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DNA-teknik underlattar
epidemiologisk typning

RAPD; fran isolat pa agarplatta till bandménster pa en agarosgel dir olika stammar ger olika

”fingerprints”.

Av Sandra Bergstrand, Helena Enroth,
Klinisk mikrobiologi, Skévde

RAPD-analys av bakteriestam-
mar dr en molekyldrbiologisk
analys for epidemiologisk typning
av bakteriestammar vid misstanke
om utbrott.

Genom att jimféra RAPD mdnst-
ret hos stam isolerad fran en patient
med stam fran en annan patient kan
man t.ex. avgdra om det ror sig om en
gemensam smittkélla.

Arbitrar amplifiering av polymor-
fa DNA sekvenser kallas for RAPD
(Random Amplified Polymorphic
DNA) eller AP-PCR (Arbitrarily Pri-
med PCR).

Snabb metod

Jamfort med fenotypiska typningsme-
toder eller PFGE ar metoden snabb,
forhéallandevis billig och tekniskt inte
s& avancerad fOr att anvindas vid epi-
demiologisk typning.

Den hér tekniken ger dock en nagot
lagre reproducerbarhet inom och fram-
forallt mellan laboratorier &n mer tra-
ditionella metoder.

For sjukhusepidemiologiska utred-
ningar bor alla isolat jdmforas vid
samma analystillfdlle, d.v.s. nya isolat
skall ej jamforas med tidigare erhallna
bandmonster.

Den hér typen av repetitiva DNA-

element &r vanligt forekommande i
genomen hos ménga mikroorganismer
och kan anvéndas for att identifiera och
séarskilja arter och stammar med hjilp
av de bandmonster/fingeravtryck som
varje art eller stam genererar. Detta
bandmonster kan sedan anvindas vid
jamforelser mellan stammar vid t.ex.
ett utbrott.

Repetitive Extragenic Palindro-
mic (REP) elements och Enterobac-
terial Repetitive Intergenic Consensus
(ERIC) sequences éterfinns hos manga
eubakterier, framforallt hos gram-nega-
tiva enterobakterier och nérbesléktade
arter.

Hos ménga gram-positiva bak-
terier dterfinns en annan repetitiv
DNA-sekvens, BOX element, forst
funna hos Streptococcus pneumoniae.
BOX-elementen bestar av varierande
kombinationer av 3 subenheter, boxA,
boxB och boxC. Subenheten boxA
verkar vara konserverad hos ett antal
olika bakteriearter medan de tva ovri-
ga subenheterna aterfinns bara hos S.
pneumoniae. AP-1, arbitrary primer
(19-mer oligonukleotid) har anvénts
for gramnegativa bakterier, t ex H.
pylori.

Analysprincip for RAPD med PCR
Bakterierna odlas pa agarplatta vari-
fran isolaten, enskilda kolonier, kan
erhallas fran de arter/stammar man
vill jdimfora. DNA fran bakterierna fri-
gors med en extraktionsrobot, darefter

mangfaldigas vissa kidnda polymorfa
omraden i bakteriens arvsmassa med
PCR-teknik.

Om man anvénder oligonukleotider/
primers (startsekvenser) for dessa
repetitiva element vid PCR kommer
ett antal PCR-produkter med olika
langd att amplifieras. Flera av start-
sekvenserna har inosinbaser pa vissa
positioner som matchar baserna A, T,
C eller G i arvsmassan sé att en viss
sekvensvariation hos mal-DNA:t kan
accepteras.

Epidemiologiskt samband
Konsensusprimers som matchar kon-
serverade repetitiva omraden utanfor
kodande DNA (extragenic) anvinds
for ERIC och REP som startsekvenser
for att amplifiera DNA mellan dessa
repetitiva element. Fér BOX anvénds
endast en primer som binder till boxA
och amplifierar ett omrade ut fran
denna sekvens.

Da dessa PCR-produkter analyse-
ras och separeras pa en agarosgel kom-
mer detta att aterges som ett specifikt
bandmonster eller fingeravtryck (DNA
fingerprint) for varje isolat. Detta
bandmdnster kan sedan anvindas vid
jimforelser mellan olika arter eller
stammar vid tex ett utbrott.

Om tvé stammar ger identiska
bandmonster ér ett epidemiologiskt
samband sannolikt, om bandmonstren
avviker fran varandra kan ett epide-
miologiskt samband ej styrkas. [ |
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