8. Real Time PCR detekce a kvantifikace borélii v krevsajicich ¢lenovcich
Uvod

Zasadni prilom PCR diagnostickych metod nastal se zavedenim metody tzv. RealTime PCR,
kterd umoziiuje sledovat piibyvani DNA béhem amplifikace v "realném cCase". V metodé
RealTime PCR jsou vyuzZivany dva primery a sonda se znackou, kterd po ozafeni svétlem o
urCité vlnové délce emituje zafeni o vinové délce, kterd je specificka pro danou znacku.
Mohlo by se zdat, Ze vzhledem k vyuziti pouze dvou primert pfi metodice RealTime PCR,
stejné jako u klasické PCR, mtze dojit ke sniZeni senzitivity metody, ale opak je pravdou. Pii
vhodném nastaveni metody RealTime PCR muze byt senzitivita dokonce vyssi nez u metody
nested PCR. Zalezi zejména na vhodném navrhu a nastaveni metodiky, dale pak na pouziti
vhodnych chemikalii a pfesnych termocyklérii pro RealTime PCR. Pfi metodice RealTime

PCR Ize sledovat nartist namnozené DNA v kazdém dal§im amplifika¢nim cyklu.

Kvalitativni vyhodnoceni — v PCR smési kazdého vzorku jsou ptitomny specifické primery a

sondy jednoznaén¢ detekujici DNA borélii. Je-li dostupny vhodny templat, dochazi béhem
PCR reakce k cyklickému nasedani a uvoliiovani primera a fluorescenéné znacenych sond. S
nardstajicim poctem amplikontli roste také mnozstvi dostupnych sond a tim také i intenzita
fluorescence. V pribéhu analyzy resp. na jejim konci mizeme sledovat priibéh amplifikacni
ktivky (zéavislost miry fluorescence na poctu probéhnutych cykli). U pozitivnich vzorki
dochazi, v moment¢ dostate¢ného namnozeni amplikonu, k pfechodu amplifika¢ni kiivky do
exponencialni faze (obvykle 25 — 35 cyklus). U negativnich vzorkli nedochazi k zZadné

amplifikaci tj. kivka ma rovny pribéh na trovni fluorescenéniho pozadi.

Kvantitativni vyhodnoceni - plati, Ze ¢im vice DNA je na poc¢atku amplifikace, tim diive

dochazi k pfechodu do exponencialni faze. Diky této skuteCnosti je mozné piesné urcit
koncentraci vySetfovaného vzorku (absolutni kvantifikace). Analyzou koncentracni tfady tj.
vzorkii o znamych koncentracich vstupni DNA, miizeme v programu pfistroje vytvofit
standardni kiivku z tzv. ,,crossing points, coz jsou body oznacujici cyklus (Cp), ve kterém
dochazi k prechodu do exponencialni faze amplifikace. Po analyze vzorku o neznamé
koncentraci je oznacen ,,crossing point“, hodnota automaticky dosazena do standardni kiivky
a odectena piesnd koncentrace vzorku. Tento model absolutni kvantifikace bude pouze

teoreticky demonstrovan.



Material:

vzorek izolované DNA z klistéte
- primery a sondy
- Taq DNA polymeraza
- Interni kontrola
- Pozitivni kontrola

Priprava mixu:

Pfipravte mastermix smichanim primerti a sond s Taq DNA polymerazou. Do sklenéné
kapilary napipetujte 15 pl mastermixu + 5 pl vzorku DNA, uzaviete vickem, stocte a vlozte

do Real Time systému Light Cycler 2.0, v pfistroji nastaven PCR protokol a poté spust'te

analyzu.

Protokol amplifikace:
95°C—-15s

1x95°C—-10min  45x  55°C—-20s - odeCtovy rezim (acquisition mode on)
72°C—-25s

Vysledek analyzy real-time PCR odecitejte v kanalech 530 (vnitini kontrola) a 705 (borrelie).
Pro zhodnoceni vaSich vysledkli vyuZijte programovy modul pro absolutni kvantifikaci.
Pozitivni vysledek je charakterizovan vzestupem fluorescencéniho signalu v daném odectovém
kanalu, zatimco ¢iselné hodnoty Cp udavaji kvantitu pozitivniho vysledku. Hodnota ,,Score*

musi byt vyssi nez 4.5.



