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A 16S rRNS gén alkalmassága:

 minden baktériumban univerzálisan előfordul

 hosszúsága megfelelő bioinformatikai tartalommal bír

 erősen konzervatív  és variábilis szakaszokból áll

Baktérium azonosítás_16S rRNS gén alapján

Parciális vizsgálat

(kb. 500 bp)

Teljes gén vizsgálata

(kb. 1500 bp)

16S rRNS génszakasz

 Konzervatív részek „univerzális” PCR primer tervezés

 Variábilis részek filogenetikai információ/felbontás

 Nagyszámú, és folyamatosan növekvő publikus 16S rRNS adatbázisok



16S rRNS gén-alapú identifikáció korlátai

POZITÍVUM:

 16S rRNS génszakasz meghatározása a  „gold standard”, legelterjedtebb

 Jobb felbontást ad, mint a fenotípusos jellegeken alapuló rendszerek (API, VITEK)

 megbízható és jól reprodukálható

 >95% GENUS szintű azonosítás

 >65% SPECIES szintű azonosítás <83%

 Species definíció: min. >99%, ajánlott >99.5%

KORLÁTOK: 

 csekély felbontással bír a faj alatti kategóriákban

 nem mindig lehet faji/genus szintű meghatározást adni

 egyes csoportok elválaszthatósága problematikus

(pl. Pseudomonas sp., Acinetobacter sp.)

 még nemzetség (genus) szinten sem lehetséges (pl. Enterobacteriaceae)

FAJ alatti szintű felbontás igénye a bakteriális identifikációban:

 baktérium genotipizálás

 „root-cause” analízis/kivizsgálásokban



Baktérium genotipizálási módszerek áttekintése 

1) ALKALMAZHATÓSÁG:

 Minden izolátumra alkalmazható legyen

2) MEGKÜLÖNBÖZTETHETŐSÉG/FELBONTÁS:

 Nem rokon izolátumok elkülönítésének képessége

3) REPRODUKÁLHATÓSÁG:

 Laboratóriumon belül és laboratóriumok között

4) KIVITELEZHETŐSÉG: 

 Gyorsaság, ár, műszerigény

I. DNS MINTÁZAT-alapú

II. DNS HIBRIDIZÁCIÓN-alapuló

III. DNS SZEKVENCIA-alapú

 NINCSEN tökéletes MÓDSZER, ami minden 

taxonra/minden esetre  jól alkalmazható

GIVE & TAKE

Több szempontot kell figyelembe venni



I. DNS MINTÁZAT-alapú genotipizáló módszerek
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DNS olvadási tulajdonsága alapján szeparál

Restrikciós fragmentumok GE/Southern blot (<10kb)

Random PCR amplifikáció (<10mer oligo)

Számosságban különböző tandem repeat szakaszok

Restrikció+ligálás+specifikus PCR mintázat

PCR amplifikálás+Restrikciós emésztés

DNS pulzáló elektroforézis mintázat (>20kb)

Repetitív DNS szakaszok (REP/ERIC/BOX)



II. DNS HIBRIDIZÁCIÓN-alapú genotipizáló módszerek
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Maximum 5000 pont/array

cDNS vagy oligonukleotid microarray

III. DNS SZEKVENCIA-alapú genotipizáló módszerek
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k Kódoló DNS szakaszok közötti nem kódoló DNS 
(16S-23S internal transcribed spacer) 

Több inter-genikus spacer szakasz

Egy kódoló gén szekvenálása (16S rRNS, rpoB)

Több kódoló gén szakaszon alapuló tipizálás

MULTI LOCUS SEQUNCE TYPING



 TÖBB (ált. 7 db) háztartási gén vizsgálata

 faj-specifikus

 előzetes filogenetikai információ szükséges

 450-500bp szakaszok szekvenálása

 Allél variációk vizsgálata

új variáció, új allél számot (Allele ID)

 7 génből egy 7-allél számkombináció 
adja a szekvencia típust

(ST-sequence type)

MLST (Multi Locus Sequence Typing)

 Számos fajra publikus MLST adatbázis létezik (https://pubmlst.org/data )-

- baktérium lista: ismertek  a gének, PCR primerek adatai, PCR reakció körülmények 

 Bármilyen fajra saját MLST módszer / adatbázis tervezhető a genomok ismeretében

- melyik génekkel válnak el megfelelő mértékben az izolátumok

- rendszer-finomítás



 7 gén vizsgálata
1) carbamate kinase (arcC)
2) shikimate dehydrogenase (aroE)
3) ABC transporter (gtr)
4) DNA mismatch repair protein (mutS)
5) pyrimidine operon regulatory protein (pyrR)
6) triosephosphate isomerase (tpiA)
7) acetyl-CoA acetyltransferase (yqiL)

MLST - Staphylococcus epidermidis rendszer

GÉN arcC aroE gtr mutS pyrR tpiA yqiL

Hossz (NU) 465 420 438 412 428 424 416

ALLÉL 
típusok #

62 56 52 41 46 44 55

 VALIDÁLÁS referencia törzsekre 
és  környezeti izolátumokra

2 db REF + 18db izolátum

 7 számból álló kombináció

ST-sequence type

 MLST online adatbázis

• 11 db különböző ST 

 4 db  eddig még LE NEM ÍRT

ÚJ típus fordul elő

 Adatbázisban leírt ST variációk száma 626 db

ALLELE ID

arcC aroE gtr mutS pyrR tpiA yqiL MLST_ST

1_STR_REF 
DSM_20044

1 1 1 2 2 1 1 5

2_STR_REF 
DSM_1798

2 1 7 1 1 1 1 8

M
LST     ST

3_STR 1 1 7 1 3 5 14 32

4_STR 8 no-ID 45 4 29 6 13 no-ID

5_STR 8 7 12 4 12 2 2 19

6_STR 1 19 17 4 9 10 2 65

7_STR 1 5 2 6 2 1 6 73

8_STR 1 2 2 2 2 1 3 297

9_STR 1 5 2 6 2 1 6 73

10_STR 1 1 1 2 no-ID 1 1 no-ID

11_STR 1 5 2 6 2 1 6 73

12_STR 1 5 2 6 2 1 6 73

13_STR 8 19 17 4 9 10 2 183

14_STR 1 2 2 2 2 1 3 297

15_STR 1 1 2 1 4 1 1 327

16_STR 1 1 7 2 5 1 1 364

17_STR 1 1 9 5 2 1 1 284

18_STR 1 1 no-ID 1 3 5 14 no-ID

19_STR 1 1 7 1 3 5 14 32

20_STR 2 1 6 2 no-ID 1 1 no-ID



 7 lókusz-20db izolátum

 Összesen 3003 nukleotid pozíció

 76 db különböző nukleotid pozíció

 Kompozit karakter adatmátrix

Hasonlósági dendrogram (UPGMA)

MLST - Staphylococcus epidermidis rendszer

GÉN arcC aroE gtr mutS pyrR tpiA yqiL

Hossz (NU) 465 420 438 412 428 424 416

ALLÉL 
típusok #

62 56 52 41 46 44 55

No-ID

70,9%

IZOLÁTUMOK
HASONLÓSÁG (%)



16S rRNS

 Az MLST validálásban szereplő 20 db Staphylococcus epidermidis törzs:

 2db REFERENCIA  törzs (1-2 REF_DSM)

 18 db Környezeti izolátum (3-20 STR)

 Teljes 16S rRNS szekvencia alapján csak 8 db polimorf pozícióban különböznek

VALIDÁLÁS- Staphylococcus epidermidis törzsek 16S rRNS

 A két legtávolabbi csoport is 99,9%-ban identikus a teljes 16S gén szakaszon

100%

99,9%

100%

100%



Staphylococcus epidermidis törzsek 16S rRNS vs. MLST

MLST ST

16S rRNS
1419 nu

9-féle
ST

 VALIDÁLÁS: 20 db Staphylococcus epidermidis törzs:

 2db REFERENCIA  törzs (1-2 REF_DSM)

 18 db Környezeti izolátum (3-20 STR)

10 törzsből álló csoport , 16S alapján100% identikus 9 db MLST ST-re különül

2 törzsből álló csoport, 16S alapján100% identikus 2 db MLST ST-re különül

4 törzsből álló csoport, 16S alapján100% identikus 1 db MLST ST-re különül

1-féle
ST

2-féle 
ST



MLST - Staphylococcus epidermidis rendszer VALIDÁLÁS

 A módszer reprodukálhatóságának vizsgálata során a kritérium, hogy ugyanabból a 
törzsből származó párhuzamos DNS minták esetében: 

Minden lókusz, minden nukleotid pozíciója 100%-ban azonos legyen

 FÜGGETLEN: - párhuzamos DNS izolálások (időben és személyzetben különböző)

- párhuzamos PCR-ek

- párhuzamos szekvenálások

- különböző passzázsok vizsgálatától

VALIDATION STR_#
Validálás MLST_sequence type MLST_allele type

paralell samples MLST ST arcC aroE gtr mutS pyrR tpiA yqiL

R
EF

_1
   

   
   

   
   

 
D

SM
_2

0
0

4
4

1_STR_REF_DSM_20044_A DNS-1 5 1 1 1 2 2 1 1

1_STR_REF_DSM_20044_B DNS-2 5 1 1 1 2 2 1 1

1_STR_REF_DSM_20044_C1.1 DNS-3-PCR1-SEQ1 5 1 1 1 2 2 1 1

1_STR_REF_DSM_20044_C1.2 DNS-3-PCR1-SEQ2 5 1 1 1 2 2 1 1

1_STR_REF_DSM_20044_C1.3 DNS-3-PCR1-SEQ3 5 1 1 1 2 2 1 1

1_STR_REF_DSM_20044_C2 DNS-3-PCR2 5 1 1 1 2 2 1 1

1_STR_REF_DSM_20044_C3 DNS-3-PCR3 5 1 1 1 2 2 1 1

1_STR_REF_DSM_20044_D DNS-4 5 1 1 1 2 2 1 1

1_STR_REF_DSM_20044_E DNS-5 5 1 1 1 2 2 1 1

1_STR_REF_DSM_20044_F DNS-6-5passzázs 5 1 1 1 2 2 1 1

1_STR_REF_DSM_20044_G DNS-7-10passzázs 5 1 1 1 2 2 1 1

R
EF

_2
D

SM
_1

7
9

8 2_STR_REF_DSM_1798_A DNS-1 8 2 1 7 1 1 1 1

2_STR_REF_DSM_1798_B DNS-2 8 2 1 7 1 1 1 1

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) genotipizálás

1) ALKALMAZHATÓSÁG:

 Bármely izolátumra alkalmazható

 MLST rendszerek: Staphylococcus aureus törzsek (vs. AFLP)

Salmonella enterica törzsek (vs. szerotípus)

2) MEGKÜLÖNBÖZTETHETŐSÉG/FELBONTÁS:

 Törzsek elkülönítése

 A felbontóképessége ugyan kisebb bizonyos esetekben, mint PFGE, MLVA, MST

3) REPRODUKÁLHATÓSÁG:

 Jó reprodukálhatóság laboratóriumon belül és laboratóriumok között is

4) KIVITELEZHETŐSÉG: 

 Elérhető technológia











wgMLST
(Whole Genome Multi Locus Sequence Typing) genotipizálás

 Teljes genom illesztések alapján történik - NGS technológiák

 „CORE gene pool” kb. 1800-2000 gén/lókusz alapján

 Sokkal nagyobb felbontást ígér, mint a tradicionális MLST, vagy más 
genotipizáló módszerek (PFGE, AFLP)

Folyamatban levő, hamarosan elérhető adatbázisok

• 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.

Már elérhető, kész adatbázisok

• Brucella spp.

• Campylobacter coli - C. jejuni

• Escherichia coli / Shigella

• Klebsiella pneumoniae

• Legionella pneumophila

• Listeria monocytogenes

• Mycobacterium tuberculosis

• Salmonella enterica

• Staphylococcus aureus

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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