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Mikroorganizmusok identifikalasa SZECHENYITERV

Célja: - a vélt patogén koroktani jelentéségenek tisztazasa
- megfelelb terapia kivalasztasa
- kornyezetre valo veszelyesség megallapitasa
- kezelborvos tajekoztatasa a fentiekrdl

|dentifikacidos modszerek

e .

Fenotipizalas Genotipizalas

- Festes - Molekularis mikrobioldgia
- Tenyésztes

- Biokémia

- Szeroldgia
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Molekularis mikrobiologia

Alapelv: Egyedi, species specifikus nukleotid szekvenciak azonositasa
Jellemzo6k:

Nagy erzékenyseég (szenzitivitas)

Nagy specificitas

Reprodukalhato

Nem fugg a cellularis funkcioktol / protein expressziotol
Gyorsabb, pontosabb identifikalas

. Automatizalhato

Kevesebb kontaminacio

Relative draga

NG WNE

Alkalmazasuk kiilonosen akkor indokolt, ha a tradicionalis
identifikacios modszerek eredményessege nem megfelelo
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A mlkrobék genomjénak ViZSgéIata @SZECHENYITERV

1. A vizsgalatokhoz altalaban részlegesen vagy teljesen tisztitott
nukleinsav vagy szintetikus poli-/oligonukleotid szukséges
2. A nukleinsavak forrasa lehet:

Nukleinsav tipusa | Forrasa_

Total DNS/RNS vizsgalando minta vagy teljes mikréba
Plazmid DNS baktérium és gomba

MRNS teljes sejt

rRNS teljes sejt vagy mikroszéma frakcio
bakteriofag DNS baktérium vagy sejt-lizatum

viralis DNS és RNS izolalt virus és virus-szerl részecskék

3. A nagy méretd DNS-t (pl. kromoszoma) a kulonbozé mechanikai
hatasokkal szemben védeni kell (pl. sejtek lizise agardz geélben)
4. Tisztitott DNS/RNS védelem az endonuleazokkal szemben
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Nukleinsavak elvalasztasa (P SEcHENTITERY
gelelektroforezissel

Target: - iIsmeretlen mikroba cellularis DNS/RNS molekulaja

Alkalmazas: - pathogének azonositasa

Alapelv: - nukleinsavak méret szerinti elvalasztasa 50kbp-ig
Horizontalis Vertikalis

1. Gél: poliakrilamid 1. Gél: agaroz
2. El6ny: jobb felbontoképesség 2. El6ény: - gyors
3. Hatrany: - lassabb - olcso
- dragabb - egyszer(
- technikailag nehezebb 3. Hatrany: rosszabb felbontoképesség

- akrilamid mérgez6
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Molekularis mikrobiologiai technikak:

1. Hibridizacios modszerek

2. Amplifikacidos médszerek

3. Epidemioldgiai tesztek
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1. Hibridizaciéos modszerek

Alkalmazas: Mikréba-specifikus DNS vagy RNS kimutatasa

Formai: A. Szilard fazisu hibridizacio
B. Folyékony fazisu hibridizacié

Alapelv: rovid, ismert szekvencigju ,probat” hibridizalunk a
vizsgalando (denaturalt) DNS-hez vagy RNS-hez. A proba
kotddése jelzi a keresett nukleinsav szakasz (célgén) jelenlétét.

Proba: a kimutatando szekvenciaval komplementer, 15-20 bazis
hosszusagu, egyszalu, jelolt oligo- vagy polinukleotid szekvencia,
amely nagy valoszinlséggel csak a vizsgalt mikroba célgénjével
hibridizal.

i e A projekt az Eurépai Uni6 tdmogatasaval, az Eurépai
ot Szocidlis Alap tarsfinanszirozasaval valésul meg.




((Z}) SZECHENYI TERV
Probak jelolési modijai:
1. Radioaktiv probak:
- 32P, 33p, 35S izotop

2. Nem radioaktiv (hideqg) probak:
- biotin-avidin
- digoxigenin ——
- fluoreszcens molekula
- kemilumineszcens
- Indirekt immunologiai jelolés
- peptid-nukleinsav proba (PNS): jobb athatoloképesseg

Lv Ag
Oy

ElGnyuk: kisebb kornyezetterhelés, nincs szukség koltséges
laboratoriumra és specialisan képzett szakemberekre.

www.ujszechenyiterv.gov.hu
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o s Y SZECHENYI TERV
Szilard fazisu hibridizacio alapelve: @

1. Avizsgalando nukleinsav 2. Jelolt proba hozzaadasa, 3. A nem kotédott probak

szilard hordozohoz kotése majd hibridizacio a target- eltavolitasa (mosas)
(nitrocelluléz, nylon) szekvenciaval
~
— —
N N _— N —~_ N \&‘\ —~ / N \&‘\ . /
4. Jel-detektalas: 1 2 3 45 6 7 8
- autoradiografia
- kolorimetria — —
- fluorimetria
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Szilard fazisu hibridizacio fajtai:
1.1. Southern blot
1.2. Northern blot
1.3. Telephibridizacio
1.4. FISH

1.5. CHIP
1.6. LIPA

‘ — MAGYARORSZAG MEGUJUL
je
4lis Alap tarsfinanszirozasaval valésul me:
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1.1. Southern blot

Target: - iIsmeretlen mikréba cellularis DNS molekulaja
Alkalmazas: - pathogének azonositasa
Hatrany: - draga és kisebb a szenzitivitasa, mint a PCR-nak
Agaroz gélelektroforézis B|°tt?|é5 \
Inkubalas a Hibridizacié a transzfer
jelolt probaval N komplementer & |=T T 77 Autoragio-
P \\\ DNS szakasszal - _ — grafia

Darryl Leja, http://www.genome.gov/Glossary/resources/southern_blot.pdf

(1) A DNS-t restrikcios endonukleazzal hasitjak, majd agar6z gélen elvalasztjak.
(2) A luggal denaturalt DNS-t atviszik nitrocelluléz vagy nylon membranra (traszfer),
(3) melyhez hdkezeléssel rogzitik. (4) Hozzaadjak a jelolt probat, majd a hibidizaciét
kovetden (5) kimutatjak a pozitiv (keresett gént tartalmazd) DNS savot (6)

Nemzeti Fejlesztési Ugynokség 7 I e
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H. pylori specifikus Southern blot kulonbozd baktérium

(1)) szécHenvi TERV
torzsekbdl izolalt DNS felhasznalasaval (autoradiografia)

123456789101}.

o,
kbp i
’
%
35— -
g [=re]
-y
1.9 —» - @b * & en - H.pylori-specifikus
. probak
0.8 >
=1
Nem H.pylori H.pylori
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1.2. Northern blot SZECHENYI TERV

Target: - Ismeretlen mikréba RNS (mMRNS) molekulaja
Alkalmazas: - génexpresszios vizsgalatok

Blotting

Filter papir
N Szivacs

Elektroforézis
—
P jeloit X Nitrocelluléz
marker membran
L Autoradiografia
Agaroz RNS !nk__ubéc!é ? Hibridizaco —
gél transzfer jelolt prébaval i
: D
Nitrocelluloz

Wikimedia Commons, http://commons.wikimedia.org/wiki/
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e . o . SZECHENYI TERV
Northern blot kulonbozd Francisella tularensis torzsekbdl
izolalt RNS felhasznalasaval (autoradiografia)

ProbeA nt ProbeB nt
v 200 200 . e e e
1. Vad torzsek: van hibridizacio *
| 2. Mutans torzsek: nincs hibridizacio
- * | -
100 100 http://www.biomedcentral.com/1471-2164/11/625/figure/F2
75 75

25 25

SS rRNA | e = -—
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1.3. Telephibridizacio J)) SZECHENYI TERV

Alapelv: - Amikroorganizmusok kézvetlen azonositasa hibridizaciéval
Elony: - nem igényel el6zetes DNS tisztitast
Hatrany: - nem elég érzékeny, sokszor a baktérium elédusitasa szukséges

Baktérium koloniak DNS immobilizacidja Préba hibridizaciéja Jel detektalas:
felndvesztése a membranra autoradiografia

1. 4.

2.
Nitrocellul6z
membran &
. \ - -

(1) A vizsgalandé mintabdl szilard taptalajon kifejl6dott baktérium telepeket
nitrocelluléz vagy nylon-membranra visszuk at. (2) Luggal (> pH12) és h6kezeléssel
feltarjuk a baktériumot, majd a kiszabadult DNS-t membranhoz rogzitjuk. (3) A
DNS-t denaturaljuk, majd hozzaadjuk a megfeleléen jelolt probat. (4) A
hibridizaciot kovet6en a kapott jelet detektaljuk.
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1.4. Fluoreszcens In Situ Hibridizacio (FISH) ) szerewmery

Target: - pathogén DNS/RNS
Alkamazas: - mikrobak in situ identifikalasa fluoreszcensen jelolt probakkal
Elonye. - nem igényel sejtfeltarast vagy elézetes nukleinsav tisztitast

- a nukleinsav lokalizacidjanak in situ vizsgalata
- a blott alapu technikaknal jobb szenzitivitas és specificitas
- tobbszoros jelolési lehetdseg

Vizsgalando

minta 3. Fluoreszcencia
_— 1. 2 detektalasa
Fixalas, metszés Hibridizacié

S

| . ﬁ

v

[
(L A
NS
N

A modszer lényege hogy a (1) fluoreszcensen jelolt, fajspecifikus oligonulkeotid probat
targylemezre fixalt baktériumokkal reagaltatjuk. (2) Hibridizaciés termosztatba
helyezve a préba csak az adott faj nukleinsavahoz fog specifikusan kotédni, igy a
felesleges proba lemosasa utan a sejtek (3) adott szini fluoreszcenciat mutatnak.

A 7
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Fixalas, permeabilizalas

Y

o Y
o %

Jeldlt proba hozzaadasa

e B
B 2l 2
& aC )
@ %

Mosas,detektalas

"L\Lf“
”
=0

o
o Y

Mikroszkop

) SZECHENYI TERV

Fluoreszcens szignal

Egy sejten belll

http://www.nature.com/nrmicro/journal/v3/n2/fig_tab/
nrmicro1092_F2.htm

Egy populacion belul

http://www.advandx.com/products/pna-fish/candida/
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1.5. DNS microarray (CHIP) J SZECHENYI TERV

Alapelv: Fluoreszcensen jelolt mikrobiélis DNS/CDNS molekulék Uveg vagy

(B AL 4

Alkalmazas: - tobb szaz/ezer gén egyidejl vizsgalata
- egyes baktériumtorzsek genetikai eltéréseinek vizsgalata
- komparativ microarray: kvantitativ génexpresszios analizis

(1) A vizsgalando, fluoreszcensen jelolt,
DNS vagy cDNS a CHIP-re Kkotott
(jeloletlen) prébakhoz hibridizal.

2. 3.
"ol (2) A kialakult, kettés szali DNS/DNS
vagy DNS/cDNS hibridek gerjesztés
hatasara fluoreszkalnak

! (3) A jel fluoreszcens detektorral (CHIP
Fixalt probak DNS/Préba hibrid szkenner) mérhet6.

Jelolt DNS CHIP-PLATFORM

Nemzeti Fejlesztési Ugynokség
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DNS-DNS HIBRIDIZACIO

Genetikai kulonbségek

vizsgalata

@ SZECHENYI TERV

DNS-cDNS HIBRIDIZACIO

2 V.
o [ s | 8 e s | ke ~ |~ (A ~ |~~~ | ~ ]| ~ ~_ | ~
|
Az | e e e e e [Aas] ~C AR | o o A e [ [~
| N
1 |
| ~ NG | NG | ONE |G | ONT | N [N R N ] TN Nz ] NG N > M Y [ W Kogn NI*
RN R
% NG| TN e | TN NG NG N2 [N AT Nz] TN Oz TN ]l T TN TN
o~ AR | [~ e ¥ kol Ko Wi ko Wil Eo Wi £ ~2 Ko ¥ Ea ¥ E U8 o\
N | N | TN | TN @ NI | TN e 1N oNas] NG| ] N (| oz | N
X &"/ | N | N e [ AR | e | (R |
|| | | | AR oAU | Y| o] ] | ] | Al
~ Y (ol P> N S [N = = ~ |~ | ~o | | ] ] e

Tenyésztés ,A” Tenyésztés ,B”

~N A

Komparativ microarray:
génexpresszo 0sszehasonlitasa
(aktiv gének fluoreszkalnak)
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1.6. Line Probe Assay (LiPA) (11)) SZECHENYI TERV

Alapelv: Mikrobak kulonb6zd genotipusanak vagy allélvariansainak azonositasa
hibridizacioval, szekvencia-specifikus proba-sor segitsegével.

Elony: - egy mintaban egyszerre tobb genetikai varians is vizsgalhato

- automatizalhato
o 16035
=5 B Heen.o. Modszerlépései:
CPvkamrol 1 1. DNS/RNS izolalasa
> | 2 C 2. RNS: reverz transzkripcio —cDNS szintézis
3. Célszakasz amplifikacidja PCR-ral
4. Ismételt PCR biotinnal jeldlt primerrel (nested PCR)
o | o [ 5. Biotinnal jelolt termék denaturalasa (egyszalusitas)
A RE=E 6. Egyszalusitott termék hibridizaciéja a 10-20 prébat
tartalmazé membran-csikkal
7. Mosas (nem kotott termék eltavolitasa)
2 2 Ha 8. Inkubalas streptavidin-ALP-vel (biotinhoz két)
| a0 e 9. Mosas
10. Eléhivés: lila szinii csik keletkezik ott, ahol hibrid van
Az ELETTUDON Ty | =

A projekt az Eurdpai Unio tamogatasaval, az Eurdpai
Szocidlis Alap tarsfinanszirozasaval valésul meg.



crer s e , SZECHENYI TERV
2. Amplifikacios modszerek @

2.1. Polimeraz lancreakcio (PCR)

1. Nukleinsav molekulak specifikus (target) régidinak amplifikalasa

2. Alegtobb PCR targetje a DNS - stabilabb, mint az RNS

3. A reakcio egy ciklikusan mikodoé termosztatban zajlik le, mely a PCR
reakcio egyes lepéseihez szukseges optimalis hdOmeérsékletet biztositja

Reakciohoz szukséges anyagok:

1. DNS templat

2. Primer-par

3. Tag polymerase enzim Y

4. dNTP s

5. Mg* n= ciklusok szama
6. Puffer

Nemzeti Fe]lesztesl Ugyndkség

- =
www.ujszechenyiterv.gov MAGYARORSZAG MEGUJUL
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PCR ciklusok lépései:
Eredeti target:
dupla-szali DNS
5 3 Templat: kettés szalu DNS,

amely a célgént tartalmazza.

1. Denaturacio

= == l Denaturélés (93-96°C)
_5, -\ Primer2 3
2. Annealing — o Gén-specifius primer parok
S Br-w— 5 hibridizaciéja mindkét szalhoz
5 —— 3’ . or
- s - A primer meghosszabbitasa
3. Szintezis (DNS szintézis) mindkét
3 = 5 templat szalon
3 5’
1. Denaturacié... T 0 primerek - Ismételt denaturalas,
5 3 annealing és DNS szintézis

l
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Agaroéz gél-elektroforézis:
Az amplicon mérete megfelel-e a vartnak?

Multiplex PCR Elonyok: o
1. Gyors, specifikus és erzekeny
2. Megbizhato
3. Nem tenyeszthet6 / elpusztult mikrobak detektalasa
4. Tobb gén egyuttes vizsgalata egyszerre, kulonboz6

primer parokkal = multiplex PCR

Hatranyok:

1. Fals + reakcio: kontaminacio

2. Fals — reakcio: inhibitorok jelenléte
3. Specialis személyi/targyi feltételek
4. Mennyiségi mérésre nem alkalmas

Nemzeti Fejlesztési Ugynokség
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2.2. Kvantitaiv Real time PCR @ seccnenreny

Target: - DNS, RNA/cDNS

Alapelv: - Computer-vezérelt PCR + fluoreszcens detektor
az amplifikalt DNS szalak kozé interkalalodo festék/jelolt proba
mennyisége valos idében mérhet6

Detektalas: - Interkalalodo festéek (SYBRgreen, EVAgreeen...stb.)
- Prébak: TaqMan, Molecular beacon, FRET..stb.

Total DNS v. RNS: cDNS ey o sz
Minta RNS izolalas szintézis >> Amplifikacio >-

1. Polymerization.

\' \_' \-' = .09 |
,.;r‘“fﬁ?}ZEZZ;’E?'?‘:'??? jjj,ﬂ RT-PCR alkalmazasa:
e e : 1. Génexpresszios vizsgalatok
L B R 3 2. RNS szekvencia analizis
P~ N 3. Kérokozok mennyiségi kimutatasa

A 103 cfu/mL A102 cfu/mL
Nemzeti Fejlesztési Ugynskség
www.ujszechenyiterv.gov.hu
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2.3. Arbitrarily Primed PCR (AP-PCR v. RAPD) *

Alapelv: Rovid, random szekvenciaju (nem meghatarozott génszakaszokra
specifikus) primerek alkalmazasa, melyek a target DNS molekula kulonboz6
pontjaira kotdédhet be, igy tobb, keletkezik (genomialis fingerprinting). A
kapott kulonbozd hosszusagu termék mintazat egyedi €s mikroba specifikus.

—> = - = <

— — Kiértékelés:
l 1. A kapott csik-mintazat (profil) jellemzése

2. Az amplikonok méretének és szamanak
. 1. meghatarozasa

ElOny:
- ismeretlen szekvencia estén is hasznalhato

| ||
f

Hatrany:
- nehéz standardizalni
- optimalizalas szukseges

www.ujszechenyiterv.gov.hu MAGYARORSZAG MEGUJUL

i e A projekt az Eurépai Uni6 tdmogatasaval, az Eurépai
ot Szocidlis Alap tarsfinanszirozasaval valésul meg.




3. EPIDEMIOLOGIAI TESZTEK () szecHenviTery

Epidemiolégia:
A betegsegek elterjedésének statisztikai vizsgalataval foglalkozo
tudomanyag.

Epidemiolégiai vizsgalatok céljai:

- Meghatarozo bakterium speciesek, klonok elterjedésenek
nyomon kovetese idoben es terben.

- A fert6zés modjanak és utjanak nyomon kovetése.

- Fokozott virulenciaju vagy multirezisztens (MDR) klonok
azonositasa.

Jarvanyok esetében kulonosen indokolt.

A projekt az Eurdpai Unio tamogatasaval, az Eurdpai
Szocidlis Alap tarsfinanszirozasaval valésul meg.




EPIDEMIOLOGIAI TESZTEK () szECHENYITERV

Molekularis epidemioldgiai modszerek alapfeltételei:
- Stabil marker jelenléte (tipizalhatdsag)

Az alkalmazott modszerek DNS, RNS alapuak, melyek kozul a legfontosabbak:

Restrikcios enzimes analizisek (REA)
- Restrikcios Fragment Lanc Polymorfizmus (RFLP)
- Pulzaltatott Mezd Gél Elektroforézis (PFGE)
- Ribotipizalas
Plazmid profil vizsgalat
PCR alapu médszerek
- Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)
- Antibiotikumrezisztencia gének detektalasa
- Virulencia gének detektalasa
Szekvenalas

- Antibiotikumrezisztencia gének
- Multi Lokusz Szekvencia Tipizalas (MLST)

h b |___Ies—eam e ey
www.ujszechenyitery. .gov.hu MAGYARORSZAG MEGUJUL

A projekt az Eurdpai Unio tamogatasaval, az Eurdpai
Szocidlis Alap tarsfinanszirozasaval valésul meg.



3.1. Restrikciés enzimes analizisek (REA) () szecHenviterv

3.1.1. Restrikcios Fragment Lanc Polimorfizmus (RFLP)

Célja:
A korokozo izolatumok kozti variabilitas meghatarozasa es az ez alapjan
tortend csoportositasuk.

Alapja:
A cél genom/gén, a szekvenciavariabilitasbol adodoan mas-mas helyeken
hasitddhat ugyanazzal a restrikcios enzimmel az eltér6 izolatumokban.

Kivitelezés:

A kérdéses gén kierGsitéese PCR-rel, konzervativ részt felismerd
primerekkel. A kapott termék emésztése restrikcios endonukleazzal. A
hasitasi mintazatok osszehasonlitasa agaroz gelelektroforezissel.

www.ujszechenyiterv.gov.hu

A projekt az Eurdpai Unio tamogatasaval, az Eurdpai
Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valdsul meg.



@ SZECHENYI TERV
Példa:

Campylobacter jejuni izolatumok kozti rokonsagi fok megallapitasa
flagellin A gen variabilitast detektalo flaA-RFLP-vel.

B

1. Célszekvencia kierbsitése

4

L = |
2. Emésztés Ddel restrikcios 3. Gél elektroforézis 4. A gélmintazat alapjan a
endonukleazzal rokonsagi fok megallapitasa
EI6nyok: Hatranyok:
- Viszonylag konnyen kivitelezhet6 - Nincsenek bevett standardok (enzim, stb.)
- Erzékeny - Eltér6é metilacios aktivitas okozhat eltéréseket a

fragmentek hosszaban

Nemzeti Fejlesztési Ugynskség
www.ujszechenyiterv.gov.hu
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A projekt az Eurépai Uni6 tamogatdsaval, az Eurdpai
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3.1.2. Pulzaltatott Mezeju Geélelektroforezis @) szecqenviterv
(PFGE)

Célja:
A vizsgalt izolatumok kozti rokonsagi fok megallapitasa.

Alapja:
A vizsgalt izolatumok teljes genomjainak osszehasonlité analizise adott
restrikcios enzimmel torténd hasitasi mintazata alapjan.

Kivitelezés:

Nagy tisztasagu kromoszomalis DNS izolalasa. A DNS emeésztése a
genomban viszonylag kevés felismer6 hellyel rendelkezé un. ritkan
hasito restrikcidos enzimmel. Az emésztett minta megfuttatasa specialis
gélfuttatd rendszerben.

Nemzeti Fejlesztési Ugynokség =

www.ujszechenyiterv.gov.hu
06 40 638 63 =

A projekt az Eurdpai Unio tamogatasaval, az Eurdpai
Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valdsul meg.



Példa: (7)) szEcHENYI TERV

Klebsiella pneumoniae izolatumok kdzti rokonsagi fok iiicyanapiaca wij€s
genom restrikcios mintazat alapjan.

1. Baktériumsejtek feltarasa, DNS
kivonasa, majd Xbal restrikcios
endonukleazzal torténé hasitasa
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a 1.
2. DNS fragmentek elvalasztasa 3. Az egyes mintdk hasitasi mintazatainak

valtozo iranyu €S Intenzitasu dsszehasonlitasa, szoftveres kiértékelése
elektromos mez8&ben

El6nye: Hatranyok:
- Teljes genomszint( valtozasok, és -Iddigényes
atrendez6dések nyomon kovethetbk -Draga infrastruktura

Nemzeti Fejlesztési Ugynokség
www.ujszechenyiterv.gov.hu
06 40 638 638

A projekt az Eurdpai Uni6 tamogatdsaval, az Eurdpai
Szocidlis Alap tarsfinanszirozasaval valésul meg.




3.1.3. Ribotipizalas () SZECHENYITERV

Célja:
Organizmusok identifikalasa és az eltérd izolatumok kozti rokonsag
megallapitasa.

Alapja:
Az egyes organizmusok kromoszomajanak endonukleazos hasitasi

alapmintazatan (RFLP) tul a rRNS gének eltéré fragmentekhez valo
kotédése is diagnosztikus informacioval bir.

Kivitelezés:

A minta DNS-t restrikcios endonukleazzal hasitjuk, gélelektroforézissel
elvalasztjuk, majd riboszomalis RNS génre specifikus probaval
hibridizaltatjuk (Southern blot). A kapott eredményeket adatbanki
adatokkal vetjuk Ossze.

Nemzeti Fejlesztési Ugynokség = 5 5
www.ujszechenyiterv.gov.hu AGYARORSZAG MEGUJUI
06 40 638 63 =

A projekt az Eurdpai Unio tamogatasaval, az Eurdpai
Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valdsul meg.



Példa:

@ SZECHENYI TERV

Salmonella enterica serotype Enteritidis torzsek ribotipizalasa.

Kromoszomalis
DNS izolalas és
emesztés

Elbnye:
- Jo felbontasu

Agaroz
géel ELFO
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Southern blot

Analizis

Hatranya:
-ld6igényes

Nemzeti Fejlesztési Ugynskség
www.ujszechenyiterv.gov.hu

—
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3.2. Plazmid profil vizsgalat 7)) SZECHENYI TERV

Célja:
A izolatumokban talalhato plazmidok szamanak €s méretének
meghatarozasa, osszehasonlitasa.

Alapja:

Egyes antibiotikumrezisztencia és virulencia gének extrakromoszomalis
elemeken, plazmidokon kédoltak. A plazmidok meérete dontéen 2-150
kb-ig terjed és méretUk sok esetben jellemzd, ezaltal indikativ
epidemiologiai fontossagu.

Kivitelezes:

A vizsgalt torzsekbdl plazmidizolalast vegzunk, majd a mintakat
geélelektroforézissel elvalasztjuk és értékeljuk. SzUkség esetén a
plazmidok tovabb vizsgalhatok endonukleazos emeésztéssel (RFLP),
hibridizalassal (Southern blot) vagy PCR-rel.

Nemzeti Fejlesztési Ugynokség =
www.ujszechenyiterv.gov.hu
06 40 638 63 =

A projekt az Eurdpai Unio tamogatasaval, az Eurdpai
Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valdsul meg.



(7)) szECHENYI TERV

Pelda:
Klebsiella pneumoniae izolatumok plazmid profiljanak feltérképezése. Az
ESBL gének el6fordulasa igen gyakran plazmidhoz kotott. Az egyes
plazmidok mérete jellemzé lehet.
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4 Kp Ei:
Agaroz <o o

gélelektroforezis Plazmid profijuk alapjan az egyes
betegekdl szarmazé K. pneumoniae
izolatumok heterogének

Plazmidizolalas

El6nye: Hatranya:
-Olcso -Részinformaciot nyuijt
-Egyszeri

Nemzeti Fejlesztési Ugynokség
www.ujszechenyiterv.gov.hu

= MAGYARORSZAG MEGUJUL

06 40 638 638

A projekt az Eurépai Uni6 tamogatdsaval, az Eurdpai
Szocidlis Alap tarsfinanszirozasaval valésul meg.



3.3. PCR alapu modszerek

y
[

(7)) szEcHENYI TERV

3.3.1. Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

Példa:

Klebsiella pneumoniae izolatumok egymastol valo elkulonitése.

|zolatumok

PCR, majd
agaréz gél ELFO

Elénye:

-Nem kivan el6zetes szekvencia ismeretet

-Egyszerl mintakezelés

Analizis: a piros nyillal jelolt klonok
eltérd korhazi osztalyokrdl szarmaznak,
de RAPD alapjan rokonsagot mutatnak

Hatranya:

-Mar pontmutacio is jelentésen
befolyasolhatja az eredményt

Nemzeti Fejlesztési Ugynokség
www.ujszechenyiterv.gov.hu
06 40 638 638

A projekt az Eurdpai Uni6 tamogatdsaval, az Eurdpai
Szocidlis Alap tarsfinanszirozasaval valésul meg.




(7D szECHENYI TERV

3.3.2. Antibiotikum rezisztencia gének detektalasa

Célja:
Ismert szekvenciaval rendelkez0 rezisztenciagenek jelenlétének
Kimutatasa.

Alapja:
Sok esetben az antibiotikum rezisztencia, rezisztenciagénhez kotott.

Kivitelezés:
PCR

Elbnye: Hatranya:
- Gyors - A gén jelenléte nem feltétlenul jelenti annak
- Egyszerl mintakezelés fenotipusos megnyilvanulasat

emzeti Fejlesztési Ugyndkség ) : 5
www.ujszechenyiterv.gov.hu IAGYARORSZAG MEGUJUI
06 40 638 63! _—

A projekt az Eurdpai Unio tamogatasaval, az Eurdpai
Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valdsul meg.



@ SZECHENYI TERV
Példa:

Meticillin rezisztenciaért felelés mecA gén jelenlétének kimutatasa
Staphylococcus aureus izolatumkbal.

1 23 4 5 6 7 8 910 11 1213 1415 1617 18 K

Koldnia felszedés,

felf6zés PCR A tesztelt 18 betegizolatumok S. aureus kozul
14 hordozza a mecA geént

Elénye: Hatranya:
- Gyors - A gén jelenlete nem feltétlendl jelenti annak
- Egyszer(i mintakezelés fenotipusos megnyilvanulasat
AZ ELETTUDOMANYI- KLINIKAI FELSOOKTATAS GYAKORLATORIENTALT ES HALLGATOBARAT Nwis&"ﬁi:’é;:z = m

KORSZERUSITESE A VIDEKI KEPZOHELYEK NEMZETKOZI VERSENYKEPESSEGENEK EROSITESERE Sooiaiiag Eadboig Bctaiiidd seEivdodl o
£ rojekt az curopail Unio tamogatasaval, az curopai ropai
TAMOP-4.1.1.C-13/1/KONV-2014-0001 - oci sinanstirazisavelvolboul meg. . 9

Szocialis Alap tarsfi losul meg. g.




3.3.3 Virulenciagének detektalasa 7)) SZECHENYI TERV

Célja:
Egy izolatum virulencia potencialjanak megitélése, illetve tobb izolatum
virulencia potencialjanak genotipus alapu osszehasonlitasa.

Alapja:
A patogenitasban eés virulenciaban szerepet jatszo faktorok
kromoszoman vagy plazmidon koédoltak, melyek PCR-rel kimutathatok.

Kivitelezés:

PCR, legtobbszor Multiplex-PCR (1 reakcioban tobb primer par talalhatod)
Leggyakrabban vizsgalt faktorok: adhezinek, toxinok.

El6nye: Hatranya:
- Gyors - A gén jelenléte nem feltétlenul jelenti annak
- Egyszerl mintakezelés fenotipusos megnyilvanulasat

www.ujszechenyiterv.gov.hu

A projekt az Eurdpai Unio tamogatasaval, az Eurdpai
Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valdsul meg.



w SZECHENYI TERV
Példa:
Harom darab E. coli izolatum vizsgalata toxin-, és adhezm genek
jelenlétére Multiplex-PCR rendszerben.

Vizsgalt gének:

LT1: ho-labilis toxin 1 N
LT2: h6é-labilis toxin 2 = o
ST1: hé-stabil toxin 1

VT1: verotoxin 1

eaeA: kolonizacios faktor

LT2 (720bp)
VT1 (523bp)
eaeA (397bp)
LT1 (275bp)
§l ST1 (175bp)

Az 5 vizsgalt génbdl 2-2 van jelen a
harom E. coli izolatumban eltérd
kombinacidban

Elbnye: Hatranya:
- Gyors - A gén jelenléte nem feltétlendl jelenti annak
- Egyszerld mintakezelés fenotipusos megnyilvanulasat

Nemzeti Fejlesztési Ugynokség
www.ujszechenyiterv.gov.hu
06 40 638 638
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3.4. Szekvenciaszintii analizisek 2)) SZECHENYI TERV

3.4.1. Multi Lokusz Szekvencia Tipizalas (MLST)

Célja:
|zolatumok, torzsek fajon beluli elkulonitése.

Alapia:
Az izolatumok elkulonitését a genom tobb, rovidebb Iokuszardl
szarmazo szekvencia adatara alapozza.

Kivitelezes:

A nagymertekl konzervativizmussal, de megis részlegesen variabilis
szekvencia részekkel rendelkez6 anyagcsere funkciokért felelGs
gének (haztartasi gének), 400-500 bp hosszu szakaszait felerdsitjuk,
majd megszekvenaljuk. A kapott allélok szekvencia adatait egymassal
és az adatbanki adatokkal vetjuk 0ssze.

A projekt az Eurdpai Unio tamogatasaval, az Eurdpai
Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valdsul meg.
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Példa:

Campylobacter jejuni izolatumok rokonsagi fokanak

haztartasi gen alapu meghatarozasa.

|zolatum 7 db konkrét
haztartasi gén
kier6sitése PCR-rel

Elénye:
- Pontos

- A genom tobb szakaszardl vet
0ssze informaciot

Szekvenalas

Hatranya:

@ SZECHENYI TERV

glyA

ATCC 49350
ATCC 49351
RM2095
RM2096
RRRRRR 63 181 252 306 169
$S15384 63 223 182 251 306 265 170 1844
CCUG 18266 63 223 179 251 304 262 166 1840
269.97 63 164 183 188 27 266 18 1845
4
354 (RM1221)
X
7 (§)
43 (NCTC 11168)
8
,'g
Q
135 T
B 1063 (RM2228) | ¢,
™ 900 o
"1 828
1068 -4

Az izolatumok rokonsagi fokat
dendogram abrazolja 7db haztartasi
gen szekvencia analizise alapjan

- Koltseégigényes berendezeés és reagensek

Nemzeti Fejlesztési Ugynskség
www.ujszechenyiterv.gov.hu
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3.4.2. Antibiotikumrezisztencia gének ') SZECHENYITERV
szekvencia szintl analizise

Ceélja:
Rezisztenciagének szekvenciaszintl 0Osszehasonlito vizsgalata eés
epidemiologiajuk feltarasa.

Alapja:

Az egyes rezisztenciagének nagymertekl szekvencia-polimorfizmust
mutatnak, igy azok Kkategorizalasa, és epidemioldgiai vizsgalata
szekvenciajuk ismeretében valosithatdo meg.

Kivitelezés:

A variabilis regiot tartalmazé kerdéses rezisztenciagent PCR-rel
felamplifikaljuk, majd a kapott -altalaban 400-800 bp hosszu- terméket
két iranybol megszekvenaljuk. A gének kategorizalasa nukleotid eltérések
alapjan tortenik.




(1)) SZECHENYI TERV

Példa:

Béta-laktamazt kodoldo genek molekularis epidemioldgiajanak
feltarasa. Az egyes rezisztenciagenek korhazi jelenlétének
monitorozasa.

Kromoszdmalis DNS PCR,
vagy m=) csoport (SHV, TEM, stb.) =)  Szekvenalas + szekvenciaanalizis
plazmid izolalas specifikus primerekkel.
Aminosav eltérés alapjan
az azonositott tipus (pl.: TEM-10)
besorolasa, vagy Uj altipus azonositasa.

Elénye: Hatranya:

- Szekvenciaszintl infromacidt ad - KOltséges hattér infrastruktura

Nemzeti Fejlesztési Ugynokség =
www.ujszechenyiterv.gov.hu
0640638 638 =

A projekt az Eurdpai Unio tamogatasaval, az Eurdpai
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