne amplifikuji fragmenty
Msel-EcoRI. Tato prednostnd amplifikdcia je pravdepodobne spOsobend
niZSou teplotou topenia Msel-priméru oproti EcoRI-priméru, a tiez tym, Ze
Msel-Msel fragmenty maju na koncoch inverzné opakovania, ktoré mozu
pocas aneldcie vytvdrat slucky a inhibovat PCR [33]. Priméry sa skladaju
z jadrovej sekvencie komplementarnej k sekvencii adaptéru s Castou restrik-
¢ného miesta azjedného az troch selektivnych nukleotidov na 3”-konci
priméru.

Na pocet amplifikovanych fragmentov vplyva pocet selektivnych nukleo-
tidov na 3”-konci primérov. Kazdy selektivny nukleotid zniZi pocet produk-
tov PCR na Stvrtinu, takZe napriklad dva priméry s jednym selektivnym nuk-
leotidom na 3”-konci amplifikujui iba jeden zo Sestndstich fragmentov. Tato
redukcia poctu fragmentov je vyhodnd pre jednoduchSie vyhodnotenie
vzniknutych profilov, pretoze tymto sposobom je mozné dosiahnut optimal-
ny pocet asi 50 fragmentov v jednom profile. Selektivita s jednym (+1
primér) alebo dvoma nukleotidmi na 3 “-konci je optimadlna, v pripade troch
selektivnych nukleotidov je uspokojivd, ale pri pouziti Styroch selektivnych
nukleotidov vedie k strate selektivity a k tolerancii nehomologickych sekven-
cif [33].

V dalSom kroku sa amplifikované fragmenty separuju elektroforézou
v polyakrylamidovom géli v denatura¢nych podmienkach a deteguji pomo-
cou radioaktivne znacenych primérov. LacnejSou alternativou je farbenie
gélov striebrom [35]. Inou moZnostou je pouZitie kapildrnej elektroforézy
automatického sekvendtora [11,36], ¢im sa dosiahne citlivejSia detekcia
a moznost automatického vyhodnotenia vysledkov. Pre analyzu dét profilov
jednotlivych bakteridlnych kmenov su dostupné komer¢né aj volne pristupné
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pocitacové programy. Pri vyhodnoteni sa profily s homoldgiou 90-100 %
pokladaji za identické bakteridlne kmene, homoldgia rdznych kmenov
v ramci jedného druhu sa pohybuje v rozmedzi 60-90 %.

Metdda AFLP sa ukdzala ako vhodnd na delenie kmenov Listeria mono-
cytogenes [37], Salmonella enterica [11] a Salmonella Typhimurium [12].
V poslednych dvoch pripadoch boli vysledky porovnatelné s vysledkami zis-
kanymi RFLP-PFGE typizaciou identickych kmenov. AFLP sa pouzila aj
na typizaciu 71 kmenov Bacillus anthracis, ktory patri medzi najviac mono-
morfické druhy. Kazdy kmen sa analyzoval v 16 reakcidch s pouzitim vSet-
kych kombindcii +1 primérov, ¢im celkovo vzniklo 1221 r6znych fragmen-
tov, z ktorych 1184 bolo monomorfickych. Na zdklade zvySnych polymorfic-
kych fragmentov sa kmene rozdelili do dvoch genetickych linif [38].

Na typizéciu niektorych baktérif sa vypracoval tieZ zjednoduSeny variant
AFLP s pouzitim iba jedného restrikéného enzymu (HindIII) a jedného typu
adaptéra. V tomto pripade vznikd menSi pocet fragmentov s va¢Sou mole-
kulovou hmotnostou, ktoré je mozné rozdelit elektroforézou v nativnych
agardézovych géloch a jednoducho vyhodnotit. Tito metdda sa pouZila napri-
klad na typizdciu listérif [39] a salmonel [40]. Diskriminac¢na sila tejto meto-
dy je vSak pravdepodobne nizSia ako v pripade AFLP s dvomi restriktdzami.

Metéda AFLP ma praktické vyuZitie pri typizdcii rastlin, Zivoc¢ichov
a mikroorganizmov. Daju sa nou analyzovat zmeny spOsobené mutdciami
v restrikénych miestach, zmeny v dizke restrikénych fragmentov, ale umoz-
fluje tiez vyuzivat zmeny v selektivnych nukleotidoch na 3 “-konci primérov
[34]. Metdda ma dobru reprodukovatelnost a diskriminacnu silu. Je sice zlo-
zitejSia ako RAPD alebo PCR orientovand na repetitivne sekvencie, ale pri-
tom rychlejSia ako RFLP-PFGE a pri pouziti automatického sekvenatora
na vyhodnotenie profilov umoziiuje automatizdciu.

Typizacia sekvenovanim vybranych génov

Typizdcia sekvenovanim vybranych génov (multilocus sequence typing,
MLST) je nova metdda, pri ktorej sa sekvenuju useky niekolkych reprezen-
tativnych génov v bakteridlnom gendome. Zamerom je ziskat vystizny pohlad
na celogenomovu variabilitu typizovanych kmenov. Metdda sa zaviedla
na typizaciu patogénnych kmenov Neisseria meningitidis, Streptococcus pneu-
moniae a Staphylococcus aureus [41] a uspesne sa pouzila aj na typizaciu sal-
monel [42]. Vyhodou MLST je vysoka reprodukovatelnost, lahkda moZnost
vymeny ddt medzi laboratdriami a pri spradvnom vybere génov tieZ vyborna
diskriminacna sila. Nevyhodou je eSte stdle vysoka cena.

156



Typizdcia baktérif zaloZzend na analyze DNA

Vyhodnotenie idajov ziskanych metédami DNA typizacie

Pri typizécii malého poctu kmenov je mozné robit vyhodnotenie vizudl-
nym porovnanim profilov jednotlivych kmenov. Na vyhodnotenie vicsich
suborov je v§ak potrebné pouzit vypoctovu techniku a Specializovany softvér,
napriklad programy GelCompar a BioNumerics (Applied Maths, Kortrijk,
Belgicko), Taxotron (Taxolab, Institut Pasteur, Francizsko) alebo Bio-Image
Whole Band Analyzer (Biolmage, AnnArbor, USA). Vstupnym tudajom
programov su spravidla obrazky vo formadte .tif, v ktorych sa identifikuju jed-
notlivé drahy. Dal§im krokom je stanovenie molekulovej hmotnosti jednot-
livych fragmentov porovnanim s internym alebo externym Standardom mole-
kulovych hmotnosti. Externy Standard sa elektroforeticky analyzuje oddele-
ne od vzorky, interny Standard sa analyzuje spolu so vzorkou. Tento postup,
nazyvany normalizdcia, md za ciel eliminovat rozdiely v elektroforeticke;j
mobilite fragmentov DNA v jednotlivych drdhach gélu alebo v rdéznych
géloch. Nasledne sa identifikuju fragmenty, vytvoria sa profily pre jednotlivé
typizované kmene a porovnaju sa navzdjom. Cielom je urcit stupen podob-
nosti medzi profilmi a zistit vzdjomnu pribuznost typizovanych kmenov.

Pri vypocte podobnosti medzi kmenmi je mozné pouzit dva pristupy. Prvy
je zaloZeny na porovndvani pritomnosti a nepritomnosti jednotlivych frag-
mentov DNA v profiloch. Na vypocet indexu podobnosti sa pouZiva
Jacckardov koeficient:

Sjj = 2

n; + Ilj — nij

kde njj je pocet spolo¢nych fragmentov v profiloch i a j, nj celkovy pocet
fragmentov v profile i a nj celkovy pocet fragmentov v profile j.

V pripade dvoch identickych profilov je Jacckardov koeficient rovny 1,
pre dva uplne rozdielne profily je rovny nule.

Alternativne sa pouziva koeficient Dieceho, ktory pripisuje vacSiu vahu

spolo¢nym fragmentom:

2n ij

Sij =
n; + Ilj
Druhou moznostou pri vyhodnocovani profilov je zahrnutie parametra
kvantity fragmentu. Na vypocet sa pouziva Pearsonov korela¢ny koeficient,
pomocou ktorého sa porovndva intenzita signdlu v zodpovedajicich bodoch
drahy pre dva profily. Jeho hodnoty siahaju od 0 (Ziadna podobnost) po 1
(identita). Porovndvanie pomocou Pearsonovej koreldcie sa pouziva v pripa-
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doch, ked vznikaju fragmenty s r6znou intenzitou, pripadne pri vyhodnoco-
vani profilov obsahujucich velké mnozstvo fragmentov. Vo vSeobecnosti sa
vSak odporuca pouzivat prvy pristup, koeficienty zalozené na porovnavani
pritomnosti fragmentov, pretoze ich intragélova a intergélovd reprodukova-
telnost je vysSia ako pri Pearsonovej koreldcii.

Pri vypocte podobnosti je potrebné vhodne nastavit parametre programu:
optimaliza¢nu hodnotu a pozi¢nu toleranciu. Optimalizaénd hodnota udava
maximalny povoleny vzajomny posun drah, ked sa dosahuje ich maximalny
prekryv (praktickd hodnota je 1 %). Pozi¢nd tolerancia uddva maximdlny
povoleny rozdiel vo velkosti dvoch fragmentov, ked sa eSte povazuju za iden-
tické (praktickd hodnota je 1 %).

Vzijomnym porovnanim vsetkych profilov vznikne matica podobnosti
profilov, ktord obsahuje tdaje o podobnosti (vyjadrené v percentdach) medzi
kazdymi dvomi kmenmi. Na jej zdklade je mozné vypocitat stupenl pribuz-
nosti medzi kmefimi metédami klastrovej analyzy. Casto sa pouziva metéda
UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic averages).
Skupiny kmenov sa zaradia do skupin tak, Ze v kaZdej skupine sa budu
nachddzat kmene s urcitou empiricky danou hodnotou podobnosti. Podrob-
nejSie udaje o metddach spracovania typizacnych dat si uvedené napriklad
v prdci [6].

Zaver

Metddy zaloZené na analyze DNA predstavuju vyznamny prinos pre typi-
zdciu baktérif, vratane potravinarsky vyznamnych patogénov. K dispozicii su
jednak rychle a pomerne jednoduché metddy (napr. RAPD, REP-PCR),
atiez naro¢né a komplikované metddy s vysokou diskriminacnou silou
a reprodukovatelnostou (napr. RFLP-PFGE, AFLP). Do budicnosti mozno
pocitat s uplatnenim typiza¢nych metdd vyuzivajuicich sekvenovanie DNA.
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Bacterial typing based on DNA analysis
DRAHOVSKA, H. - KUCHTA, T.: Bull. potrav. Vysk., 41, 2002, p. 149-161.

SUMMARY. A review of DNA-based methods for bacterial typing is presented, being focused
to methods applicable to food-borne pathogens. Principles, parameters and applicability
are given for plasmid analysis, methods based upon the restriction of the chromosomal DNA
(restriction fragment length polymorphism, RFLP; pulsed-field gel electrophoresis, PFGE;
RFLP-Southern blotting; ribotyping), methods based upon the polymerase chain reaction
(gene-specific PCR; PCR-ribotyping; randomly-amplified polymorphic DNA, RAPD; repeti-
tive sequence-based PCR; amplified fragment length polymorphism, AFLP), and multilocus
sequence typing, MLST. Attention is also paid to the evaluation of DNA typing results.
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