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Baktérium azonositas_16S rRNS gén alapjan NBIOMI

A 16S rRNS gén alkalmassaga:

> minden baktériumban univerzalisan el6fordul
» hosszasaga megfelel6 bioinformatikai tartalommal bir
> eroOsen konzervativ és variabilis szakaszokbdl all

16S rRNS génszakasz
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» Konzervativ részek y2univerzalis” PCR primer tervezés

 ——

» Variabilis részek 5 filogenetikai informacio/felbontas

» Nagyszamu, és folyamatosan névekvé publikus 16S rRNS adatbazisok




16S rRNS gén-alapu identifikacio korlatai NBIOMI

POZITIVUM:
» 16S rRNS génszakasz meghatarozasa a ,gold standard”, legelterjedtebb
> Jobb felbontast ad, mint a fenotipusos ]ellegeken alapulo rendszerek (API VITEK)
> megbizhato és j6l reprodukalhaté P
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> >659% SPECIES szintii azonositas <83%

» Species definicié: min. >99%, ajanlott >99.5%

KORLATOK:
» csekély felbontassal bir a faj alatti kategoriakban
» nem mindig lehet faji/genus szintiit meghatarozast adni
» egyes csoportok elvalaszthatésaga problematikus
(pl. Pseudomonas sp., Acinetobacter sp.)
» még nemzetség (genus) szinten sem lehetséges (pl. Enterobacteriaceae)

FA] alatti szintii felbontas igénve a bakterialis identifikacioban:

» baktérium genotipizalas

~root-cause” analizis /Kivizsgalasokban




Baktérium genotipizalasi modszerek attekintése NBIOMI

I. DNS MINTAZAT-alapid = NINCSEN tékéletes MODSZER, ami minden

., taxonra/minden esetre jol alkalmazhaté
II. DNS HIBRIDIZACION-alapul6

GIVE & TAKE
III. DNS SZEKVENCIA-alapu

Tobb szempontot Kell figyelembe venni

1) ALKALMAZHATOSAG:

» Minden izolatumra alkalmazhato legyen
2) MEGKULONBOZTETHETOSEG/FELBONTAS:

» Nem rokon izolatumok elkiilonitésének képessége
3) REPRODUKALHATOSAG:

» Laboratériumon beliil és laboratériumok kozott
4) KIVITELEZHETOSEG:

» Gyorsasag, ar, mliszerigény
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Enzimatikus
RESTRIKCIOS

DNS MINTAZAT-alapu genotipizal6 médszerek  NBIOMI

DNS olvadasi tulajdonsaga alapjan szeparal ‘ DGGE/HRM ‘
=
.L% Szamossagban kiillonb6z6 tandem repeat szakaszok ‘ MLVA ‘
s
% < | Repetitiv DNS szakaszok (REP/ERIC/BOX) ‘ REP-PCR ‘
=
= 'g Random PCR amplifikaciéo (<10mer oligo) ‘ RAPD ‘
= E
=
< Restrikcio+ligalas+specifikus PCR mintazat AELP
2

PCR amplifikalas+Restrikcios emésztés PCR-RFLP

modszerek

Restrikcids fragmentumok GE/Southern blot (<10Kkb) RFLP/
‘ Ribotyping \

DNS pulzal6 elektroforézis mintazat (>20kb) ‘ PEGE ‘




II. DNS HIBRIDIZACION-alapt genotipizal6 médszereRBIOMI

Maximum 5000 pont/array

cDNS vagy oligonukleotid microarray

III. DNS SZEKVENCIA-alapu genotipizalo mdadszerek

Kodolo DNS szakaszok kozotti nem kodolé DNS
(16S-23S internal transcribed spacer)

Tobb inter-genikus spacer szakasz

Egy kddol6 gén szekvendlasa (16S rRNS, rpoB)




MLST (Multi Locus Sequence Typing) NBIOMI
- T o e - e -

= TOBB (alt. 7 db) haztartasi gén vizsgalata
= faj-specifikus

7 housekeeping genes

Strain = elGzetes filogenetikai informacié sziikséges
EEHEEDN & ¢ €O @€ -En -
G ACTG A C C cT TG G TGA

1 1 1 1 . : ;" 450-500bp szakaszok szekvenalasa

Strain

= Allél variaciok vizsgalata
Em{{*@— Uj variacio, aj allél szamot (Allele ID)

C CCAG
2 2 2 1 2 1 2
Strain » 7 génbdl egy 7-allél szamkombinacio
adja a szekvencia tipust
2y | adk W) - sdibpey panclly omilay  femclbay
G ACTA G T T cT GA A TGT (ST-Sequence tklze)

!1 3 2 2 1 3 3 |

» Szamos fajra publikus MLST adatbazis 1étezik (https://pubmist.org/data )-
- baktérium lista: ismertek a gének, PCR primerek adatai, PCR reakci6 koriilmények

» Barmilyen fajra sajat MLST modszer / adatbazis tervezhet6 a genomok ismeretében
- melyik génekkel valnak el megfelel6 mértékben az izolatumok

- rendszer-finomitas




MLST - Staphylococcus epidermidis rendszer

» 7 gén vizsgalata

1)
2)

4)

carbamate kinase (arcC)
shikimate dehydrogenase (arokE)

3) ABC transporter (gtr)

DNA mismatch repair protein (mutS)
pyrimidine operon regulatory protein (pyrR)

6) triosephosphate isomerase (tpid)

NBIOMI

__GEN | arcC_| aroE | gtr [ mutS | pyrR [ tpiA [ vgil__

Hossz (NU)

ALLEL
tipusok #

» Adatbazisban leirt ST variacidok szama 626 db

465

62

420

56

412 428 424 416

41 46 44 55

VALIDALAS referencia torzsekre
és kornyezeti izolatumokra

2 db REF + 18db izolatum

7 szambol all6 kombinacio
ST-sequence type

MLST online adatbazis
e 11 db kiilonb6z6 ST

4 db eddig még LE NEM IRT
U] tipus fordul els

7)  acetyl-CoA acetyltransferase (yqiL)
ALLELE ID
arcC aroE gtr mutS pyrR tpiA yqiL MLST_ST
Dls_:nT_Rz_oT)E:z; 1 1 1 2 2 1 1 5
zD_s?\;fI;:; 2 1 7 1 1 1 1 8

3_STR 1 1 7 1 3 5 14

4_STR 8 Cro-0)| 45 4 29 6 13

5_STR 8 7 | 12 4 12 2 2

6_STR 1 19 17 4 9 10 2

7_STR 1 5 2 6 2 1 6

8_STR 1 2 2 2 2 1 3

9_STR 1 5 2 6 2 1 6 z
10_STR 1 1 1 2 Go-@ 1 1 5
11_STR 1 5 2 6 2 1 6

12_STR 1 5 2 6 2 1 6 4
13_STR 8 19 17 4 9 10 2

14_STR 1 2 2 2 2 1 3

15_STR 1 1 2 1 4 1 1

16_STR 1 1 7 2 5 1 1

17_STR 1 1 9 5 2 1 1

18_STR 1 1 Go-@ 1 3 5 14

19_STR 1 1 7 1 3 5 14

20_STR 2 1 6 2 Cno-p) | 1 1




MLST - Staphylococcus epidermidis rendszer NBIOMI

> 7 10Kkusz-20db izolatum
» Osszesen 3003 nukleotid pozicio
Hossz (NU) 465 420 438 412 428 424 416
ALLEL » 76 db kiilonb6z6 nukleotid pozicio
Cusoks 62 56 52 41 46 a4 55 ] .
tipuso » Kompozit karakter adatmatrix
Hasonl6sagi dendrogram (UPGMA)
MLST_CMP HASONLOSAG (%) )
- 15 50 55 20 35 i IZOLATUMOK
Oy (] 1_STR_REF_DSM_20044_D
—STRAErDIL200ee No-ID
z T_E 10_STR .
16_STR . 32
2_STR_REF _DSM_1783_D
20_STR . 19
17_STR I:l 85
| 8_STR
I 14_5TR . ?3
15_STR . 297
70,9% LT
‘ 5 STR . 5
I 11_STR . 327
12_STR
3_STR D 8
&3 ZEI 19_STR . 183
18_5TR
7.0] §_STR D 284
e 13_5TR D 364
5_S5TR

4_STR




VALIDALAS- Staphylococcus epidermidis torzsek 16S rRNSIOMI

» Az MLST validalasban szerepl6 20 db Staphylococcus epidermidis torzs:
» 2db REFERENCIA torzs (1-2 REF_DSM)
» 18 db Kornyezeti izolatum (3-20 STR)

» Teljes 16S rRNS szekvencia alapjan csak 8 db polimorf pozicioban kiilonb6znek

16S rRNS

20_STR
16_STR

1_STR_REF_DSM_20044_D

19_STR
2_STR_REF_DSM_1798_D
3 _STR
4 STR

10.sTR  100%

14_STR
15_STR
17_STR

18_STR

8_STR

99,9%

12_STR
11_STR

7_STR 1000/0

9 STR

5 STR

6_STR 1 0 O 0/0

13 STR

» A Kkétlegtavolabbi csoportis 99,9%-ban identikus a teljes 16S gén szakaszon




Staphylococcus epidermidis torzsek 16S rRNS vs. MLST NBIOMI

> VALIDALAS: 20 db Staphylococcus epidermidis torzs:

» 2db REFERENCIA torzs (1-2 REF_DSM)

20_STR

» 18 db Koérnyezeti izolatum (3-20 STR)

16S rRNS

1_STR_REF_DSM_20044 D

19_STR

3_STR
4 STR

1419 nu

10_STR
14_STR
15_STR

STR
18 STR

9-féle
ST

8_STR

12_STR

11_8TR

7_STR

9 STR

1-féle
ST

2. SIR

10 torzsbol allo csoport, 16S alapjan100% identikus
2 torzsbol allé csoport, 16S alapjan100% identikus

4 torzsbol allo csoport, 16S alapjan100% identikus

13_STR

2-féle
ST

9 db MLST ST-re kiiloniil
2 db MLST ST-re kiiloniil

1 db MLST ST-re kiiloniil

SN gy pepc g pmp § o§

MLST ST

32
19
65
73
297

327

183

284
364




MLST - Staphylococcus epidermidis rendszer VALIDALASBIOMI

> A mébdszer reprodukalhatésaganak vizsgalata soran a Kritérium, hogy ugyanabbdl a
torzsbd6l szarmazo parhuzamos DNS mintak esetében:

Minden 16kusz, minden nukleotid poziciéja 100%-ban azonos legyen

> FUGGETLEN: - parhuzamos DNS izolalasok (idében és személyzetben kiilonb6z6)
- parhuzamos PCR-ek
- parhuzamos szekvenalasok
- Kiillonbo6z6 passzazsok vizsgalatatol

VALIDATION STR_# Validalas MLST_sequence type MLST_allele type . .
paralell samples MLST ST arcC  aroE gtr  mutS pyrR tpiA yqil
1_STR_REF_DSM_20044_A DNS-1 1 1 1 2 2 1 1
1_STR_REF_DSM_20044_B  DNS-2 1 1 1 2 2 1 1
1_STR_REF_DSM_20044_C1.1 DNS-3-PCR1-SEQ1 1 1 1 2 2 1 1
1_STR_REF_DSM_20044_C1.2 DNS-3-PCR1-SEQ2 1 1 1 2 2 1 1
\-ll g 1_STR_REF_DSM_20044_C1.3 DNS-3-PCR1-SEQ3 1 1 1 2 2 1 1
i ;I 1_STR_REF_DSM_20044_C2 DNS-3-PCR2 1 1 1 2 2 1 1
e &  1_STR_REF_DSM_20044_C3 DNS-3-PCR3 1 1 1 2 2 1 1
1_STR_REF_DSM_20044_D DNS-4 1 1 1 2 2 1 1
1_STR_REF_DSM_20044_E DNS-5 1 1 1 2 2 1 1
1_STR_REF_DSM_20044_F DNS-6-5passzazs 1 1 1 2 2 1 1
1_STR_REF_DSM_20044_G  DNS-7-10passzazs 1 1 1 2 2 1 1
o 2_STR_REF_DSM_1798_A DNS-1 8 2 1 7 1 1 1 1
:I EI 2_STR_REF_DSM_1798_8B DNS-2 8 2 1 7 1 1 1 1
'!.':J E 2_STR_REF_DSM_1798_C DNS-3 8 2 1 7 1 1 1 1
° 2_STR_REF_DSM_1798 D DNS-4 8 2 1 7 1 1 1 1




MLST (Multi Locus Sequence Typing) genotipizalas NBIOMI

1) ALKALMAZHATOSAG:
» Barmely izolatumra alkalmazhat6

» MLST rendszerek: Staphylococcus aureus torzsek (vs. AFLP) /

Salmonella enterica torzsek (vs. szerotipus)

2) MEGKULONBOZTETHETOSEG/FELBONTAS:

» Torzsek elkiilonitése /

» Afelbontoképessége ugyan kisebb bizonyos esetekben, mint PFGE, MLVA, MST
3) REPRODUKALHATOSAG:
» Jo reprodukalhatdésag laboratériumon beliil és laboratériumok kozott is /

4) KIVITELEZHETOSEG:

» Elérheto technoldgia /




(Whole Genome Multi Locus Sequence Typin enotiplzg as

»_Teljes genom illesztések alapjan tortenik - NGS technolégiak

=

Roche GS-FLX

lllumina HiSeq

» ,CORE gene pool” kb. 1800-2000 gén/l6kusz alapjan

wgMLST

OMI

Life Technologies lon Torrent

» Sokkal nagyobb felbontast igér, mint a tradicionalis MLST, vagy mas

genotipizalé modszerek (PFGE, AFLP)

Mar elérhetd, kész adatbazisok

Brucella spp.
Campylobacter coli - C. jejuni

Escherichia coli / Shigella

Klebsiella pneumoniae

Legionella pneumophila
Listeria monocytogenes

Mycobacterium tuberculosis

Salmonella enterica

Staphylococcus aureus

Folyamatban levd, hamarosan elérhet6é adatbazisok

Acinetobacter baumannii
Bordetella pertussis
Citrobacter

Clostridium botulinum
Clostridium difficile
Cronobacter
Enterobacter cloacae complex
Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis
Mycobacterium abscessus
Pseudomonas aeruginosa
Vibrio spp.

Yersinia spp.



http://www.applied-maths.com/news/brucella-spp-whole-genome-sequence-typing
http://www.applied-maths.com/sites/default/files/extra/Release-Note-Campylobacter-coli-jejuni-schema.pdf
http://www.applied-maths.com/sites/default/files/extra/Release-Note-Eschericha-coli-Shigella-schema.pdf
http://www.applied-maths.com/sites/default/files/extra/Release-Note-Klebsiella-pneumoniae-schema.pdf
http://www.applied-maths.com/sites/default/files/extra/Release-Note-Legionella-pneumophila-schema.pdf
http://www.applied-maths.com/news/listeria-monocytogenes-whole-genome-sequence-typing
http://www.applied-maths.com/sites/default/files/extra/Release-Note-Mycobacterium-tuberculosis-schema.pdf
http://www.applied-maths.com/sites/default/files/extra/Release-Note-Salmonella-enterica-schema.pdf
http://www.applied-maths.com/news/staphylococcus-aureus-whole-genome-sequence-typing
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NBIOMI

30 w20 30 T = 50, 70 5 a3 500 =10, E
ACTCACCCTCCCCAGECT GATGECAGEC TGTCCCECCAGATCATGAACAAGEGCAGEC TGTTGAAGEC GOGACEECAGE TEEGAGAGCCCEECCAGEACCTGETEETGETGEECET
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