Mm

Molekuldarno-geneticka charakterizacia kozZnych baktérii

Mgr. lveta Gazdaricova
Katedra molekularnej biologie, Univerzita Komenského v Bratislave

Kozné baktérie maju dokazatel'ny vplyv na zdravotny status hostitela. Vsetky l'udské kozné baktérie tvoria so
svojimi génmi unikatnu nadstavbu Tudského gendmu. Vdaka detailnym analyzam pozitivnych a negativnych
asociacii medzi baktériami koze a zdravim hostitel'a moze byt odhalené pozadie niektorych koznych ochoreni
spojenych s koznymi baktériami vo VacéSej ¢i mensej miere. Tieto poznatky sme potencialne schopni vyuzit' pri
prevencii a lieébe koznych choréb pomocou alternativnej cielenej génovej terapii. Na dosiahnutie tohto ciel’a je
nevyhnutné vykonat kompletni molekularnogenetickt analyzu nepatogénnych koznych baktérii a dokazat’ ich
spojenie so zdravotnym statusom hostitel'a. AvSak tieto bakteridlne druhy nie st beznymi laboratornymi druhmi
a preto je nevyhnuté optimalizovat vsetky postupy analyzy.

KPucové slova: kozny mikrobiém, molekularnogeneticka analyza baktérii, kultivacia nemodelovych bakterialnych
druhov, izolacia DNA

Molecular genetic characterization of skin bacteria

Human skin non-pathogenic bacteria have an evincible impact on a host’s health condition. All of the human skin
bacteria genes create a unique extension of the human genome. Due to the deep studying of positive and nega-
tive associations between skin bacteria and health status of an individual, it can be possible to detect a molec-
ular background of some human skin disorders. Such knowledge would be potentially useful for prevention and
treatment of skin diseases by targeted alternative gene therapy. To achieve this goal, it is necessary to perform
a complete molecular-genetic analysis of human skin bacteria and to demonstrate their connection to human
health status. Moreover, these are not bacteria species from the laboratory, so it is important to build up an op-
timal pipeline of handling wild human skin bacteria.
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Uvod

Najvacsim organom ludského tela je koza. Okrem svojej
primarnej funkcie (fyzickd bariéra medzi vonkaj$im a vnutor-
nym prostredim tela, ochrana tela pred nebezpeé¢nymi lat-
kami a cudzimi Skodlivymi organizmami) je koza domovom
pre nespocetné mnozstvo mikroorganizmov. Najvacsie za-
stupenie maju baktérie. Spolu s hubami, virusmi a malymi
eukaryotickymi organizmami, ako su roztoce, tvoria tzv. koz-
ny mikrobiém.

Kozné baktérie boli a su Studované ako potencialna prici-
na vzniku réznych choréb. Dnes vsak vieme, Zze mnohé z nich
nemaji negativny vplyv na zdravie jedinca ¢i dokonca pozi-
tivne ovplyviiuji hostitel’a. Bolo preukazané, ze niektoré bak-
térie pozitivne Ovplyviuji imunitny systém hostitel’a tak, ze
dokazu imunitnu odpoved’ modifikovat a dopliiiat. Napriklad
dokazu zvysovat' efektivnost’ T-buniek pri protizapalovej imu-
nitnej odpovedi®®,

Koza funguje ako osobity ekosystém. Nachadza sa tu
1,8 m? réznych habitatov, zahybov, invaginacii a vyklenkov,
ktoré zabezpecuju nepravidelnu kolonizaciu koze réznymi
bakterialnymi druhmi. Zastapenie bakterialnych druhov za-
visi od toho, aké st podmienky v jednotlivych lokalitach na
kozi. Rozlisujeme suché, vihké a mastné miesta (obrdzok 1).
V oblastiach na kozi, ktoré st najviac vystavené vzduchu, pre-
vlada kmen Proteobacteria. Oblasti, kde sa nachadza najviac

mazovych Zliaz, ako je chrbat a tvar, kolonizuji najmid bak-
térie z kmena Actiniobacteria. Miesta s najvy$Sou vlhkostou,
ako je chodidlo, su pokryté hlavne baktériami z kmena Firmi-
cutes. Okrem tychto kritérii sa mnozZstvo a rozlozenie bakté-
rii menia aj pocas rastu a dospievania jedinca, v zavislosti od
zivotospravy a miesta zivota®®19,

Rovnovaha medzi ludskymi koznymi bunkami a koznymi
baktériami je vel'mi d6lezita. Taktiez je nevyhnuté, aby sa za-
chovala rovnovaha medzi bakterialnymi druhmi navzajom.
Tzv. spontanna necielena dysbalanciaméze viest' az ku koz-
nym ochoreniam. Necielenou dysbalanciou rozumieme zme-
nu v zastapeni koznych baktérii na urcitom mieste na tele.
Tato zmena moze byt vyvolana vystavenim koze nevhod-
nym podmienkam, nevhodna zivotosprava alebo dysbalan-
cia moéze byt geneticky zakodovana. Vedci sa snazia odha-
lit dysbalanciu detailne a ak je to mozné, spojit’ ju s uréitym
ochorenim. Dnes vieme, Ze napriklad ochorenie atopickej
dermatitidy je spojené so znizenim vyskytu Staphylococcus
a znizenim celkovej diverzity koznych baktérii. Viac asocia-
cii ochorenias koznym mikrobiomom uvadza tabul’ka 1512

Cielena zmena mikrobiomu sa snazi vyuzit’ poznatky o po-
Skodeni rovnovahy na liecenie koznych ochoreni. Ak bude-
me vediet presna pri¢inu kozného ochorenia a bude sa to
tykat’ dysbalancie medzi koznymi bunkami a baktériami
na kozi, budeme vediet' navrhnit' najefektivnejsie lieCenie
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ochorenia. Pod cielenou zmenou mikrobiému sa skryvaju
rozne pristupy. Jednou z moznosti je genetickd modifikacia
koznych baktérii s cielom zvysit' tvorbu bakteriocinoy, ¢o sa
vykonava najcastej$ie klonovanim do bakteridlnych plazmi-
dov z koznych baktérii, ktoré sa nachadzajana kozi pacien-
ta. Dalsou moznostou je umelé zvysenie poétu chybajucich
druhov baktérii na ur¢itom mieste na kozi®.

Aby sme mohli pracovat’ s koznym mikrobiémom, musime
sa naudit’ pracovat’ s koznymi baktériami nachadzajucimi sa
na kozi pacienta. Kedze to nie su laboratorne kmene, praca
S nimi nie je trivialna. Je nutné najst najefektivnejsi postup
prace. Vsetky postupy od sposobu odberu cez sp6sob kulti-
vacie, izolacie genomickej a plazmidovej DNA, identifikacie
bakterialnych druhov a vyhladavania bakterialnych plazmi-
dov a génov st nevyhnuté optimalizovat'.

Obrdzok 1. Rozmiestnenie urcitych druhov koznych baktérii na
povrchu tela ¢loveka
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Material a metodika

Na pokus boli pouzité stery z koze ¢loveka (vnutorna stra-
na predlaktia a laktova jamka, 4 zdravi l'udia, kazdy zo sposobu
odberu bol vykonany nasledujtci den, poziadavky na hygienu
odberového miesta boli rovnaké pre vsetkych — sprchovat’ sa
nami dodanym mydlom maximalne 24 hodin pred odberom)
a stery z koze bezsrstej mysi pomocou sterilnej vatovej ty¢inky
Swab plastic stem (Sarstedt, Numbrecht, Germany). Ta sa na-
macala do siedmich roznych roztokov (MBGW (molecular bio-
logy grade water), NaCl (chlorid sodny), Tween-20 (polysorba-
te 20), PBS (fosfatovy pufer), SCF (colony stimulating factor),
EtOH (etanol) a NaCl + Tween-20) a sledovali sa pripadné roz-
diely. Baktérie boli po odbere vysiate na tuhé LB médium, kde
bolo mozné separovat’ jednotlivé bakterialne druhy. Na nam-
nozenie baktérii bolo pouzité tuhé a tekuté LB médium, pri¢om
sa pozoroval vytazok. Boli zvolené tri pristupy izolacie bakteri-
alnej genomickej DNA, ktorych efektivnost’ bola porovnavana.
Bakterialne druhy sa identifikovali pomocou Sangerovho sek-
venovania. Bakterialna plazmidova DNA bola izolovana pouzi-
tim dvoch izolaénych kitov, ktoré boli porovnavané medzi se-
bou. Nasledne sa plazmidy identifikovali pomocou cielenych
PCR eseji. Mnozstvo DNA sa v kazdom z uvedenych pripadov
meralo pomocou pristroja Qubit® 2.0 Fluorometer.

Na vyhodnotenie dat pri porovnavani vysledkov bol vyuzity
Statisticky neparovy one-tailed t-test, ktory porovnava stred-
né hodnoty a je schopny porovnat dve variacie a pri hladine
vyznamnosti nami zvolenej (5 %) urci, ¢i je rozdiel Statistic-
ky vyznamny, alebo nie je. Neparovy t-test bol zvoleny z toho
dovodu, ze jednotlivé namerané koncentracie sa navzajom
neovplyviiuju. Bola zvolena one-tailed analyza, lebo distriba-
cia koncentracii bola iba v kladnych hodnotach na osi X. Tak-
tieZ treba uviest,, ze vSetky data v ramci prace boli testované
Shapirovym-Wilkovym testom na to, aby sa potvrdilo, ze po-
chadzaju z normalneho rozdelenia. Vsetky data mali charak-
ter normalneho rozdelenia, takze bolo mozné pouzivat' para-
metrické Statistické testy.

Vysledky

Optimalizdcia sposobu odberu baktérii z koze

Bola porovnavana koncentracia DNA, ktora bola ziskana
pouzitim roznych druhov roztokov. Do tychto roztokov bola
namacana vatova tyc¢inka. Nulova hypotéza bola stanovena
tak, ze typ roztoku nema vplyv na mnozstvo ziskanej bakteri-
alnej DNA. Vysledky st uvedené na obrdzku 2 vl’avo.

P-hodnota vzajomného porovnavania réznych druhov roz-
tokov sa pohybuje nizsie od hodnoty 0,05. V jednom pripade
dokonca pod uroviiou 0,01. Z vysledku vyplyva, ze roztok NaCl
+Tween 20 nie je vhodny na tento typ laboratornej prace.

Tabul’ka 1. Zmena kozZného mikrobiému asociovand s niektorymi bakteridlnymi druhmi

Ochorenie

Mnozstvo vzoriek

Akné vulgaris

Najdena asociacia s koznym mficrobiémom

Asociacia s baktériou Propionibacterium acnes®

49 chorych t 52 kontrol

Cervienka

Zvysenie vyskytu baktérie Demodex folicularum®

50 chorych + 48 kontrol

Atopicka dermatitida

Zvysenie vyskytu Staphylococcus a znizenie celkovej diverzity koznych baktérii®

12 chorych +11 kontrol

Zvysenie vyskytu Corynebacteria, Propionibacterium, Streptococcus a Staphylococcus®

51 chorych +51 kontrol

Psoriaza vulgaris

Zvysenie vyskytu Firmicutes a Actinobacteria®

6 chorych

Znizenie vyskytu Staphylococcus a Propionibacterium®

10 chorych + 12 kontrol

Lupiny

Asociacias hubami rodu Malessezia®

\_;/2017
ewslab

17

W



o 4. PRIEH0 G

Medzi ostatnymi roztokmi sa nezistil ziadny vyznamny
Statisticky rozdiel, takze vyber roztoku neovplyvni vytazok
bakterialnej genomickej DNA.

Kultivdcia kofnych baktérii

Testovalo sa, ¢i konzistencia LB média a pritomnost’/ne-
pritomnost’ agaru ma vplyv na vytazok bakterialnej genomic-
kej DNA. Bolo kultivovanych 13 nami ziskanych bakterial-
nych druhov, ktoré bolo nutné namnozit’.

Nulova hypotéza bola stanovena tak, ze typ kultivaéného
média nema vplyv na vytazok DNA. Vysledky porovnavania
st uvedené na obrdzku 2 vpravo.

P-hodnota je na urovni 0,4917, ¢o znamena potvrdenie nu-
lovej hypotézy.

1zoldcia bakteridlnej genomickej DNA

Experimentalne boli porovnavané tri postupy izolacie:

1. lzola¢ny kit QlAamp® DNA Mini kit 250;

2. 1. Optimalizovany protokol izola¢ného kitu QlAamp® DNA
Mini kit 250 (doplnenie pévodného protokolu o teplotné
Soky pred prvym krokom 5x striedanie 5 min 90 °C/5 min
-20 °C);

Obrazok 2. — Vliavo — Vysledky porovnania zavislosti pouzité-
ho roztoku priodbere baktérii od mnozsiva ziskanej bakteridlnej
DNA (* — P < 0,05, ** — P <0,01). Vpravo — Porovnanie vyraz-
ku bakterialnej DNA z baktérii kultivovanych na tuhom a tekutom
LB kultivacnom médiu

3

DNA (ng/pl)
g

DNA (ngly)
8

-
=)

Obrdzok 3. Vlavo — Porovnanie vytazkov bakteridlnej genomic-

3. 2. Optimalizovany protokol (zmena oproti pévodnému pro-
tokolu — pufor ATL bol nahradeny lyzaénym roztokom; bol
pridany roztok lyzozymu, roztok RNazy; pred pridanim pro-
teindzy K bola pridand hodinova inkubacia pri 37 °C, po
pridani pufra AL bola pridand 30-minatova inkubacia pri
55 °C a nasledne 30-minatova inkubacia pri 70 °C).

Vzajomné porovnavanie vysledkov demonstruje obrdzok 3
vlavo. Nulova hypotéza bola stanovena tak, ze typ protokolu
nema vplyv na mnozstvo izolovanej DNA. Vysledkom porovna-
nia pévodného protokolu s 1. optimalizovanym protokolom je
P-hodnota na arovni 0,3388. Porovnanie pévodného protoko-
lu's 2. optimalizovanym protokolom dava P-hodnotu na arovni
0,0150 a porovnanie 1. optimalizovaného protokolu s 2. opti-
malizovanym protokolom dava P-hodnotu 0,0178. Mozno te-
da povedat, Ze nulova hypotéza sa zamieta v prospech 2. op-
timalizovaného protokolu, s ktorym sme boli schopni izolovat’
najvacsiu koncentraciu bakterialnej genomickej DNA.

Identifikdcia ziskanych bakteridalnych druhov pomocou
Sangerovho sekvenovania

Bakterialne druhy boli identifikované pomocou klasickej
metody Sangerovho sekvenovania 16S rDNA. Podarilo sa
nam ziskat 12 roznych bakterialnych druhov — 7 zo sterov
z koze cloveka a 7 z koze mysi, pricom dva druhy sa vyskyt-
liaj u ¢loveka aj u mysi. Jednotlivé druhy su uvedené v ta-
bul’ke 2.

Izoldacia bakteridalnej plazmidovej DNA

Zo vsetkych nami ziskanych bakterialnych druhov bolo
vybratych Sest’, z ktorych sa izolovala plazmidova DNA. Bo-
li porovnané dva izola¢né kity DNA QlAprep Spin Miniprep
kit a NucleoBond® Xtra Midi. Vysledky si demonstrované
na obrdzku 3 vpravo.

Nulova hypotéza bola tradi¢ne stanovena tak, ze typ izo-
laéného kitu nema vplyv na mnozstvo izolovanej plazmido-
vej DNA. Hypotéza vsak bola vzhladom na vysledky zamiet-
nuta v prospech kitu NucleoBond® Xtra Midi.

Tabul’ka 2. Ziskané bakterialne druhy pomocou Sangerovho sek-
venovania

kej DNA ziskanej pouzitim troch réznych izolac¢nych protokolov. &lovek
Vpravo — Porovnanie vytazku bakteridlnej plazmidovej DNA po- Staphlococcus lentus G+ Actinobacteria
uzitim izolacnych kitov DNA QIAprep Spin Miniprep kit a Nucle- Staphlococcus sciuri G+ Firmicutes
oBond® Xtra Midi Micrococcus yunnanensis G+ Actinobacteria
Staphylococcus cohni G+ Firmicutes
. Klebsiella oxytoca G- Proteobacteria
Staphylococcus homini G+ Firmicutes
= E Bacillus licheniformis G+ Firmicutes
: 3 my3
F g Staphylococcus epidermidis G+ Firmicutes
# Micrococcus yunnanensis G+ Actinobacteria
Staphylococcus aureus G+ Firmicutes
Bacillus subtilis G+ Firmicutes
Staphylococcus haemoliticus G+ Firmicutes
& Micrococcus luteus G+ Actinobacteria
Staphylococcus hominis G+ Firmicutes
1/2017
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Hdentifikdcia pritomnych plazmidov

Jednym zo spdsobov, ako vyhladat’ a identifikovat pritom-
né plazmidy, je pouzitie cielenych PCR eseji. Na tento expe-
riment bol vybrany bakterialny druh Staphylococcus epider-
midis, v ktorom sa vyhladavali potencialne pritomné vlastné
plazmidy. Bolo navrhnutych Sest parov primerov na Sest’ roz-
nych plazmidov. Nasledne bolo vsetkych Sest’ potencialnych
PCR produktov nanesenych na agarézovy gél (obrdzok 4).

Cielenymi PCR esejami bolo mozné identifikovat’ dva plaz-
midy pritomné v linii nami ziskanej baktérie Staphylococcus
epidermidis.

Diskusia

Praca s baktériami, ktoré nie su klasickymi laboratornymi
kmenmi, je vel'mi naro¢né. Kazdy krok si vyzaduje pracne opti-
malizovanie. Avsak bez toho by sme sa v tejto oblasti nemohli
posunut’ d’alej, preto ma toto usilie velky vyznam. V mojej pra-
ci st sumarizované najvhodnejsie postupy molekularnogene-
tickej analyzy nepatogénnych nami ziskanych baktérii z koze.
Bolo mozné identifikovat’ najlepsi postup prace.

Optimalizacia spésobu odberu koznych baktérii bola vy-
chodiskova tloha pre dalsie experimenty. Bolo vybratych se-
dem roztokov, do ktorych sa namacala vatova tycinka, na
zvySenie vytazku bakterialnych buniek. Kazda z latok ma po-
tencial pozitivne ovplyvnit’ odber baktérii. Vysledky testova-
nia vylacili roztok NaCl + Tween 20, pretoze sa preukazal ako

Obrdzok 4. Separdcia a vizualizacia PCR produktov ziskanych
amplifikdciou Specifickych iisekov réznych plazmidov Staphylo-
coccus epidermidis (popis drdh: 1 — Gene RulerTM 100 bp Plus
DNA Ladder, 2 — primery 1 + 2, 3 — primery 3 + 4, 4 —primery 5
+6,5—primery 7 + 8,5 —primery 9 + 10, 6 — primery 11 + 12)

nevhodny. Dévodom moéze byt rozdielna pH hodnota. Zatial
¢o pH hodnota koze na predlakti po 24 hodinach po sprcho-
vani a nepouziti ziadnych kozmetickych pripravkov je od
5,12 + 0,56 do 4,93 + 0,459, tak pH hodnota roztoku je 7,6.
Medzi ostatnymi latkami nebol Statisticky vyznamny rozdiel.
Na zaver vsak bolo mozné ur¢it MBGW ako najidealnejsiu lat-
ku, lebo s jej pouzitim sme ziskali najmensiu odchylku v me-
rani, ma chemické zlozenie bez najmensich odchylok Vv ramci
roznych laboratérii, ¢im sa zabezpeéi maximalna reproduko-
vatel'nost’ experimentu.

Zivné média, ktoré sa pouzivaju na kultiviciu baktérii, sa
lisia svojim zlozenim a konzistenciou. Ak by sme potrebova-
li ziskat' ¢o najviac bakterialnych druhov, ur¢ite by sme zvoli-
lirozne pody, experimentovalo by sa so zlozkami a testovali
by sa selekéné média. V nasom pripade bola zvolend klasic-
ka LB poda, pomocou ktorej bolo mozné ziskat’ dostatoéné
mnozstvo bakteridlnych druhov. Avsak experimentalne bolo
zistované, ¢i konzistencia kultivaéného média vplyva na vy-
tazok bakteridlnej genomickej DNA. Nenasli sa ziadne signi-
fikantné rozdiely medzi tymito dvoma pristupmi, preto moz-
no povedat, ze konzistencia média nema vplyv na vytazok
bakterialnej DNA.

Dalsim krokom analyzy bola izolacia bakteridlnej geno-
mickej DNA na néasledné urcenie ziskanych bakterialnych
druhov. Na trhu si dostupné rézne izola¢né kity, ktoré sa lisia
svojou Specifickost'ou na uréité bakterialne druhy, ¢i schop-
nost'ou izolacie grampozitivnych a gramnegativnych bakté-
rii. Na nasom pracovisku sa dlhodobo osved¢il izolaény kit
QlAamp® DNA Mini kit 250 od firmy Qiagen, preto bol zvoleny
ako vychodiskovy, ktory bol nasledne podrobeny niekolkym
zmenam. Z vysledkov vyplyva, ze optimalizacie viedli k zvy-
Seniu vytazku bakterialnej DNA, preto boli uvedené do praxe.

Bakterialne druhy boli identifikované pomocou sekveno-
vania 16S rDNA kodujacej sekvencie. Tato sekvencia obsa-
huje vysokokonzervované tseky s vysokou medzidruhovou
variabilitou, ¢o je dovodom, pre¢o je tato sekvencia vhodna
pri identifikacii bateridlnych druhov®*%. Na tento konzervo-
vany Gsek bolo navrhnutych niekol’ko parov®®, z ktorych boli
pre tato stadiu vybraté dva — 27F (5-AGAGTTTGATCCTGGC-
TCAG-3’) a 1492R (5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3"). Vysled-
kom bola uspe$na identifikacia trindstich bakterialnych dru-
hov, ktoré su uvedené v tabul’ke 2. Z nich bolo na zaklade
uréenych vlastnosti (nepatogenita a vyskyt na kozi) vybra-
tych Sest’, z ktorych bola izolovana plazmidova DNA. Z velkej
Skaly dostupnych izolaénych kitov boli vybraté dva kity, ktoré
boli porovnavané. Na zaklade vysledkov sa ako lepsi ukazal
NucleoBond® Xtra Midi.

Ciclena PCR esej je dobrym néastrojom na vyhladavanie
$pecifickych tsekov DNA vo vzorke. Prave tymto pristupom
boli vyhl'adavané bakteridlne plazmidy v naSom experimen-
te. Zo vsetkych ziskanych druhov bol vybraty iba Staphylo-
coccus epidermidis preto, ze z druhov nami ziskanych ma
najviac opisanych vlastnych plazmidov so znamou sekven-
ciou. Navrhli sme Sest parov primerov na Sest plazmidov.
PCR produkty boli nanesené na gélovu elektroforézu, na kto-
rej bola uspesne identifikovana pritomnost’ prave dvoch bak-
terialnych plazmidov pUR3036 a pSK103.
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Zaver

Na to, aby bolo mozné uvazovat' o cielenej zmene kozné-
ho mikrobiému, je potrebné najprv sa naucit' s nelaborator-
nymi baktériami pracovat’ ¢o najlepSie a najefektivnejsie. Na
to nam sluzia prave takéto experimenty, ktoré vymedzujua tie
najlepsie metdédy a postupy.

Plazmidy, ktoré boli tymto postupom ziskané, by mali
byt nasledne analyzované a neskor potencialne vyuzité pri
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