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Identyfikacja 20 nowych rejonéw zmiennych w genomach
Staphylococcus aureus przydatnych do genotypowania
koagulazo-dodatnich gronkowcow

Identification of 20 new variable regions in the genomes
of Staphylococcus aureus useful for genotyping
coagulase-positive staphylococci

Roman Kottowski

Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii, Politechnika Gdanska

W pracy zidentyfikowano 20 nowych rejonéw zmiennych w genomach
gronkowca zlocistego przydatnych do badan epidemiologicznych metoda
PCR. Teoretyczna analiza 35 genom6w metoda PCR z udzialem 20 nowych
regionéw zmiennych pozwolila na uzyskanie wiekszej liczby genotypéw
w poréwnaniu do dwéch metod referencyjnych: REA-PFGE z udzialem
endonukleazy Smal oraz metody MLVA z udzialem 16 rejonéw zmiennych.

Stowa kluczowe: Staphylococcus aureus, genotypowanie, REA-PFGE, MLVA

ABSTRACT
Introduction: Staphylococcus aureus is the most frequently recognized microorganism
responsible for hospital infections.
Materials and Methods: Thirty five genomes were aligned and screened for the presence
of variable regions suitable for PCR in order to design a new genotyping method. For com-
parative analysis, Smal-REA-PFGE and MLVA were used.
Results: Twenty new regions with various lengths were identified from multiple sequence
alignment of the genomic DNA. Subsequently, 20 couples of primers were designed for the
amplification of variable regions for the PCR method. Comparative analysis of both PCR
genotyping methods and Smal-REA-PFGE revealed higher number of genotypes for new
method with the use of 35 genomic sequences.
Conclusions: The simplicity and easy interpretation of the results in the designed PCR
method using 20 new variable regions makes it an attractive alternative to Smal-REA-
PFGE and MLVA.
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WSTEP

Gronkowiec zlocisty jest gatunkiem najczesciej wywotujacym zakazenia szpitalne (2).
Z uwagi duzg liczbe toksyn oraz wielolekooporno$¢, szczepy S. aureus staly si¢ glownym
problemem medycznym na $wiecie (1, 3). Z tego tez wzgledu, identyfikacja dominujacych
izolatow S. aureus jest kluczowa w zapobieganiu rozprzestrzeniania si¢ koagulazo-dodatnich
gronkowcow. Pomimo duzej sily réznicujacej metody REA-PFGE (ang. Restriction Enzyme
Analysis - Pulsed Field Gel Electrophoresis), technika ta nie pozwala na wiarygodne porow-
nywanie wzordw restrykcyjnych uzyskanych w ré6znych laboratoriach diagnostycznych. Do
niedawna, mozliwe jedynie bylo okreslenie typu fagowego oraz porownanie antybiogramow
w epidemiologicznych badaniach dotyczacych zakazen gronkowcami. W 2012 roku, Sobral
i wsp. (7) opracowali metode genotypowania koagulazo-dodatnich gronkowcéw w oparciu
o amplifikacj¢ tandemowych powtorzen DNA, zwang MLVA (ang. Multiple-Locus Variable
number tandem repeat Analysis) o pordéwnywalnej sile roznicujacej do metody REA-PFGE.

W niniejszej pracy, bazujacej na porownaniu catych genoméw S. aureus, zidentyfiko-
wano nowe rejony zmienne, inne niz w metodzie MLVA, ktore moga by¢ alternatywnie wy-
korzystane w reakcji PCR do réznicowania genomdéw koagulazo-dodatnich gronkowcdow.

MATERIAL I METODY

Do porownania 35 genomowych sekwencji uzyskanych z Genbanku NCBI (ang.
National Centre for Biotechnology Information) zastosowano program komputerowy
MAFFT v. 7.271 (4). Nastepnie, w zakonserwowanych ewolucyjnie rejonach genomowe-
go DNA okalajacych rejony zmienne (Rycina 1), zaprojektowano 20 par sekwencji oligo-
nukleotydowych do reakcji PCR (Tabela 1). Dla celow poréwnawczych zastosowano dwie
metody diagnostyczne, metode REA-PFGE, ktéra obejmowala trawienie genomowego
DNA enzymem restrykcyjnym Smal przy wykorzystaniu programu Clone Manager 7 oraz
technike MLVA wedtug publikacji Sobral i wsp. (7) z udzialem 16 rejondéw zmiennych.

WYNIKI

Teoretyczne wyniki roznicowania z udzialem nowej metody pozwolily na uzyskanie 23
genotypow (Tabela 2). W metodzie MLVA liczba genotypdéw byta réwna 20 (Tabela 3), a dla
metody referencyjnej REA-PFGE uzyskano 21 genotypow (Rycina 2), przy punkcie odcigcia
prazkoéw rownym 10,000 pz oraz homologii genotypow rownej 99% dla wszystkich trzech me-
tod. Bardziej wyrazne roznice pomig¢dzy genotypami uzyskano dla nowej metody genotypowa-
nia (Rycina 3) oraz MLVA (Rycina 4). W analizie poréwnawczej wielkosci fragmentow DNA
po reakcji PCR obejmujacej nowa metode genotypowania oraz MLVA, oznaczone wielko$ci
produktéw PCR mozna rozr6zni¢ na podstawie teoretycznych wartosci zawartych w Tabeli 3
oraz Tabeli 4, przy czym wigksze roznice we wielkosciach fragmentéw PCR uzyskano dla no-
wej metody. W szczegdlnosci, réznicowanie genomow CP007676 od CP007674 lub CP007890
od CP007657 mozna wykona¢ przy uzyciu elektroforezy w zelu agarozowym. Warto rowniez
zaznaczy¢, iz w metodzie MLVA dla trzech szczepdéw o numerach CP013616, CP013619 oraz
CPO013621 nie uzyskano fragmentu PCR in silico dla pary starter6w o numerze 15, co wskazuje
na obecnos¢ delecji w rejonie SA2039 dla 3 z 35 analizowanych genomoéw S. aureus.
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Tabela 1. Sekwencje par starterow do reakcji PCR wystepujacych na zewnatrz (flankujacych) 20
nowych rejondw zmiennych.
Table I. Sequences of PCR primers pairs flanking 20 new variable regions.

L.p. Sekwencje par starterow oligonukleotydowych zaprojektowane do metody PCR Tm
1. SA1lF 5'GTAGAAGCATTACAAGATGATGACTTTGTATTTGAC 62°C
SA1R 5'CAATAGCCTTTCAAATAATTTAGTGTCAATTTTATTGATATTTGC (59°C)
2. SA2F 5'CGACCGCAATCCACAAAAGCACAAGCA 68°C
SA2R 5'GTGATCACCCCAACCTGTTAATCCGATGT
3. SA3F 5'GTGATTTAACGAGCTTGGGACAGAAAACAAAG 59°C
SA3R 5'AGCTATTACTATAAAAAACAGCAGTAAGATATTTCC
4. SA4F 5'GGGATAATTTGAAATCAAATATAACTTTATTCGACAGTTTGAAC 62°C
SA4R 5'ATCAAATGCTCCCTTCAAAGTAGACATTG (59°C)
5. SAS5F 5'GGATACTTATCAATCATACCTCTTTAACAACAGTGA 65°C
SAS5R 5'CAGAAGATATTAATCAAACAAAACAAGATATCCAAGATACAC (62°C)
6. SA6F 5'ACCCCATGTATAAGGATATCTGAAGTAGATTG 65°C
SA6R 5'CATTAGCCATTGCAGTGGCAAGCA (62°C)
7. SA7F 5'GCTGAGATAATTTAATGAATCTCAGAACTCCTTTTG 65°C
SA7R 5'CTAAATAGCTCACTCGCTACACCTCG (59°C)
8. SA8F 5'GCATAAGGGAGTGGGACAGAAATGA 65°C
SA8R 5'GAGGGAGCCTAGGATAAATTAACGTC
9. SA9F 5'GTAATGGTTCTTCCACATTAGCCAC 62°C
SA9R 5'GACATCACAATGTCCTAGGCTCTACA (62°C)
10. SA10F 5'GCAAACATACTTTGCACCTCCTGTATAATAAG 62°C
SA10R 5'GTAGCTACATACAACCGCTCAAATATAG (59°C)
11. SAllF 5'ACATTTAAGGTGACCTTCATGCCAA 59°C
SA11R 5'ACATGTGCCAAGACCACCAGCGA (59°C)
12. SA12F 5'CATTGATTTCAACATCTTGGTTGGTTTTTTATTTTG 59°C
SA12R 5'ATGATAGGTGACAAGTATAACAAGACAATTTTGTG (56°C)
13. SA13F 5'GTTGATCCAATCGGTCAGGATGTCACA 65°C
SA13R 5'CTTGGCTTACTGTTGGTTCTTGAACG (59°C)
14. SA14F 5'GAACAATTTGAGTTTGAAAAAGTAGAAATTGATAATGAACC 62°C
SA14R 5'GACCGTAACCGCAATACCCATACCTA
15. SA15F 5'CCGCAACAACCAACACCAAAGCCA 62°C
SA15R 5'ACCTCTTTACACTTGCAATAGTACTATTCTATTTC (53°C)
16. SA16F 5'GGTGTTAATTTAGCTTGCTTCTGTTTTGCAGC 65°C
SA16R 5'CGCAACTTGAAGAAACGGTTGCCT (59°C)
17. SA17F 5'GGTATCAACAAGTGATAGCATCAAATGGAGATAAATTATAAAGG 62°C
SA17R 5'CTTTGTGACACTAATCATCTACTTAACAATATCG 56°C
18. SA18F 5'CAATGCCAAGATTATTTATATGGACTTTTAGAGGCT 65°C
SA18R 5'GACTCTTAAGTTGTAGTCATCTTACTGCTTATTTATGTTTG (62°C)
19. SA19F 5'CACGCCGTAAAGATGCCTAGATTCCT 68°C
SA19R 5'GGCTCTTATGCAGTTGGAGCGAAG (68°C)
20. SA20F 5'TGGTGGTGTAACTCTTGAATCGGAGTC 68°C
SA20R 5'GAAGTGCTGATGGTGATTCAGCAGTAAATC (65°C)

Na szarym tle wyrézniono nukleotydy odpowiedzialne za tworzenie struktur drugorzedowych
lub dimeréw pomigdzy parami starteréw lub w obrebie dwoch czasteczek tego samego startera oli-
gonukleotydowego. Tm oznacza temperatur¢ hybrydyzacji sekwencji starterow z matrycowym DNA
podczas reakcji PCR.

Highlighted in grey are nucleotides responsible for creation of secondary structures or dimers
between primers from one pair or between two molecules of the same primer. Tm indicates hybrid-
ization temperature of primers with template DNA during PCR.
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Lokalizacja sekwencji zmiennych w genomie S. aureus BX571856
Localization of variable regions in S. aureus genome BX571856

Rycina 1. Nowe i poznane juz regiony zmienne dla genomu Staphylococcus aureus BX571856.
Figure 1. New and already known variable regions for Staphylococcus aureus genome BX571856.
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Tabela II. Teoretyczne wielkosci amplikonow w parach zasad dla 20 nowych rejonéw zmiennych
w nowej metodzie genotypowania dla 35 genomow S. aureus.

Table II. Theoretical sizes of amplicons in base pairs for 20 new variable regions in new genotyping
method for 35 S. aureus complete genomes.

Genomy S. aureus Zestawy par starterow / Pairs of primers

S-aureus genomes | | | 5 | 3 | 4|5 |6 |78 9o 10f11]|12|13]14|15]16]17]18]19]20

BX571856 335|334 (346 534|262 (388189198 (433 (276|270 (204 328|374 |536|475|482|849 [794 |818
CP013616 328 (377(538|364 199 (580|189 (312439 (470|273 |204|523 [600|817|628 [563 |425|333 (878
CP013619 328|377 (540364199 [580 189|312 (439 (470|273 {204 |523|669 [817 | 628 | 563 |425 333 [1136
CP013621 328377538364 (199 580|189 (312 (439 470|273 (204 523 | 669|817 [628 |563 |425 (333|932
CP000046 666 |247 (454 (361 325|389 (214 (255|213 {150 (229|503 {315 581|802 [ 787 {421 (1029|264 [938
CP007539 666 (247|454 361 (325|389 |214 (255 (213|150 |229 (503 [315|581 | 802 (787 |421 [1029{264 |938
NC_002951 666 (247 |454 {361 325|389 (214 (255|213 {150 (229|503 [315 581|802 [ 787 {421 (1029|264 {938

NZ_CP007539 666 |247 (454 (361|325 |389 (214 (255|213 | 150 {229 [503 |315 | 581 [802 | 787 [421 (1029|264 |938

CP007499 496 1247 {398 360 |262 [389 189 |255 {213 150|229 {503 315|512 {802 |628 (421 |789 [529 |836
CP007657 666 |247 (454 {360 |262 |389 (239 (255|213 |150 (229 [503 |315 |443 [859 |628 (421 729 |460 |896
CP007674 666 (247 454 1360 (262 389|239 {255 |213 |150 {229 (503|315 {719 |802 |628 |421 [729 |391 |896
CP007690 666 (247 [454 1360 (262 [389 [239 |255 (213 {150 {229 |503 |315 {443 |802 |628 421 |729 |264 (896
CP010295 666 |247 (454|360 |262 [389 (239|255 {213 150|229 {503 (315|512 {684 469 (421 |729 264 |896
CP010299 666 (247 |454 1360 (262 (389 1239|255 (213 {150 {229 |503 (315 [512 |684 |469 (421 |729 |264 (896
CP010298 666 (247 |454 1360 (262 (389 {239 |255 (213 150 |229 |503 (315 [512 |684 |469 [421 |729 |264 (896
CP010296 666 247 |454 (360 (262 |389 |1239 (255 (213 |150 |229 (503 [315 |512 |684 (469 |421 |729 (264 |896
CP010297 666 247 |1454 (360 (262 |389 |239 (255 (213 |150 |229 (503 [315 |512 |684 (469 |421 |729 (264 |896
CP010300 666 (247 |454 {360 (262 |389 (239 |255 |213 [150 (229 |503 (315 [512 |684 [469 (421 |729|264 | 896
CP007676 666 (247 (340|360 (262 (389]239|255|213[150(229|503|315|647|802|628|421|729|264 (896
CP007670 666|247 (454360199 (389 239(255[213 150|229 |503 |315|581|742|628 421|729 (391|896
CP007672 666 (247 (510360199 (389|189 (255|213 [150]229|503 |315(581|802|628 [421|729|391 (896

NZ_AP014942 666|248 (473 419|451 (653 | 164|256 [386 (345|354 (493|569 |443 746|469 455|185 (392 (1010

CP012970 552(333 1402|591 451 (653 189|197 |331 (219|354 |501 |328 {303 | 740|628 [447 |1089|126 (920
CP012972 553333402 (589 (388|653 (189 197|331 (219 (354|503 {328 303|740 [ 628 {447 (1089|126 {920

NZ_CP012978 554 1333|346 (475 (514|653 | 189 [197 (329|219 |354 [561 {328 |303 | 853 (628 |447 [1089(126 |932
CP012979 5543331346 (590 388|653 [189 (197 |331 {219 354|560 [328 (303 | 855 [ 628 {447 (1028|126 {932

NZ_CP012974 333|462 (402 (478 |514 |389 (189 [197 |327 |276 (354 [562 328 |303 [798 | 628 (423 {969 |253 |938
NZ_CP012976 333|462 (402 (478 |514 |389 (189 [197 |327 |276 (354 [562 |328 |303 [798 |628 (423 {969 |253 |938

CP010890 3331462 (478 [306 |514 |650 [189 (256 |446 |219 (354|204 |467 |374 [855 |628 (474 [789 |380 |830
NZ_AP017320 333|419 (478 [419 |514 |650 [189 (256 |446 |219 (354 |204 |467 |374 [855 |628 (474 (849 |253 |830

CP012593 333|419 [478 |419 |514 {650 189 |256 [386 |219 |354 {204 (467 |374 {855 (628 [474 |729 {380 [830
CP011147 333 (419 |478 |419 |325 (516 |189 |256 (387 (219 |354 |204 (467 {374 |855 1628 (364 |789 |253 (830
CP007447 553|247 {454 |360 |262 (388 [189 |255 [213 [150 {229 {503 (328 |512 {685 629 (482 |789 (518 |890
CP011528 666 (290 [374 |419 (199 (721 |164 |197 (330 (219 |354 |620 (315 [512 |746 |628 [367 |789 |598 (842
CP018205 666 (247 |454 (361 (262 |389 (214 (255|213 [150 (229 |503 [315 (443 |684 [787 {420 1029|253 (830
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Rycina 2. Drzewo filogenetyczne utworzone dla 35 genomoéw S. aureus na podstawie metody REA-

PFGE z udziatem enzymu Smal.
Figure 2. Phylogenetic tree created for 35 S. aureus genomes based on REA-PFGE method using

Smal endonuclease.
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Tabela III. Teoretyczne wielkosci amplikonéw w parach zasad dla 16 rejondéw zmiennych w metodzie
genotypowania MLVA dla 35 genomoéw S. aureus.
Table III. Theoretical sizes of amplicons in base pairs for 16 variable regions in MLVA genotyping
method for 35 S. aureus genomes.

Genomy S. aureus Zestawy par primerow / Sets of primers

S. aureus genomes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 [ 11 [ 12 | 13 | 14 [ 15 | 16

BX571856.1 363 | 465 | 316 | 257 | 824 1092 234 | 517 | 243 | 637 | 612 | 738 | 803 | 783 | 338 (2220
CP013616.1 240 | 709 | 374 | 309 | 824 [1092| 369 | 554 | 198 | 573 | 806 | 961 [ 803 | 943 | 0 | 251

CP013619.1 259 | 709 | 374 | 309 | 824 [1092| 369 | 554 | 198 | 573 | 806 | 961 | 803 | 943 | 0 | 251

CP013621.1 310 | 709 | 374 | 309 | 824 (1092 369 | 554 | 198 | 573 | 806 | 809 | 803 | 943 | 0 | 251

CP000046.1 335 | 552 | 264 | 362 | 824 [1149| 440 | 430 | 177 | 704 | 612 | 683 | 579 [1108| 281 | 456
CP007539.1 335 | 552 | 264 | 362 | 824 | 1149 440 | 430 | 177 | 704 | 612 | 683 | 579 | 1108 | 281 | 456
NC_002951.2 335 | 552 | 264 | 362 | 824 1149 440 | 430 | 177 | 704 | 612 | 683 | 579 | 1108 | 281 | 456
NZ_CP007539.1 335 | 552 | 264 | 362 | 824 1149 440 | 430 | 177 | 704 | 612 | 683 | 579 | 1108 | 281 | 456
CP007499.1 335 | 552 | 264 | 362 | 824 1149 440 | 430 | 177 | 637 | 612 | 683 | 579 | 943 | 281 | 394
CP007657.1 259 | 465 | 264 | 362 | 824 [1149| 440 | 430 | 177 | 637 | 612 | 683 | 579 | 943 | 281 | 456
CP007674.1 335 | 552 | 264 | 362 | 824 | 1149 440 | 430 | 177 | 637 | 612 | 683 | 579 | 943 | 281 | 456
CP007690.1 286 | 465 | 264 | 362 | 824 [1149| 440 | 430 | 177 | 637 | 612 | 683 | 579 | 943 | 281 | 456
CP010295.1 335 | 465 | 264 | 362 | 824 1149 440 | 430 | 177 | 637 | 612 | 683 | 579 | 783 | 281 | 456
CP010299.1 335 | 465 | 264 | 362 | 824 [ 1149 440 | 430 | 177 | 637 | 612 | 683 | 579 | 783 | 281 | 456
CP010298.1 335 | 465 | 264 | 362 | 824 1149 440 | 430 | 177 | 637 | 612 | 683 | 579 | 783 | 281 | 456
CP010296.1 335 | 465 | 264 | 362 | 824 1149 440 | 430 | 177 | 637 | 612 | 683 | 579 | 783 | 281 | 456
CP010297.1 335 | 465 | 264 | 362 | 824 1149 440 | 430 | 177 | 637 | 612 | 683 | 579 | 783 | 281 | 456
CP010300.1 335 | 465 | 264 | 362 | 824 1149 440 | 430 | 177 | 637 | 612 | 683 | 579 | 783 | 281 | 456
CP007676.1 310 | 552 | 264 | 362 | 824 1149 440 | 430 | 177 | 637 | 612 | 683 | 579 | 943 | 281 | 456
CP007670.1 335 | 552 | 264 | 362 | 824 1149 440 | 430 | 177 | 573 | 612 | 683 | 579 | 943 | 218 | 456
CP007672.1 335 | 552 | 264 | 362 | 824 [ 1149 440 | 430 | 177 | 573 | 612 | 683 | 579 | 943 | 281 | 456
NZ_AP014942.1 310 | 800 | 293 | 309 | 824 1092 306 | 430 | 177 | 824 | 877 | 961 | 743 | 783 | 218 | 262
CP012970.1 335 | 465 | 264 | 362 | 824 (1092 170 | 517 | 133 | 824 | 877 | 877 | 693 | 943 | 218 | 336
CP012972.1 335 | 465 | 264 | 362 | 824 (1092 170 | 517 | 133 | 757 | 877 | 877 | 693 | 943 | 218 | 456
NZ_CP012978.1 363 | 388 | 264 | 309 | 824 (1092 170 | 517 | 133 | 896 | 877 |1030| 693 | 943 | 218 | 456
CP012979.1 363 | 465 | 264 | 309 | 824 (1092 170 | 517 | 133 | 757 | 877 |1030| 693 | 943 | 218 | 456
NZ_CP012974.1 310 | 465 | 264 | 309 | 824 (1092 369 | 640 | 177 | 896 | 612 | 877 | 693 | 943 | 218 | 262
NZ_CP012976.1 310 | 465 | 264 | 309 | 824 [1092| 369 | 640 | 177 | 896 | 612 | 877 | 693 | 943 | 218 | 262
CP010890.1 335 | 637 | 316 | 257 | 824 |1019| 306 | 640 | 177 | 896 | 877 | 877 | 803 | 943 | 281 [1897
NZ_AP017320.1 240 | 637 | 316 | 257 | 824 [1019| 306 | 603 | 198 | 896 | 877 | 877 | 803 | 943 | 281 | 369
CP012593.1 335 | 637 | 316 | 257 | 824 |1019| 306 | 603 | 198 | 896 | 877 | 877 | 743 | 943 | 281 | 435
CP011147.1 335 | 637 | 206 | 257 | 824 [1019| 306 | 603 | 198 | 704 | 741 | 877 | 743 | 943 | 281 | 311

CP007447.1 259 | 552 | 316 | 309 | 824 [1149| 170 | 430 | 177 | 637 | 612 | 683 | 579 | 943 | 281 | 456
CP011528.1 310 | 552 [ 205 | 362 | 824 (1092 440 | 472 | 177 | 573 | 947 | 738 | 693 | 943 | 218 | 577
CP018205.1 363 | 552 | 264 | 309 | 824 [1149| 706 | 430 | 177 | 637 | 612 | 683 | 579 [1108 | 281 | 456
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genotypowania.
Figure 3. Phylogenetic tree created for 35 genomes of S. aureus on the basis of new genotyping

Rycina 3. Drzewo filogenetyczne utworzone dla 35 genoméw S. aureus na podstawie nowej metody
method.
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Rycina 4. Drzewo filogenetyczne utworzone dla 35 genoméw S. aureus na podstawie metody MLVA.

Figure 4. Phylogenetic tree created for 35 S. aureus genomes based on MLVA method
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Przy wyborze sekwencji starterowych flankujacych 20 nowych rejondéw kierowano
si¢ nastepujacymi kryteriami: (i) obecnos$cia co najmniej 11 par GC w kazdej sekwencji
starterowej, (ii) obecnoscia jak najwigkszej liczby nukleotydow G lub C w obu sekwen-
cjach starterowych, w celu minimalizacji oddzialywan pomiedzy czasteczkami tego same-
go startera oligonukleotydowego lub dwoch réznych. Trzymanie si¢ tych kryteriow doboru
sekwencji starterowych umozliwia prowadzenie etapu hybrydyzacji z matrycowym DNA
w temperaturze 62°C. Pozwoli to na zmniejszenie wystgpowania niekorzystnych struktur
drugorzgdowych typu ,,dimer” oraz ,hairpin loop” dla jednego lub wigkszej liczby sek-
wencji starterowych. Ponadto, w celu zapewnienia specyficznej amplifikacji wybranych
fragmentow DNA mozna zastosowa¢ termostabilng polimeraz¢ DNA z dodatkiem prze-
ciwcial blokujacej aktywnos$¢ enzymu ponizej 60°C lub termostabilng polimeraze uwig-
ziong w kapsulkach zelatynowych (5). Zapobiegnie to niepozagdanym modyfikacjom sek-
wencji starterowych zawierajacych niekorzystne struktury w temperaturze ponizej 60°C.
Optymalizacja techniki Multiplex-PCR z udzialem nowych sekwencji starterowych wy-
maga empirycznego sprawdzenia z powodu duzej liczby kombinacji oddzialywan pomie-
dzy sekwencjami starter6w a matrycowym DNA.

DYSKUSJA

Analiza porownawcza wielkosci fragmentéw DNA po reakcji PCR dla nowej metody
genotypowania oraz techniki MLVA prowadzona bedzie na podstawie wyboru teoretycz-
nych wartosci przedstawionych w tabeli II i tabeli III. Zaleta nowej metody w poréwnaniu
do techniki MLVA jest wigksza specyficznos¢ amplifikacji DNA wynikajaca z wigkszej
liczby par GC w sekwencjach starterowych. Pozwoli to na prowadzenie etapu annealin-
gu sekwengcji starterowych z matrycowym DNA w temperaturze 62°C, bez koniecznosci
stosowania mniej specyficznej amplifikacji DNA metoda ,,touchdown”, jak to ma miejsce
w metodzie genotypowania MLVA (7). Inng zaleta nowej, bardziej swoistej metody geno-
typowania, bedzie mozliwo§¢ wykrywania mieszanych zakazen w przypadku uzyskania
dwoch lub wigkszej liczby prazkéw DNA zgodnych z oszacowaniem teoretycznym dla
specyficznych region6w zmiennych.

Biorgc pod uwage (i) stopien ztozono$ci oznaczania wynikow genotypowania w meto-
dzie Smal-REA-PFGE spowodowany r6zng interpretacjag wynikow w poszczegolnych la-
boratoriach (6) (ii) btednie zaprojektowane sekwencje starterowe otaczajace rejon zmien-
ny Sa2039 w metodzie MLVA, oraz (iii) mniej specyficzng amplifikacj¢ DNA w metodzie
MLVA (przebiegajacej w nieco nizszej temperaturze annealingu), mozna stwierdzi¢ iz
proponowana nowa metoda genotypowania koagulazo-dodatnich gronkowcéw z udziatlem
nowych sekwencji starterowych, bedzie lepsza alternatywa w pordwnaniu do obu metod
referencyjnych, jak i w poréwnaniu do fagotypowania (wykonywanego jedynie w wybra-
nych osrodkach referencyjnych).
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