Metody molekularni
diagnostiky bakterii



|dentifikace bakterii

» Cilem typizace je urCeni jednotlivych kmenu
(nebo klonu), druhu, taxonu jiné urovné
— Kilinickeé ucely
— Epidemiologické ucely
— Fylogenetické ucely
» Existuji dve velke skupiny metod
— Fenotypové
» TradiCni (morfologickeé, biochemicke, sérologické)
» Citlivost k antibiotikiim
* Chemotaxonomické
« Fagotypizace
« MALDI-TOF MS
— Genotypove — zalozené na DNA



Molekularni (DNA)-diagnostika

* \/yuziva stanoveni rozdilu v sekvenci DNA

— ldentifikace (konzervované specifické sekvence)
« 16S rRNA
« Jedinecné geny

— typizace (konzervované sekvence s variabilnim motivem)

» Na zaklade sekvence
— SNP, alely genu
— Repetice
— Mezerniky

» Fingerprintové metody
* Predpoklada, ze jedinci (kmeny) se shodnym genomem
jsou klonalne pribuzni
* Predpoklada, ze rozdily v sekvenci DNA ovlivauji urcité
fenotypoveé znaky (obvykle neni nutno studovat fenotyp)
* Nahrazuje jiné typizacni metody, napr. serologicke,
biochemickeé



Molekularni diagnostika

Identifikace

Prevence

Lécba choroby

Vyhledani zdroje / puvodce

Fylogenetické studie



Genotypove metody

* Vyhodou genotypovych metod oproti
fenotypovym je

nezavislost na expresi specifickych gent v umélém prostredi
(laboratorni meédia)

genotypove znaky jsou na rozdil od fenotypovych (biotyp, sérotyp,
antibiogram) relativné stalé

davaji reprodukovatelné vysledky analyz i za riznych
laboratornich podminek

jsou rychlé a zpravidla nevyzaduji pfedchozi kultivaci
mikroorganismu

Umoznuji identifikaci nekultivovatelnych mikroorganismu

metody zalozené na chromozomalni DNA maji na rozdil od
fenotypovych metod 100% typovatelnost, protoze vSechny
bakterie maji chromozom a proto se tyto metody zaméruji na
stupen a povahu polymorfismi DNA



Slozky prokaryotickeho genomu a
jejich vyuziti pro diagnostiku

strukturni geny transpozony
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Hodnoceni kvality typizacniho
systemu

* Typizacni system je charakterizovan
[ kriteriemi (Maslow, 1993)
— Typovatelnost
— Reprodukovatelnost
— Stalost
— Rozlisovaci sila
— Epidemiologicka shoda
— Snadnost interpretace
— Jednoduchost provedeni



» Typovatelnost je vyjadrena
procentem izolatu, které muze

typizaCni system jednoznacne priradit
K urcitéemu typu, v idealnim pripade
vsechny izolaty

 Reprodukovatelnost je schopnost
typizacniho systemu pri opakovanem
testovani pridelit stejnému kmenu
Znovu stejny typ



» Stalost je biologicka vlastnost
klonalné odvozenych izolatu
exprimovat stale markery behem

casu a generaci

— Stabilita markeru muze byt prijatelna i
pri pritomnosti zmen pod podminkou, ze
typizaCni systém umoznuje rozpoznani
klonalni pribuznosti a nevede ke spatne
klasifikaci subklonalnich variant jako
epidemiologicky nepribuznych




» Rozlisovaci sila typizacnich systému je
definovana jako prumeérna
pravdepodobnost, ze rozdilné genotypy
budou prirazeny do dvou nepribuznych
kmenu v populaci daného rodu

— Je pocitana pomoci vzorce Simpsonova
indexu diverzity (Hunter a Gaston 1988)

— Pred vypoctem je treba vyloucit netypovatelné
kmeny

— Tento index zavisi na pocCtu typu a na Cetnosti
rozSifeni kmenu kazdého typu




Simpsonuv index diverzity

— D je diskriminacni index

— N je pocet nepribuznych testovanych kmenu
— S je pocet rozdilnych typu

— n; - poCet kmenu patricCich k j-téemu typu

V praxi je prijatelny typizacni system s idexem
vetsim nez 0,995, coz odpovida 5%
pravdepodobnostl chybneho prirazeni
nezavislych izolatu ke stejnému klonu



+ Epidemiologicka shoda je schopnost
typizacniho systemu spravne klasifikovat

do stejneho klonu vsechny
epidemiologicky pribuzné izolaty z dobre
popsaneho propuknuti infekCni choroby

 Snadnost interpretace a jednoduchost
provedeni jsou kritéria dulezita pro to, aby
metoda byla ochotne prijata klinickymi
mikrobiology, kteri obvykle postradaji vetsi
odbornost potfebnou k rozpoznani rozdilu
mezi kmeny




Srovnani rozliSovaci schopnosti
genotypovych a fenotypovych
metod

» Vetsi rozlisovaci schopnost zpravidla u
metod genotypovych

— neni ovlivnena promenlivosti vyjadreni
urciteho znaku, napr. promenlivosti vyjadreni
rezistence pri stanovovani antibiogramu
(hlavni typizacni metoda v mnoha
nemocnicich pri epidemickych
onemocnenich).



Charakteristika typizacnich systemu.

Typizacni systém Typovatelnost Reprodukovatelnost RozliSovaci
(1-2) (1-4) schopnost
d-5)
FENOTYPOVE METODY
biotypizace ++ +++ +
citlivost k antibiotikiim ++ -+
sérotypizace + ++ T4t
fagotapizace + +++ +
imunobloting ++ -+ ++
multilokusova ++ ++++ ++
enzymova elektroforéza
GENOTYPOVE METODY
analyza plazmidi + +++ -+
restrik¢ni analyza ++ ++ St
(RFLP)
ribotypizace ++ e +++
pulzni elektroforéza ++ +++ -+
(PFGE)
PCR-RFLP ++ -+ +++
AP-PCR (RAPD) ++ ++ -+
sekvencovani ++ ++++ A+
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Molekularni metody pro detekci
polymorfizmu v genomech

« Cilem je charakterizace

— Chromozomalni DNA
— Plazmidové DNA
— Celkové genomové DNA

 Posouzeni parametrl genomu a vybeér relevantnich
sekvenci pro detekci polymorfizmu

— Bodove mutace versus udalosti rekombinace
e 2 skupiny metod
— Primé
» Detekce polymorfizmu na drovni primarni sruktury (napf.
sekvenovani, real-time PCR pro detekci SNP)
* Nejpresngjsi, ale Casove a finanCné narocneé
— Neprimeé
» Poskytuji ruzné typy fingerprintu (otisk DNA) dostupnych ve formé
obrazu gelu nebo hybridizaénich membran

« Rozdéluji se na techniky
— bez amplifikace DNA
— s amplifikaci DNA
— |ldentifikace konformacnich polymorfizmu nukleovych kyselin



Metody studia sekvencniho polymorfizmu DNA

* 1. Pfima metoda:
— Sangerovo sekvencovani
— NGS a sekvenovani treti generace
— Sekvencovani prostrednictvim hybridizaci

— metody pro specifickou detekci jednonukleotidovych polymorfizmu
 Enzymatické reakce na DNA-Cipech
 Hmotnostni spektrometrie
 real-time PCR s alelové specifickymi sondami

« 2. Neprimé metody: fingerprinting (otisky DNA)
— RFLP - polymorfizmus délek restrikEnich fragmentu
— AFLP - polymorfizmus délek amplifikovanych fragmentu
— SSLP- polymorfizmus délek fragmentu s jednoduchou repetici
— CFLP- polymorfizmus délek fragmentu vytvorenych kleavazou
— SSCP - polymorfizmus konformace jednoretézcu
— DSCP - polymorfizmus konformace dvouretézcu



Prime metody pro identifikaci

* Vice nez 100 ortolognich genu vhodnych
pro identifikaci a fylogeneticke studie

 Rozdilna uroven konzervovanosti

sekvenci — pro kazdy rod jiné geny
* Nejpouzivanejsi lokusy:

— 16S rRNA

— Hsp60 (Cpn60, GroEL)

— RpoB

— Dnad/DnaK

— gyrA



Sekvence genu pro 16S-ribozomalni RNA

* Ribosomal Database Project (Release 10

RDP Release 10, Update 18 :: Jan 25, 2010 :: 1,358,426 165 rRNAs
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http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp

SILVA rRNA database

GLOBAL

CORE elixir
BIODATA o
RESOURCE Core Data

Resouwrce

Welcome to the SILVA A database ject
A comprehensive on-line resource for quality che n
ribosomal RNA seque

SILVA provides compre ity che i ; : |
dat f 5 ( ) | [ (GCB increasi al number

) N (r quer i a and
(Bacteria, Archaea and Eukar)

User

SILVA



https://www.arb-silva.de/

EzBioCloud (http://www.ezbiocloud.net/)

« vefejny portal pro analyzu genu pro 16S rRNA a WGS
* pro taxonomii, ekologii a metagenomiku

Search EzBioCloud Database

Featured services

o Sk e

Other services
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Sekvence genu pro 60 kDa chaperonin
(cpn60, Hsp60 nebo GroEL)

* cpnDB: A Chaperonin Database
https://www.cpndb.ca/

C I] N [l B Welcome to cpnDB

the chaperonin database

Chaperonins are a diverse family of molecular chaperones that are present in the plastids, mitochondria, and cytoplasm of eukaryotes,
into group | (CPN60, also known as Hsp60 or GroEL, found in bacteria, some archaea, mitochondria and plastids) and group 11 (CCT, TriC
eukaryotic cytoplasm).

_—

COLLABORATOR LOG IN | HELP ) . . . I . . .
Chaperonin sequences are useful for phylogenetic studies and have been widely exploited in studies of prokaryotic and eukaryotic evol

also been employed as targets for detection and identification of organisms since a 549-567 bp segment of the cpn60 coding region, the
universal PCR primers.

HOME
SEARCH CPNDB A universal amplification system has been developed for the archaeal thermosome, based on primers that target an approximately 700
BLAST AND FASTA The sequence data included in cpnDB is collected from public databases or generated by a network of collaborators exploiting the cpné
microbial ecology studies. The goal of the cpnDB project is to provide a manually curated, taxonomically broad collection of chaperonir
PUBLICATIONS . ) . ) L . . .
cpnDB is built and maintained with open source tools. Support for the continuing development and curation of cpnDB is provided by:
LINKS
VIEW CART P UNIVERSITY OF NSERC
7y SASKATCHEWAN CRSNG
DOWNLOADS
FAQ
FOLLOW US ON TWITTER: \t kﬁéﬂp
F -
@CHAPERONINDB c‘ _



Integrovane databaze

* |dentifikace na zaklade sekvenci vice genu
yrB, recA, sodA, rpob, tmRNA, tuf, groEsS,
groEL, dnakK, dnad, fusA
» Biolnformatic Bacteria ldentification (BIBI
« UBCG: Up-to-date bacterial
core gene set and pipeline

for pnhylogenomic tree
reconstruction ==

Al d to

None
No identification at t al). No Comn

Node level 1 Sequence Id Type strains with Id Nb of seqs with Id

Cor jum_ 0 1
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MLSA — multilokusova sekvencni
analyza pro identifikaci

fylogeneticka analyza zalozena na analyze
castecnych sekvenci nekolika ortolognich
genu (nebo proteinu)

konkatenovane sekvence
pouzivana pro definici druhu v taxonomi

muze nahradit srovnani celogenomovych
sekvenci



Primé metody pro typizaci
 SLST - jednolokusova sekvencni typizace

« Stanoveni polymorfni sekvence jednoho genu
obsahujiciho napr. repetitivni hypervariabilni regiony
* Pfifazeni do typu
— Napf. spa-typizace u stafylokoku
(https://spa.ridom.de/spatypes.shtml)
 PCR amplifikace + Sangerovo sekvenovani repetitivni oblasti
 zvlasté zajimavy pro rychlou diagnostiku v nemocnicnim prostredi
« Harmonizace mezi laboratofemi

REPETICE Spa-typ

U AAALTE ALK AalAanslsUL Il

GAGGAAGACAATAACAAGCCTGGC
AAAGAAGACAACAACAAGCCTGGT
AAAGAAGACAACAACAAACCTGGT




Ridom StaphType

» priklad jednolokusove typizace genu pro
stafylokokovy protein A

'i' Ridom StaphType - Default Database
File Database Options Tools ‘Windows Help
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Primé metody pro typizaci

 MLST — multilokusova sekvencéni typizace

« Stanoveni sekvence nékolika (obvykle 7) genu
rozmisténych pokud mozno rovhomerne genomu

 Prifazeni sekvenci do alelovych typu
« Kombinace typu alel tvofi sekvenéni typ (ST)
— Zavedena u celé rfady druhu
— Databaze pristupna na webu
— S vhodnymi statistickymi algoritmy umoznuje provadeét
shlukovou analyzu a dedukci klonalnich linii



PubMLST.org — databaze
https://pubmist.org/

Public databases for molecular typing
u and microbial genome diversity

HOME ORGANISMS ~ SPECIESID  ABOUT US UPDATES

M Al ':'a:’
A collection of open-access, curated databases that '
integrate population sequence data with provenance
and phenotype information for over 130 different
microbial species and genera.

41,492,243 1,555,511 1,262,614
ALLELES ISOLATES GENOMES

Organisms search

Change of data access policy

Please note that registration is now necessary to access allele, profile, and isolate data added after 31 December 2024.



https://pubmlst.org/

Priklad MLST databaze

ylococcus aureus > Staphylococcus aureus typing

Home > QOrganisms > Stap

Staphylococcus aureus typing database

Change of data access policy:

Please note that registration is now necessary to access allele, profile, and isolate data added after 31 December 2024 for all PubMLST databases. See further details.

Restricted view: Note that you are currently restricted to viewing or downloading data that was submitted on or prior to 2024-12-31.Please log in to access the full dataset.

Find alleles +] LOG IN

Query a sequence

Single sequence
Query a single sequence or whole

genome assembly to identify allelic
matches.

Batch sequences

Query multiple independent sequences
in FASTA format to identify allelic
matches.

By specific criteria

Find alleles by matching criteria (all
loci together)

By locus

Select, analyse and download specific
alleles from a single locus.

Search for allelic profiles

By specific criteria

Search, browse or enter list of profiles

By allelic profile

This can include partial matches to find
related profiles.

In a batch

Look up multiple allelic profiles
together.

ZL SUBMISSIONS

& DOWNLOADS

(2 EXPORT

lz ANALYSIS

& CUSTOMISE

© INFORMATION

S ISOLATES




Rekonstrukce fylogeneze klonu

» eBurst — algoritmus pro analyzu MLST typu a
definici ,klonalnich komplexu®

« Klonalni komplexy jsou definovany jako ST,
ktere odpovidaji centralnimu genotypu (ST) na
ctyrech nebo vice lokusech.
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Whole genome multi locus
sequence typing (wgMLST)

« Celogenomove sekvenovani — financné vyhodnejsi
* \Vlyzaduje vyvoj databazi alel, vyber vhodnych alel,
vypocetne narocné
« Vyuziti bioinformatickych pristupu pro analyzu
jednonukleotidovych polymorfizmu
— WQSNP - Whole genome SNP analysis

— WgMLST - Whole genome MLST
— cgMLST — Core genome MLST

Vysoke rozliseni, reproducibilni, hierarchicka nomenklatura
)

aacttt

cttaat aacttt



Neprime metody pro
identifikaci a typizaci



Klasifikace technik pro fingerprinting DNA prokaryot

I

Plasmidova DNA Chromosomova DNA Geny nebo jejich ¢asti

Analyza obsahu a poétu plazmidii

Analyza poctu chromozomii DGGE analyza amplifikovaného genu

restrikéni analyza REAP RFLP (polymorfizmus délky restrik¢. fragm.) SSCP analyza amplifikovaného genu

AFLP plazmidu

RFLP analyza amplifikovanych gent
{ PFGE, FIGE makrorestrikéni analyza (Smal) ‘

{analyza velkych fragmentu ‘ { rDNA-RFLP analyza
A{analyza malych fragment( ‘ { hsp65-RFLP analyza
— SRFH (hybridizace se sondou) ~{ R-lactamase-RFLP analyza

L rDNA (ribotypizace), M13, IS ~{ Single-strand conformation RFLP

~{SRFA (selektivni amplifikace restrikc. fragm.) ~{ CFLP (cleavase)

[

. L , Genova RFLP-SSCP analyza
I—amplifikace zavisla na primeru [AFLP]

- ligation-mediated PCR (S RE)

L{Genova AFLP analy
- mixed-linker PCR enova s anayza
— ligation-mediated PCR (partial ligation IS)
- RFLP - DGGE (RE - DE) —{polymorfizmus tandemovych repetic

—{ polymorfizmus délky (velikosti) gent

[

Chromosomal DNA AFLP analysis

~{ PCR - ribotypizace (rRNA-spacer LP)

AP-ROR{RAPD) ‘ —{genové AP-PCR

analyza polymorfizm(i v mezernikovych obIastechl

| { Dideoxyterminated SSCP analyza

[ | |
ERIC-interrepeat-PCR  REP-interrepeat-PCR  tRNA-interrepeat-PCR



Metody bez amplifikace
D]\ Ja



Analyza celkove chromozomove DNA

1. Analyza poCtu chromozému (kvasinky

Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Candida;
protozoa; Aspergillus)

2. Polymorfizmus délky restrikénich fragmentu,
restrikCni analyza (RFLP)

— Analyza malych fragmentu

— Analyza velkych fragmentu

— MakrorestrikCni analyza (pulzni gelova elektroforéza)
3. Selektivni hybridizace se sondou (Southernuv

prenos restrikCnich fragmentu na membranu a
nasledna hybridizace)



RFLP vznika prestavbami sekvenci
inzercemi
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RestrikCni analyza chromozomalni DNA (REA)

» Jedna z prvnich DNA typizaCnich metod zahrnuijici
analyzu poctu a velikosti restrikCnich fragmentu
vznikajicich stepenim specifickou restrikCni
endonukleazou (RE).

* Rozdily mezi fragmenty se oznacuiji jako polymorfizmus
délek restrikCnich fragmentu (RFLP).

* Metoda restrikCni analyzy
zahrnuje nasledujici kroky:

DNA

Restricted DNA
after endonuclease

— izolace chromozomarni DNA treatment

— vybér vhodné RE.

—_ été eni RE, které roz OznéVé iﬁ Electrophoresis ——»
P p S

4 az 6 bp dlouhé sekvence

— standardni elektroforéza DNA fragmentu o velikosti 20 000 -
1000 bp v agarézovem gelu

— vizualizace barvenim v etidiumbromidu a densitometrické
vyhodnoceni



Analyza velkych nebo malych fragmentu

- e l
| .
& 4

Nevyhodou RE analyzy celkove
chromozomalni DNA je velké mnozstvi
vytvarenych restriktu s podobnou
pohyblivosti v tradiCnim agarézovém gelu.

Vysledkem je spektrum pruhu vizualné
obtizné odlisitelnych.

Pro presné vyhodnoceni miry podobnosti
spekter je nutné pouzit

— densitometrické mereni

— korelacni srovnani densitometrickych krivek

Analyzu zjednodusit hodnocenim pouze

* malych fragmentt 50 — 1000 bp (PAGE +
barveni stfibrem)

« velkych fragmentu 5 - 15 kb (FIGE)

Pres uvedené obtize byla REA pouzita ke
studiu pribuznosti u rady bakterialnich
drunu Campylobacter, Legionella,
Neisseria, Staphylococcus, streptokoky aj.
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MakrorestrikCni analyza
chromozomalni DNA pomoci PFGE

1 2 3 45 6 7 8 9 10 1112 1314

B Ol @ e e W  oam wa s @ SRt .

 Metoda slouzi pro stanoveni
RFLP genomove DNA pri
pouziti restrikCnich

endonukleaz, které stépi  FVRRY a
DNA na < 30 mistech. $8:. 48

 Vznikaji velké fragmenty s e = .
chromozomalni DNA (10 - e eme- R &"
1000 kbp), které jsou s IRRT %R “:
separovany pulzni gelovou s — -
elektroforéezou. o7 — R

 Pro izolaci intaktni DNA neni PN .. 3e8e =95,
vhodna konvencni metoda, v

ale pouziva se specificky
postup.

Priklad pulzni gelové elektroforézy DNA
riznych kmenu Staphylococcus carnosus.



Priprava vzorku pro PFGE

Kultivace bunek do presne stanovenée hustoty
Smichani bunék s roztavenou agarézou (107 bunék/ml)
Naliti smeési do malé formicky

lyze bunek v agarozovych blocCcich
deproteinace DNA

Cells &

Promyti a odstraneni proteinazy K L) Agarese
(fenyl-metyl sulfonyl fluorid, PMSF) { bysis Soluion
A Do ) OO0O0 L
Stepeni restrikCni endonukleazou, Resticton |

ktera stépi s nizkou frekvenci S
(velikost fragmentu 50 - 10 000 kbp) \; Electrophoresis

Vlastni PFGE 5- 10 ug DNA v jamce
Barveni gelu v etidiumbromidu




Zakladni terminy tykajici se
PFGE e

Pulzni pole (pulsed field).
Elektroforeticky proces, ktery
pouziva vice nez jedno elektricke
pole, a ve kterém se elektricka
pole stridave aktivuiji.

Pulzni interval (switch interval, switch time, pulse
time). Cas, po ktery je kazde ze stridajicich se
elektrickych poli aktivovano. ,
Reorientacni uhel (reorientation angle). Uhel mezi
dvema stridajicimi se elektrickymi poli, tj. uhel mezi
ruznymi sméry, ve kterych molekuly DNA putuiji.
Homogenni pole (homogeneous field). Elektricke
pole, které ma uniformni potencialové rozdily po
celem poli.




Princip separace molekul v pulznim poli

A. Molekuly DNA o ruznych velikostech v prostredi bez
elektrického pole

B. Separace molekul v konvencni gelové elektroforeze
(molekuly o velikosti 50 - 500 kb se pohybuji stejnou rychlosti)

C. Pri pulzni elektroforéze je elektrické pole E1 preruseno a
nahrazeno polem E2 v jineém smeru. Aby mohla DNA ve smeru
druhého pole migrovat, musi se nejdrive reorientovat ve smeru
u nového pole. Cim jsou molekuly vétsi, tim delsi dobu
spotrebuji ke sve reorientaci, a dochazi tak ke zpomaleni jejich
pohybu.

Pokud jsou obe pole stejna
(smér, napéti, pulzni Casy),
bude vysledna draha pohybu
prima, slozena z jednotli-
vych ,cik-cak® kroku.

ggarose matrix




Vyber vhodnych restrikCnich enzymu
pro makrorestrikCni analyzu DNA

1. Vybér na zakladé délky rozpoznavaci sekvence RE
De¢lka rozpoznavaci sekvence by méla byt > 6 bp
5' GGCCNYNGGCC 3' piiklad RE s 10 bp rozpoznavaci sekvenci
5' TAGGGVATAATCAGGGTAAT 3'  piiklad intronem kédované endonukleazy s
18 bp dlouhou rozpoznavaci sekvenci
2. Vybér na zakladé obsahu GC
Bakterialni druhy se velice 1iSi v obsahu GC v jejich genomech.
Enzymy s GC-bohatou rozpoznavaci sekvenci jsou vhodné pro AT-bohaté genomy
Smal 5'CCCIGGG 3' Nofl ~ 5'GCLGGCCGC 3'
a enzymy s AT-bohatou rozpoznavaci sekvenci jsou vhodné pro GC-bohaté genomy.
Sspl 5' AATVATT 3' Swal 5' ATTTVAAAT 3'
3. Vyskyt urditych sekvencnich motivii_v rozpoznavaci sekvenci
Pritomnost sekvence odpovidajici terminacnimu kodonu v rozpoznavacim mist¢ RE muze
ovlivnit ftrekvenci Stépeni.
bal 5'TVC A 3' amber
4. Restrik¢éni endonukleazy citlivé na metylaci typu CpG jsou vhodné eukaryotické DNA
¢které enzymy neStépi DNA jestlize se v rozpoznavacim misté vyskytuje
S-metylcytozin.
wl 5" AVC'GC'GT 3' tento enzym §t&pi savéi DNA méné Gasto neZ Sfil




1. Výběr na základě délky rozpoznávací sekvence RE


Délka rozpoznávací sekvence by měla být > 6 bp


SfiI

5' GGCCN(NGGCC 3'
   příklad RE s 10 bp rozpoznávací sekvencí


I-SceI
5' TAGGG(ATAA(CAGGGTAAT 3'
příklad intronem kódované endonukleázy s 18 bp dlouhou rozpoznávací sekvencí


2. Výběr na základě obsahu GC


Bakteriální druhy se velice liší v obsahu GC v jejich genomech. 


Enzymy s GC-bohatou rozpoznávací sekvencí jsou vhodné pro AT-bohaté genomy  


SmaI

5' CCC(GGG 3'



NotI

5' GC(GGCCGC 3'


 a enzymy s AT-bohatou rozpoznávací sekvencí jsou vhodné pro GC-bohaté genomy.


SspI

5' AAT(ATT 3'



SwaI

5' ATTT(AAAT 3'


3. Výskyt určitých sekvenčních motivů  v rozpoznávací sekvenci


Přítomnost sekvence odpovídající terminačnímu kodonu v rozpoznávacím místě RE může ovlivnit ftrekvenci štěpení.


XbaI

5' T(CTAGA 3'
amber


4. Restrikční endonukleázy citlivé na metylaci typu CpG jsou vhodné eukaryotické DNA


Některé enzymy neštěpí DNA jestliže se v rozpoznávacím místě vyskytuje 
5-metylcytozin.


MluI

5' A(C*GC*GT 3'  tento enzym štěpí savčí DNA méně často než SfiI



Intrpretace vysledku PFGE pri
typizaci bakterii

Typ genetické
zmény

Puvodni
pocet
fragmenta

Vysledek v PFGE ve vztahu
k standardnimu kmeni

Vysledny
pocet
fragmentu

Bodova mutace

tvorba RE-mista

5

Ztrata 1 fragm. standardniho kmene,
vznik 2 mensich fragm. (suma
velikosti se rovna velikosti fragm.
st. kmene) 3 rozdily ve fragmentech

6

Bodova mutace

ztrata RE-mista

Vznik nového vétsiho fragm.,
nepritomného u st. kmene a ztrata
2 malych fragm. 3 rozdily ve
fragmentech

Inzerce fragm.
DNA bez RE-
mista

Pocet fragm. stejny, vznik vétsiho
fragm. 2 rozdily ve fragmentech

Delece fragm. bez
RE-mista

Pocet fragm. stejny, vznik mensiho
fragm. 2 rozdily ve fragmentech




		Typ genetické změny

		Původní počet fragmentů

		Výsledek v PFGE ve vztahu k standardnímu kmeni

		Výsledný počet fragmentů



		Bodová mutace


tvorba RE-místa

		5

		Ztráta 1 fragm. standardního kmene, vznik 2 menších fragm. (suma velikostí se rovná velikosti fragm. st. kmene)  3 rozdíly ve fragmentech

		6



		Bodová mutace


ztráta RE-místa

		5

		Vznik nového většího fragm., nepřítomného u st. kmene a ztráta 


2 malých fragm.  3 rozdíly ve fragmentech

		4



		Inzerce fragm. DNA bez RE-místa

		5

		Počet fragm. stejný, vznik většího  fragm. 2 rozdíly ve fragmentech

		5



		Delece fragm. bez RE-místa

		5

		Počet fragm. stejný, vznik menšího fragm. 2 rozdíly ve fragmentech

		5






Kriteria pro interpretaci PFGE

PocCet PocCet zmén ve
genetickych velikostech
Kategorie zmeén u fragmentu oproti Epidemiologicka
standardniho standardnimu interpretace
kmene '

NerozliSitelny |zolat je soucasti
(identicky) epidemie

|zolat je pfibuzny kmenum
z epidemie

Pravdépodobné
(nemusi byt soucasti)
(nepribuzny) epidemie

, |zolat je pravdépodobné
Uzce pribuzny 1 2-3 soucasti epidemie
(z 1 pacienta pfi
opakované izolaci)




		Kategorie

		Počet genetických


změn u standardního


kmene

		Počet změn ve velikostech


fragmentů oproti 


standardnímu kmeni

		Epidemiologická interpretace



		Nerozlišitelný (identický)

		0

		0

		Izolát je součástí epidemie



		Úzce příbuzný

		1

		2 – 3

		Izolát je pravděpodobně 


součástí epidemie 


(z 1 pacienta při opakované izolaci)



		Pravděpodobně příbuzný

		2

		4 – 6

		Izolát je příbuzný kmenům z epidemie


(nemusí být součástí)



		Odlišný (nepříbuzný)

		3 a více

		7 a více

		Izolát není součástí epidemie






Analyza plazmidove DNA

Analyza obsahu a poctu plazmidu
RestrikCni analyza plazmidové DNA (REAP)
Hybridizace se sondou - detekce specifickych genu pro

— virulenci
— rezistenci k antibiotikim a antimikrobialnim chemoterapeutikim

Isolate A B C A B C

Plasmid
DNA Plasmid Profiling
o° o< —— : Plasmid-Based RFLP Analysis

N N \-—/ h Add
" Sout
@\ outhern ‘

Transfer Probe

Restriction Enzyme

Digestion; GE A B C

Probe Hybridization
Specific Gene Detection

Prenos plazmidd mezi kmeny (i mezi riznymi druhy a rody) se mize
uskutecnovat:

1. Konjugaci 2. Transdukci 3. Fagem zprostredkovanou konjugaci
Plazmidova analyza je rychla, jednoducha a levha metoda.

Ma nasledujici nevyhody:

— kmeny bez plazmidu jsou netypovatelné

— interpretace plazmidovych profili neni jednoznacna (superhelicita)

— dlouhodoba stabilita plazmidu je diskutabilni




« Prfiklad analyzy plazmidu u Staphylococcus aureus z
epidemie na JIP v Olomoucké nemocnici.

—J— R 3 B R g SR S5 5 SN G SIS U RS S
A UEE RS PENE Y L L R
- e
— -

— — -—- = i sae o p— - - ) I —
== eSS esEage ~B-=

* V soucasné dobe se plazmidova analyza pouziva jako
doplnkova typizacni metoda u gramnegativnich
(Salmonella, Neisseria, Escherichia) i grampozitivnich
(Staphylococcus, Enterococcus, Helicobacter) bakterii.



Selektivni hybridizace

restrikénich fragmentu (SRFH)

* DNA hybridizacni diagnosticke metody vyuzivaji
Southernuv prenos (1975) pro detekci a lokalizaci
vybranych sekvenci, coz umozni zjednoduseni RFLP
analyzy snizenim poctu srovnavanych fragmentu.

« Zakladni metodicke kroky pfi SRFH

stépeni celkove chromozomalni DNA restrikCnim enzymem
separace fragmentd pomoci elektroforézy

prenos fragmentu z gelu na nitrocelulézovou nebo nylonovou
membranu

hybridizace DNA navazane na membrané s jednou nebo vice
znacenymi sondami homologickymi se zkoumanymi geny
detekce navazané sondy

« sondy znacenée radioizotopy + autoradiografie

« sondy znacCené neradioaktivné (digoxigenin, biotin, fluorescein, atd.) a
nasledna detekce zahrnujici enzym (AP) a barvotvorny substrat nebo
enzym a chemiluminiscencni substrat

vyhodnoceni RFLP



Princip selektivni hybridizace

DNA

Restricted DNA
RS after endonuclease
treatment

Electrophoresis
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Priklad hybridizace se
sondou specifickou
pro16S rDNA.




Prehled pouzivanych sond pro

SRFH u prokaryot

1.  Nahodné klonované sondy

Relativhé stabilni oblasti bakterialniho chromozdému
Pouziti: Legionella, Brucella

2. Sondy specifické pro geny kodujici metabolické faktory
nebo faktory virulence

Sondy je nutné pripravit individualné pro urcité bakterialni
druhy, tzn. ze tento pfistup neni pouzitelny obecne.

Sekvence nékterych genu jsou velice konzervativni a jsou proto
nevhodneé k priprave sond, naopak geny s urcCitou sekvencni
variabilitou, pripadné geny vyskytujici se ve vice kopiich jsou
velice vhodné.

Pouziti: Pseudomonas aeruginosa: gen pro exotoxin A
. Staphylococcus aureus: mec (determinant meticilinove
rezistence)
Genoveé specifické sondy je mozné vyuzit k hybridizaci s
makrorestrikCnimi fragmenty separovanymi pomoci PFGE



3. Sondy odvozené z vicekopiovych elementu typu
inzercnich sekvenci a transpozonu

— Inzercni sekvence (IS) jsou transponovatelné repetitivni DNA
elementy nachazejici se v genomu prokaryotickych
a eukaryotickych organizmd.

— Pritomnost elementu na urcCitych mistech chromozomu je
odrazem chromozomalnich prestaveb behem evoluce.

— Hybridizace se sondami pfipravenymi z IS elementu vykazuiji
vysokou reprodukovatelnost a vysokou diskriminacni schopnost
souvisejici s pritomnosti téchto elementl ve vice lokusech na
chromozomu.

— Bakterialni IS elementy maji na koncich obvykle 10-40 bp
dlouhé obracene repetice, sonda se proto pripravuje z vnitrnich
sekvenci elementu.

— Vybér restrikCni endonukleazy a vhodného elementu pro
pripravu sondy je nutné provést pro kazdy bakteralni druh.
Pouziti:  Mycobacterium tuberculosis 1S6110
dalsi druhy mykobakterii
Staphylococcus aureus 1S257/431



4. Sondy pfipravené z dalSich repetitivnich sekvenci

— Pro stanoveni polymorfizmu metodou SRFH byly pouzity nékteré
kratké repetitivni sekvence obecné pritomné v genomech
organizmu.

— Pouze néktere repetice jsou obecné pouzitelné:

» 15-bp repetice z pozdniho genu coa z bakteriofaga M13
— Escherichia coli
— Staphylococcus

» polymorfni tandemova repetice z mykobakterii
— Mycobacterium tuberculosis (MPTR-SRFH)

 repetitivni sekvence oznacovana BOX
— Streptococcus pneumoniae

* nahodné trinukleotidove repetice jako napr. (GTG)s
— Salmonella, Shigella a Mycobacterium, grampozitivni koky.

5. Sondy pfipravené z dalsich variabilnich genetickych
elementu integrovanych v chromozému

* Profagy
* Plazmidy



Princip ribotypizace

* Ribotypizace zahrnuje fingerprinting restrikCnich
fragmentu genomové DNA, které obsahuji cely
nebo ¢ast genu kodujiciho 16S a 23S rRNA.

* Hlavni vyhody ribotypizace:

— Sekvence genu pro ribozomalni RNA jsou velice
konzervativni, proto pro ribotypizaci vSech Eubakterii
muze byt pouZzita jedina sonda.

— Jelikoz vetsina bakterii obsahuje nekolik ribozomalnich
operonu, ziskame po hybridizaci dostateéné mnozstvi
fragmentu umoznujicici mezidruhové i vnitrodruhoveé
odliSeni kmenu.



Charakteristika bakterialniho rrn operonu

* rRNA-operon (rrn operon) se vyskytuje na
bakterialnim chromozomu v nékolika kopiich.

TIZ16s-rRNA |l tRNA [l 23S-rRNA  [lll5S-rRNAJ tRNA i

11 (T2
promotory _ terminatory
transkripce

pre-rRNA i

posttranskripéni uprava
(vyStépeni funkénich produktd)

l

16S-rRNA tRNA 23S-rRNA 5S-TRNA  tRNA




Priklad ribotypu
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RiboPrinter™ System Work Flow

—— EXTERNAL TO RIBOPRINTER™ SYSTEM —
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Interpretace elektroforetickych vzoru
prouzku a konstrukce dendrogramu

« Otisk DNA je vysledkem vétSiny molekularnich metod.

« Ziskany vzor, ktery je viditelny na obarvenych
elektroforetickych gelech nebo vyvolanych hybridizaCnich
membranach

— Je specificky pro izolaty urc€itého klonalniho puvodu

— Vzorem se rozumi skladba urcitych znaku (kvantitativné
vyjadfenych) jimiz se vyznacuje dany objekt.

— Znakem je fragment DNA urcité velikosti, u kterého se
hodnoti pritomnost nebo nepritomnost nebo jeho plocha.

« Pri DNA-typizaci jedincu ziskame velkou mnoZzinu dat, kterou
jektFe_ba preveést do prezentovatelné formy uréenim tfid nebo
skupin.

« Ktomuto ucelu se vyuziva shlukova analyza

— vyuziva se k nalezeni hierarchickeho seskupovani mnozin dat s
mnoha promennymi

— redukuje pocet objektl jejich umisténim do skupin



Shlukova analyza

1. Metody nehierarchické
— davaji jednoduché rozdéleni, které optimalizuje homogenitu
uvnitr skupiny
2. Metody hierarchické
—  Clenové nize zarazenych shluku se stavaji Cleny vétSich vysSe
zafazenych shluku, vysledkem je zobrazeni souhrnu jejich
hierarchie

A. Délici
— ZacCinaji s predpokladem, ze vSechny objekty jsou
casti jednoho shluku

— Algoritmus stépi tento velky shluk krok za krokem
dokud kazdy objekt netvori samostatny shluk

B. Aglomeracni
— Na zacatku kazdy shluk obsahuje jeden objekt
— Shluky jsou postupné spojovany
—  cilem obdrzet pfimé znazornéni pribuznosti mezi objekty

«  Vysledek hierarchického shlukovani je obvykle zobrazen jako
dendrogram, ve kterém jsou zobrazeny nasledné jednotky shluku
spolecné s hodnotami podobnosti vedoucim k témto jednotkam



Algoritmus hierarchickych aglomeracnich
metod shlukovani

1. Vytvoreni mnoziny dat.
» Soubor hodnot, které nabyvaji objekty na zakladé mnozstvi
znakd.
2. Transformace dat.
» Sjednoceni jednotek, vyfazeni kvalitativné rozdilnych znaku.

3. Sestaveni matice podobnosti nebo rozdilnosti.
* Na zakladé méreni podobnosti nebo rozdilnosti kazdéeho paru
objekta.
4. Shlukovani.

* VVybér vhodneho algoritmu, coz je v podstateé vztah pro
opakovany vypocet rozdilnosti nebo podobnosti nového
shluku s ostatnimi shiuky.

5. Dendrogram.

» Znazornéni postupného shlukovani jednotlivych objektl
grafickou formou.



Mereni podobnosti.

» P¥i urCovani podobnosti elektroforetického vzoru (dvou drah prouzku)
a tim i podobnosti mezi dvéma izolaty se vyuzivaji koeficienty
podobnosti zalozeneé na

— Prfitomnosti nebo absenci prouzku
— denzitometrickych hodnotach.

« Koeficienty zalozené na prouzcich
— Jaccarduv koeficient:

— Diceho koeficient:

— Plosné citlivy koeficient:

Si,J = podobnost mezi i-tou a j-tou Fadou prouzku

ni = pocCet prouzku v i-té draze

nj = pocCet prouzku v j-té draze

ni,j = pocCet odpovidajicich si prouzkul v i-té a j-té draze

Aif = hodnota vychazejici z po€tu odpovidajicich si prouzku v i-té a j-té draze,
zohlednujici rozdily v plochach odpovidajicich si prouzku

o = konstanta

| Bi,k - Bj,k| = absolutni hodnota rozdilu ploch k-tych odpovidajicich si prouzkl v i-té
a j-té draze



Vypocet koeficientu podobnosti




NejCasteji pouzivane metody pro
shlukovani

Metoda nevazenych primérd parovych
skupin (unweighted pair group average
method, UPGMA).

— Shluky jsou spojovany na zakladé primérné
vzdalenosti mezi vSemi Cleny ve dvou
skupinach.

— Tato metoda se vyuziva pfi vyhodnocovani

[ M.caseolyticus

s M. uniicus

otiskl DNA (elektroforetickych vzor)

== M.eqgiupercicus
b M. carouselicus

M.caseolyticus

Jednoduché spojovani
(neighbour joining, metoda nejblizSiho
souseda).

— Shluky jsou spojovany na zakladé nejmensi
vzdalenosti (nejvétsi podobnosti) mezi dvémi
skupinami.

— Metoda ma pouziti pri sestavovani
fylogenetickych stromU odvozenych z

porovnavani castecnych sekvenci
konzervovanych genu, napf. 16S a 23S rRNA.

M.unicus

M.eqiupercicus
M.carouselicus

M.lamae

| — M.bovicus

b M.brunensis

M.lamae

M.bovicus
M.brunensis




Software pro 1D gely

LelCompar

Comparative Analysis of Electrophoresis Patterns

—SSwersiona™ T

(1 1992-1997 by Applied Maths

relboeSas

Licensad to Malamité v.o.s.
Erno, Czech Republic

Aliplied Math
Rizguons-Toutstrast 35, B-8511 Koartrik, Be

11 Kortrijk, Belgium

Applied Maths: GelCompar
BIO-RAD: Quantity One

KODAK: Molecular Imaging
Software

Scanalytics: GELLAB
Biocompare: Gel Doc
Fotodyne: Phoretix

Jenson: UVIsoft Gel Analysis
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Princip normalizace vzoru

A \ \ [N \ \ \ \

Referenéni vzor — pritomny v kazdé 6. draze gelu




F GC Normalization - MRSA
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Bands — automaticka identifikace
pruhu na gelu




Denzitometricke krivky

ﬂ Denszsitometric curves
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Optimalizace rozpoznavani vzoru

bez optimalizace s optimalizaci
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Nahodne amplifikovana DNA

Nahodna amplifikace vyuZzivajici jeden nebo vice primeru s
neznamou homologii k cilove sekvenci DNA

Vznika vice amplikonu s ruznou velikosti a rozdilnym molarnim
mnozstvim, nevyzaduje se proto stepeni restrikCnimi
endonukleazami

Uspééné rychla a jednoduché technika pro DNA fingerprinting
popsana nezavisle pod ruznymi oznacenimi:

AP-PCR (arbitrarily primed PCR fingerprinting)
RAPD (randomly amplified polymorphic DNA)
DAF (DNA-amplified fingerprinting)

MAAP (multiple arbitrary amplicon profiling)
PCR-mediated genotyping

Princip metody:

Metoda pouziva obvykle jeden kratky primer (8 - 10 bp nebo M13).

Teplota pro pripojeni primeru je mnohem nizsi nez teoreticka hodnota T..

Za téchto podminek dochazi k nasedani primeru s vysokou pravdépodobnosti na vice
mistech na obou fetézcich chromozomalni nebo plazmidové DNA.

Obvykle se vyskytne nékolik mist pro pfipojeni primeru umoznujicich nasednuti primert
3 konci k sobé, ktera se vyskytuji na protilehlych fetézcich, a nejsou od sebe pfilis
vzdalena.

Vysledkem je amplifikace mnoha fragmentd s riznou délkou (max. 2000 bp).



Nahodne
amplifikovana
DNA (AP-
PCR)

Priklad elektroforézy
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: Nedochazi k pfipojeni primeru v dusledku mutace
: Inzerce 300 bp




Analyza mezernikovych oblasti mezi
repeticemi (Interrepetitivni-PCR, Rep-PCR)

« Technika pro analyzu celého chromozému vyuzivajici pritomnostsi
repetitivnich elementu v bakterialnich nebo eukaryotickych genomech.
* Princip metody:

— Amplifikace znamé sekvence, vyskytujici se v genomu ve vice kopiich (repetice, IS elementy,
mezerniky, VNTR)

— Pro ziskani DNA fingerprintu je tfeba kompletni chromozomalni DNA podobné jako u AP-PCR, ackoli
jsou amplifikovany pouze malé Casti chromozému.

— Primte_ryjsou navrhovany tak, aby se pfipojovaly pfimo ke koncovym, konzervativnim oblastem
- :/ezfmiekg: I\./I'CG amplikond o ruzné velikosti, nevyZzaduje se proto Stépeni restrikEnimi endonukleazami
* NejcCastégji je interrepetitivni PCR pouzivaana u prokaryot:
« Je tfeba navrhnou konsenzni sekvenci primeru a zvolit nizsi teplotu pro
pripojeni. 3" konce primeru smeéruji smérem k mezernikovym oblastem tak,
aby se neamplifikovala samotna repetice.

« Jelikoz se mezernikové oblasti mezi repeticemi lisi svou délkou, pfi
amplifikaci vznika smés ruzné dlouhych amplikonu (fragmentt DNA), které
davaji jedinecCny fingerprint

« V zavislosti na zvolené repetici jemozné ziskat specificky fingerprint pro
druhy (tRNA-interrepetitivni PCR) nebo kmeny (ERIC, REP, BOX a IS6110
interrepetitivni PCR).



TYPY REPETICI V PROKARYOTICKYCH GENOMECH

A.

Polynukleotldove sekvence a tandemové repetice
Trinukleotid TGG — nejCastéjSi trinukleotid E. coli (sou¢ast penta nebo oktanukleotid().

— Nonamer AAGTGCGGT (uptake signal sequence —USS) H. influenzae - 1465 kopii.

— Tandemoveé opakované polynukleotidové sekvence (GTG)n nebo (GCC)n - vysoce repetitivni u
E. coli, S. typhimurium a Shigella sp.

- Short tandemly repeated repetitive (STRR) sequences - heptanukleotidova opakovani u sinice
Calothrix.

— Major polymorphic tandem repeat (MPTR) - polymorfni 10-bp DR u Mycobacterium tuberculosis
a dalSich mykobakterii.

Kratké roztrousené repetitivni sekvence (kratSi nez 50 bp)

- REP (repetitivni extragenové palindromatické sekvence) 33-40 bp, obracené repetice typu
palindromu; 500 - 1000 REP u E. coli.

— PU (palindromic units) u E. coli a S. typhimurium.

— Mnohokopiovy 26-mer (hnGREP) u Neisseria sp.
Mnohokopiovy 24-mer DR element u Mycobacterium bovis (38 kopii).

Dlouhe roztrousené repetitivni elementy (véetsi nez 50 bp)

— Intergenic repeat unit (IRU)

— Enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC) 124-127 bp nebo zkracené formy.
Chromozomova lokalizace se liSi u kmenu a druhu. ERIC-like sekvence pfitomné v 30 — 150
kopiich v celé bakterialni fisi.

— RLEP (545 - 1063 bp) u Mycoplasma leprae 28 (0,6% genomu).

— Mx-REP u Myxococcus xanthus - 87 pb jadrova sekvence.

— Dr-REP (SARK) u Deinocccus radidurans. Element o variabilni délce (150-192 bp).

— RepMP1-2, SDC1 (150 bp — 1 kb) u Mycplasma pneumoniae, v genomu 8-10 kopii.
RepMP2-like u Staphylococcus

Mosalkove repetitivni elementy

— Bacterial Interspersed Mosaic Elements (BIME) — (kombinace REP a sedmi dalSich repetitivnich
motivl).

- REP MP - 1 300 bp element ohrani€eny kratSimi reeptitivnimi sekvencemi u M.pneumoniae.

— BOX elementy — 154 bp rozptylené repetitivni elementy pfitomné v 25 kopiich u G+ (Streptococcus
pneumoniae).



Priklad gelu s produkty rep-PCR (GTG)s
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Analyza mezernikovych oblasti v rDNA
(RS-PCR, PCR-ribotypizace)

« U prokaryot obsahuji rDNA Chromozém A Chromozém B
operony geny pro vsechny tri = .
typy rRNA (16S, 23S a 5S). A2 S-"S SN

« Geny pro 16S a 23S rRNA ° S |
jsou oddeleny mezernikovou Amplifikace @

oblasti, ktera se lisi delkou v
zavislosti na druhu (od 278
bp u mykobakterii do do 2 kb
u borrelii). Navic u vétsiny
Eubakterii se vyskytuje vice

kopii rDNA operonu, u nichz Elektroforéza
se vyskytuji mensi rozdily v |
—

V4 4 o 350
delce mezerniku. -
e s 150
500 bp —>
TR - L & ot [T
Tl P St ad § 1.1
— — e — Univerzalni primery komplementarni k vysoce konzervativnim
100 bp —> : o oblastem ohrani€ujicim mezernik mezi 16S a 23S rDNA

mm  'rRNAmezernikova oblast

U Staphylococcus aureus se nachazi v genomu 6 rrn operond,
vSech 6 mezernikii mezi 16S a 23S rRNA se muze liSit svou délkou.



DetekCni amplifika€ni metody
nevyuzivajici PCR



Loop-mediated isothermal
amplification (LAMP)

Amplifikace za izotermickych podminek s vysokou specificitou a rychlosti
Metoda vyuziva DNA polymerazu vytésnujici retézec (Bsm, Bst) a

sadu Ctyr primeru
Primery rozpoznavaji celkem sest odlisSnych sekvenci na cilové DNA

LAMP iniciuje vnitrni primer obsahujici cilové sense a antisense
sekvence

Nasledujici syntéza s vnejsim primerem vytésnuje jednoretezcovou DNA
Ta slouzi jako templat pro syntézu DNA vnitrnimi a vnéjsimi primery,
které hybridizuji s druhym koncem, coz vede k vytvoreni smycky

Pri nasledném cyklu LAMP hybridizuje jeden vnitrni primer se smyckou a
iniciuje syntézu vytésnéné DNA, Cimz se ziska puvodni DNA ve smycce
a nova DNA dvojnasobné delky

Cyklicka reakce pokracuje s akumulaci 10° kopii cile za méné nez
hodinu.

Konecnym produktem jsou DNA s nekolika obracenymi repeticemi a
strukturou podobnou kvetaku s mnoha smycCkami

Dna Ize detekovat/kvantifikovat vhodnym fluorescencnim barvivem



https://academic.oup.com/nar/article/28/12/e63/2359194

Non-cyclic
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Vnitfni primer FIP hybridizuje s
F2c v cilové DNA a iniciuje
syntézu komplementarnich
fetézcu

Vnéjsi primer F3, ktery je o
nékolik bazi kratSi a nizSi v
koncentraci nez FIP, pomalu
hybridizuje s F3c v cilové DNA a
iniciuje syntézu vytésnéni retézce
DNA a uvoliiuje komplementarni
vlakno spojené s FIP, které muze
na jednom konci tvorit
smycCkovou strukturu

Tato jednoretézcova DNA slouzi
jako templat pro syntézu DNA
iniciované BIP a naslednou
syntézu DNA s pfemisténim
fetézce s primem B3

Vysledkem je ,dumb-bell” forma
DNA, ktera se rychle amplifikuje v
cyklické Casti reakce kdy vznikaji
jak puvodni kopie, tak nasobné
prodlouzené formy
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