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HAybridizace

» reasociace dvou jednoretéezcovych DNA nebo RNA,
pokud maiji jejich sekvence upiné nebo castecneée
komplementarni baze

» nemysli se ji ale spojovani jednoretézcu, které byly
soucasti téze molekuly = renaturace
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schopnosti NA denaturovat a
renaturovat
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Co to je denaturace DNA

» oddeleni komplementarnich viaken DNA
pusobenim vysoké teploty (90-100°C),
extrémnich hodnot pH nebo denaturacnich
cinidel (formamid, mocCovina)

» Pri denaturaci se zvysuje absopce sveétla pri
vinoveé délce 260 nm (tzv. hyperchromni efekt)

> Je to dusledek zmény v usporadani bazi



Co to je hyperchromni efekt
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Co fo je renaturace DNA

» opeéetna tvorba dvouretézcovych struktur z
jednoretézcovych polynukleotidu za vhodnych
pripojovacich (,,annealing“) podminek

» nastava pri pomalém ochlazovani (65°C) roztoku
teplem denaturované DNA

» nenastava pri prudkém ochlazeni roztoku
denaturované DNA

» pfirenaturaci (reasociaci) se mohou tvorit hybridni
molekuly DNA/DNA, RNA/RNA i DNA/RNA

» rozsah reasociace odpovida rozsahu
komplementarity sekvenci



Faktory oviivinujici tvorbu hybridd

» teplota
> koncentrace soli

» stupen
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Vyuziti hybridizace

> test komplementarity sekvenci (ve smeési mnoha
molekul DNA budou hybridizovat jen ty, které jsou
dostatecne komplementarni)

> detekce molekul DNA a RNA, které jsou
komplementarni k jakekoliv izolované nukleové
kyseliné

» vyhledavani sekvenci v genovych knihovnach

» vyhledavani sekvenci v cytologickych preparatech
» charakterizace sekvenci

» mapovani genomu

> pfFi polymerazoveé retézoveé reakci



Typy hybridizaci

» hybridizace v roztoku
» hybridizace na pevném povrchu

» hybridizace in situ (FISH) — mapovani
chromozédmu a specifickych lokusu

» DNA, RNA arrays



Hybridizace v roztoku

Samotna se témer nevyuziva, vetsinou spojena
s dalsi detekcni technikou

> S1 mapovani (detekce exonu a intronu
hybridu DNA/MRNA)

» Denaturacni gradientova gelova
elektroforeza (DGGE)

» Heteroduplexni analyza
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Maji bakterie sloZené geny?

Nemizu Zadny priklad najft.
Ale nase predndska je o mikroorganismech,

nejen o bakteriich. A kvasinky sloZené geny
majil




DGGE
» Pary CG drzi vice pohromade nez pary TA

wt m

i
—+

1 Donaturanon 1

\ T

o e — “-\‘& / Denaturing gradient gel
T

—
wi'wt  wtim  mim

1 Reannealing of single strands l L—I "
A Increasing
' " decuturant
wi wiim miw 1
hamoduplox  heterodupiax  heteroduplay.  homooupiex Hetaroduplaxes
e = s e R Homoduplexes
-— — e
l Maiming benhaviour
e ST e U I o\
el T R =2 oo R * r 4

Podobné funguje TGGE



Analyza heteroduplexu

» Molekuly dsDNA vznikaji z retézcu, které pochazeji z
riznych zdroju

» Vysledneé struktury nejsou 100% komplementarni, z
toho plyne oznaceni heteroduplex

» Obsahuji smycky a bubliny v oblastech, kde se
sekvence DNA lisi

» Struktury |lze pozorovat mikroskopicky —
heteroduplexni mapovani

Podivejte se na heteroduplexni
mapovani v zakladni uc¢ebnici




Analyza heteroduplexu

Heteroduplexy se pohybuji pomaleji nez homoduplexy
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Analyza heteroduplexu

Homoduplexy a heteroduplexy lze rozlisit i kapilarni
elektroforézou

Temperature Modulated Heteroduplex Analysis
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Hybridizace na pevném povrchu

» Probiha na specialni membrane

» Vzorek se nanasi primo na membranu =

» Vzorek se rozdeli na gelu a pak se prenese na
membranu =

» Zakladem hybridizace je obvykle
o znamé nukleotidové sekvenci



Blotiing = prenos

» Southern blotting (Dr. Edwin Southern) = DNA
» Northern blotting = RNA
» Western blotting = proteiny

» southwesternovy prenos - proteiny vazajici se
na DNA (sondou je DNA)

» northwesternovy prenos - proteiny vazajici se
na RNA (sondou je RNA)



K cemu se vyuziva Southernuv prenos

> ldentifikace pritomnosti genu v materialu
vubec

> ldentifikace genu za ucelem jeho klonovani

» Vyuziva se tam, kde je dostupné pouze malé
mnozstvi vstupniho materialu nebo je vysokeé
pozadi



Priprava hybridizacnich sond
Sondy radioaktivné znacené

» Nick translace

» Vyplnéni jednoretézcovych koncli

» Nahodilé znaceni

> Zpravidla se vyuziva radioaktivni fosfor 3°P

Sondy fluorescencné znacené

» Znaceni biotinem
» Znaceni digoxigeninem
» Znaceni kfenovou peroxidazou

LA &4



Nick translation

Posun jednoretézcoveého zlomu

DNase |

:
pAPGpCpTpApCpGpApPCpGpCpTpApTpT
PpTpCpGpApTpGpCpTpGpCpGpARpTpARPA

Pancreatic
DNase |

OH P
pApG CpTpApCpGpApCpGpCpTpARTpPT., .,
PpTpCpGpApTpGpCpTpGpCpGpApTpApA. ..

1. 5 3' exonuclease | E.coll DNA
2. 5 3 polymerase | polymerase |

. GATR, dCTP -
dGTR, dTTP

'J _’;.‘
* £ - ' 0"’“ o

PARPGpCpTpApCpGpApCpGpCpT AprT
pTpCpGpApTpGpCpTpGpCpGpApTpAPA

www.ncbi.nlm.nih.gov



Zopakujme si: Klenowuyv fragment

» syntéza ve smeéru 5°- 3°
> exonukleazové odbouravani ve smeéeru 3-5°

» tam, kde se neodbourava primer

» sekvenovani, znaceni DNA
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Znaceni koncu nukleovych kyselin

) 5 (P) 1 3
A’ ?—\ Polynuclectide

/‘ kinase
A-(BEHP)~

5'(P) ) 3

G | Selected DNA |

Digest with restriction nuclease to give
| 5' overhangs {e.g. EcoRl)

B AATTCE 1 G 3’
Gt 1 CTTAA 5’

Klenow DNA polymerase

dATP-=, dTTP
e
P’ AATTC 1 GAATT 3 L |
TTAAG T 1 CTTAA &'
dé
Restriction nuclease cleavage at internal
site to give different sized fragments
Ty Key:
5' AATTC CC——— + [ 1 GAATT ? Labeled
TTAAG ™ C 1 CTTAA nucleotide
ss Purify Purify e

www.ncbi.nlm.nih.gov



Nahodilé znaceni

w2random primer DNA labeling“ = prostrednictvim
nahodnych hexanukleotidu

Denature and anneal in presence of
mixture of random hexanucleotides

‘ : Kl —F.)
5 ::l 3 5':.._—TJ3
3'& 5
Klenow subunit of DNA polymerase
+
ﬁ dATPE, dCTP -
dGTP, dTTP Key:

5 , e <3 ? Labeled |

3-(\“Jléli---}-hi-lf--l—*-'-& 5 nucleotide |

3

www.ncbi.nlm.nih.gov



Znaceni biotinem
Lze vyuzit vSech tri zakladnich postupu

» Nick translace
> Vyplnéni jednoretézcovych koncli
» Nahodilé znaceni biotin-dUTP
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Primé a neprimeé znaceni sond
Primé znaceni

5°- koncové znaceni 3°- koncové znaceni




Primeé a neprimeé znaceni sond
Neprimé znaceni

Reportérova molekula Znaceni enzymem




Neprimé znaceni — polyRNA sonda

Cilova sekvence



Prakticka aplikace znaceni
sond



Priprava sond pro diferenciaci
kmenu M. a. paratuberculosis

Celkem 3 sondy detekujici casti inzercni sekvence 1S900 —
inzercni sekvence specifické pro M. a. paratuberculosis

l'PstI—1045bp

1S900
‘Celkova sonda - 958bp

Sonda l-412bg Sonda 2 - 303bp




Zakladni kroky pri priprave sond

» Amplifikace specifickych fragmentu PCR
» Purifikace amplikonu
» Znaceni sond peroxidazou

» Kontrola koncentrace sondy



Znaceni sondy (neprime enzymem)

dsDNA

*‘t‘l- I povareni a ochlazeni
a:é:& N

denaturovana DNA

negativné nabita
M
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Znaceni sondy (neprimeé enzymemn)

peroxidaza
se vaze k

DNA S$patné glutaraldehyd

peroxidaza se vaze k DNA kovalentne



Detekce peroxidazou znacené sondy

matricova DNA

znacena sonda

H,0 -
2=2 O, 4 Hy0

w V4 = - w O
detekcni reagencie 1 O zesilovaé

NH2 O_ +
luminol H2 “sveétlo

detekcni reagencie 2 lc! lc!



Postup pri Southernove prenosu

rozdéleni fragmenti DNA daného vzorku
gelovou elektroforézou

denaturace DNA a prenos jednoretézcovych
fragmenti DNA na nylonovy filtr (,,blotting*)

inkubace filtru se znacenou jednoretézcovou
sondou: hybridizace sondy s
komplementarni sekvenci imobilizovanou
filtru

odmyti nenavazané sondy

detekce navazané sondy - vizualizace
hybridu



Southern blotting

fragmenty DNA
na elfo gelu filtracni papir ]

denaturace

membrana ]

prenos DNA z gelu na

membranu
’ @ Y
otisk DNA na inkubace se zna¢enou vyvolani RTG

membrané cDNA filmu




Southern blotting

stoh papirovych ruénik(

(A) neznatens DNA Ny
rozétépena
restrikéni -
nukleédzou &

(B)

e
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€25

znatané DNA
rdzné velikosti slouzi
jako standardy
agarosovy
gel it
myci houba
alkalicky roztok

FRAGMENTY DNA JSOU ODDELENY
ELEKTROFOREZOU NA AGAROSOVEM GELU

ODDELENE FRAGMENTY DNA
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PRENESENY NA NITROCELULOSOVOU MEMBRANU

(€
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membréna ge
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(E)

proutky
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odstranéni nitrocelulosového
papiru s pevné navazanou DNA

ZNACENA DNA-SONDA
JE HYBRIDIZOVANA
S ODDELENOU DNA

sonda v pufru

OZNACENA DNA-SONDA
HYBRIDIZOVANA S KOMPLEMENTARNIMY
PRUHY DNA JE ZVIDITELNENA
AUTORADIOGRAFII

znadené
proulky
z pokusu




Zpusoby prenosu (,,blottingu®)

» kapilarni prenos
» elektroforeticky prenos
» vakuovy prenos



Kapilarni prenos

filtraCni papir \
L membrana ]

\




Elektroforeticky prenos

membrana
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Vakuovy prenos




Fluorescentni in situ hybridizace
fluorescence in situ hybridization (FISH)

Metoda sestava ze tri zakladnich kroku
» Fixace vzorku na mikroskopickém sklicku

» Hybridizace znacené sondy k homologickym
fragmentiim na genomové DNA

» Enzymaticka detekce hybridu sonda-cilova sekvence

» Sondy radioaktivhé znacené

LIy 4

» Sondy fluorescencni: rychlejsi, silnejsi signal,
simultanni diferenciace ruznych cilu



Ukézky FISH

fluorescence in situ hybridization




FISH v mikrobiologii

» Umoznuje detekci i nerostoucich bakterii

» Sonda je druhoveé specificka a miri zpravidla ke
genu pro 16S rRNA

» Metoda je vhodna pro fylogeneticke, ekologicke,
diagnostické a environmentalni studie

» Kombinuje preciznost molekularni biologie s
mikroskopickym pozorovanim

» Je mozno pozorovat vyskyt bakterii v kontextu s
morfologickou charakteristikou napadené tkané

» Citlivost az jedina bakterie, metodicky mimo PCR



Typicky FISH protokol
4 zakladni kroky

1) Fixace a
permeabilizace * /

vzorku

2) Hybridizace

!

3) Promyvaci kroky —
odmyti nenavazané
sondy

4) Detekce znacenych
bunek mikroskopicky =
nebo prutokovou
cytometrii

N\




Charakteristika sond
Diouhé 15 az 30 nukleotidu

Fluorofor Barva Excitace Emise

Alexa 488 zelena
Cy3 cervena 552 565
Cy5 cervena 649 670
DAPI modra 350 456
Fluorescein zelena 494 523
Rodamin cervena 555 580
TAMRA cervena 543 575

Texas red cervena 590 615



Zodpovezie otazku

Jak dlouha musi byt minimalné sonda, aby
nasla jedinou specifickou sekvenci v bakterii,
jejiz genom ma velikost 4,0 x 10° bp?

4.0 x 106 = 4%
IN(4,0 X 109) = X In(4) —
X = In(4,0 x 109) / In(4) 0%

X=11

Ir N ) I I



Dveé hlavni oblasti vyuziti FISH
v mikrobiologii

> Analyza vzorku potravin

> Studium biofilmu




ACM-FISH
armFISH
CARD-FISH
catFISH
CB-FISH
CO-FISH
COBRA-FISH
COD-FISH
COMBO-FISH
Comet-FISH
Cryo-FISH
D-FISH
DBD-FISH

Varianty FISH

e-FISH
Fiber-FISH
Flow-FISH

Fusion-Signal
FISH

Halo-FISH
Harlequin-FISH
Immuno-FISH
LNA-FISH
M-FISH
ML-FISH
PCC-FISH
PNA-FISH
Q-FISH

QD-FISH
Rainbow-FISH
Raman-FISH
ReD-FISH
Reverse-FISH
RING-FISH
RNA-FISH
RxFISH
Split-Signal FISH
T-FISH

3-D FISH
Z00-FISH

BioTechniques 45:385-409 (October 2008)



Dalsi cteni

Bottari B (2006): Application of FISH technology
for microbiological analysis: current state and
prospects. Appl Microbiol Biotechnol (2006)
73:485-494

http://www.nottingham.ac.uk/biosciences/divisions/food/r
esearch/projects/foodmicrobiology.aspx

http://www.rapidmicrobiology.com/news/1431h22.php



Vybraneé aplikace hybridizacnich
technik v mikrobiologii

» Polymorfismus délky restrikCnich
fragmentu (RFLP)

» Ribotypizace

» Metoda reverzni hybridizace

» Metoda spoligotypizace



Metoda RFLP

» Restrikcni fragmenty rozdelené na gelove
elektroforéeze

> Detekce vybranych polymorfnich useku znaéenou
sondou

» Rozdily ve spektru jsou dany ztratou nebo
ziskanim restrikéniho mista, deleci nebo inzerci

» Jsou mozné i zmeéeny v poctu repetitivnich
sekvenci nebo translokace

» Sondy z nahodné vybranych sekvenci

» Sondy ze specifickych esencialnich genu nebo
genu pro faktory virulence

» Sondy z IS, transpozonu a repetitivnich sekvenci
» Sondy z genu pro rRNA



Zjednoduseny princip RFLP




Porovnani elektroforézy a hybridizace

— b

wmnnunﬁum'mv
i L | o .""

DNA obarvena autoradiogram
ethidium bromidem



Naznaceni analyzy RFLP profilu

Analyza zmen ve fragmentu 400 bp

+RE -RE +50 -50
Velikosti 400 250 600 450 350

fragmentu 150
600 —
500 mam maam DEEE EEEE BN
—
V(o0 IR e I S SO S
—
250 —
200 | | | DI | | |
150 —
100 ' man N N
75 i I N N
Pocet zmén 0 3 3 2 5



Vyuziti RFLP v epidemiologii ptuvodci
mykobakterioz

» Epidemiologie paratuberkulézy, 1IS900

» Epidemiologie aviarni tuberkulozy

» Analyza kmenu MAC v ramci jednoho chovu
» Analyza kmenu MAA IS901 u jedince

» Analyza smisenych infekci kmenu MAC



Inzeréni sekvence u vybranych
mykobakterii

M. avium subsp. avium serotypy 1-3, M. avium subsp. silvaticum

M. avium subsp. hominissuis serotypy 4-6, 8-11 a 21

FR300bp

M. avium subsi. Earatuberculosis

M. intracellulare serotypy 7, 12-20, 22-28




Inzercni sekvence transponuji

-
7\
o 4D

» Kopie IS se chovaji jako bodové mutace

> Dusledkem transpozice jsou rizné RFLP profily



Pro studium epidemiologie
MAA je vhodna IS901

Pro MAP potom IS900




RFLP profily na bazi IS901 - MAA

Pvull - 1IS901 RFLP profily

‘v VvV N

25 vicekopiovych profill
3 profily o malem poctu kopii
celkem 28 RFLP typu

\

Pstl - IS901 RFLP profily

Vv v N

4 vicekopiove profily
1 profil o malem poctu kopii
celkem 25 RFLP typu




Pvull - 1IS901 RFLP profily - 1
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Pvull - IS901 RFLP profily - 2
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Vwbrané Pstl - IS901 RFLP profily
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Fylogeneze na zakladé analyzy profilu
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Vuziii pri
epidemiologickych studiich



Puavod celkem 137 izolatu

Oprasata
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RFLP typy ziskané u ptaku, zvirat a lidi
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Specifické profily u izolatu od lidi



Standardizace metody

Dvorska, L. — Bull, T.J. — Bartos, M. —
Matlova, L. - Svastova, P. — Weston, T.R. -
Parmova, I. — Van Soolingen, D. - Pavlik, I.:
A standardised Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) method for
typing Mycobacterium avium strains links
IS901 with virulence for birds.
Journal of Microbiological Methods;
2003, 55, 11-27



Analyza klinického pripadu u cloveka
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Analyza primokultur
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Analyza sekundarnich kultur
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Pracovni hypotézy
1) Opakovana infekce z vnéjsiho zdroje

2) Docasné utlumeni infekce a jeji reaktivace

3) Selekce rezistentnich kmenu
antituberkulotiky



Studium prenosu MAA mezi raznymi
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Ke studiu epidemiologie
M. a. paratuberculosis se
pouziva 1S900




RFLP profily na bazi IS900 - MAP

BstEIl - 1IS900 RFLP profily

/> 33 vicekopiovych profill h
» 3 profily s nizkym poctem kopii
@ celkem 35 vicekopiovych profill y
Pstl - IS900 RFLP profily
/> 24 vicekopiovych profill A

» 1 profil s nizkym poctem kopii

g celkem 25 RFLP typu Y




BstEIl - IS900 RFLP profily I
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BsiEIll - IS900 RFLP profily I
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Pstl - IS900 RFLP profily |
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Paratuberkuléza u divokych prezZvykaved

v R (1995-2000)
® B-C1
== Polsko ® M-C16
B-C9

D-C12
& NT
® nerostouci

99999

9999

1997

Slovensko
== Rakousko

Pavlik et al.. \Veterinarv Microbioloav. 2000. 231-251



Paratuberkuloza u faremne chovanych
jelend

vneéjsi prostredi
B-C1




Detekce tifi kmenu rdznych RFLP
typu u jedné kravy
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Porovnani vyslednych RFLP profilt

Colony number
Kbp 2 4 57 8101213141618
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Pro studium epidemiologie
M. tuberculosis se pouziva
1S6110




1IS6110 RFLP M. tuberculosis, M. bovis a M. caprae

4

log bp

3,9 A
3,8 A —
3,7 T — — —

3,6 1

3,5 1

3’4 i — —

3,3 ::: — —

3,2

3,1 -

3_

2,9

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Std M.tbc M.bovis M.caprae



ProcC to celé neosekvenujete a hotovo!

Neni tato metoda dnes ponékud
zastarala?

Sekvenovani je prilis citliva metoda a
nesnadno odhaluje klonalitu




Ribotypizace

Varianta RFLP vyuzivajici sond pripravenych z genu
pro 16S rRNA nebo 23S rRNA

» Sekvence genu pro 16S rRNA se pouzivaji
k fylogenetickym studiim

> Pocet kopii genu pro 16S rRNA je maly, do 6 ks
> Vysledna spektra jsou jednoducha

» Popsano u Listeria (80 spekter), Salmonella (97),
Escherichia (65) a Staphylococcus (252)



Zodpovezie otazku

Kde se v bunce nachazi 16S rRNA?

A kde se nachazi 23S rRNA?




Ribotypizace

Actinobacillus pleuropneumoniae 16S rRNA/Hindlll
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Ribotypizace

Actinobacillus pleuropneumoniae 16S rRNA/Cfol
M 12345678 9101112
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Ukol

Analyzou vysSe uvedenych spekter ribotypl
stanovtie pocet genu pro 16S rRNA u
Actinobacillus pleuropneumoniae, jestlize
ani Hindlll ani Cfol nestéepi uvnitr genu.

Ze spekter po stepeni Cfol vyplyva, ze je zde
6 kopii genu pro 16S rRNA. “

—_

J

—
e . e

Y

Spektra po stépeni Hindlll nejsou cCista.




A jeste jeden, komplikovanejsi ukol

Analyzujte nasledujici spektrum a
odhadnéte, co se mohlo stat

M 1234567 8 9101112

23.1
9.4

6.6 =

1) Porovneijte vzorek é. 1 a 2 44 -
2) Najdeéte dalsi podobné ihik a TFeee
udalosti TP b4 | 4 i

3) Co je méne pravdepodobneée?



Reseni?

Toto jsou mozna vysvetleni, zajemci mohou |
vypocitat délky zménénych useku

M 1234567 8 9101112

1) U vzorku €. 2 doslo k deleci 23.1!
(nebo u vzorku ¢ 1 k °H
Inzerci) useku DNA

4.4

2a) Podobné mohlo nastat

mezi vzorky 3-8 (3-1, apod.) T HH T EEEEY
— 2 udalosti! e slesBli=222.
2b) Dalsi moznost 4-7 o . Ll

2c) A jesté jedna moznost 5-6

3) Dve udalosti versus jedna jsou méné pravdepodobneé



Odhadnéte evoluci ribotypu

Coz treba takhle

LT
cLo'v'e

LL'OL'6'8‘L
adAjosas

Cfol/4 (serotyp 5)

1

Cfol/3 (serotyp 3,4,6 al2)

—=zz,

Cfol/2 (serotyp 2,7)

1

Cfol/1 (serotyp 1,8,9,10 a 11)
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11040
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A podobne pro spektrum Haelll

Analyzujte nasledujici spektrum a
odhadnéte, co se mohlo stat

M1.23456789101112
%1’ l
1) Porovnejte vzorek ¢. 4 a 8
4.4 S N

2) Porovnejte vzorek ¢. 4 a5 "L | b
‘-‘..

3) Co se stalou €. 27

23 . :
v
oo B



Reseni?

Toto jsou mozna vysvetleni, zajemci mohou |
vypocitat délky zménénych useku

M 12 34 567 8 9101112

1) U vzorku €. 4 doslo k deleci .

(nebo u vzorku é. 8 k 0.4 ! "

inzerci) useku DNA 86 = -

2a) U vzorku ¢. 5 se ztratilo B 4 hd n
jedno restrikcni misto oproti { N

' o 1 1 !
¢. 4 (nebo opacné) - -Junllli
2b) Pribyl/ubyl pocet kopii 2.3 W

3) 227 s @




Metoda reverzni hybridizace

> ,,Sonda“ je nanesena na pevny povrch

» Cilova sekvence je v tekute fazi, zpravidla ve
forme amplikonu po PCR

+ cilové DNA |:| |:|

sekvence

_ﬁ ]

sondy A B C



Tri jednoduché kroky

» lzolace DNA ze vzorku
» Amplifikace cilové sekvence (PCR)

» Detekce znaceného produktu na matrici

Fl

£/

|lzolace DNA PCR Detekce Vysledky za
(30 minut) (2 hodiny) (10 minut) 3 hodiny




Detekcni systémy pro mykobakterie |

--4-_.(_ Conjugate Control (CC]
- - - - p— - -—) - f— - f— - Amplification Control (AC)
U | B} -4 p-—— M. avium
..... -t - -1 F— M. intracellulare
..... ) j — -{ |p-——— M. kansasii
..... .| | -] F—— M. malmoense
..... B i B - - -——— M. tuberculosis complex

http://www.hain-lifescience.de



Detekcni systémy pro mykobakterie

| Corjugate Control
2 Universal Control
3 Genus Control

=

a3

Specific probes

1] Species may passibly be
further differentated
with the GeneType
Mycobacterium AS

2] Foe furthar differentiabion
use the GenoType
Mycobacterium AS

3] For furthar differentiatian
use the GenoType MTBC

http://www.hain-lifescience.de
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Diferenciace zastupcu MT komplex

g I s e I

- e - —| — b Conjugate Control
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Detekce genu rezistence
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V.V V VYV V

YV V V

Dalsi systémy
Multirezistentni kmeny Staphylococcus aureus
Detekce Helicobacter pylori + rezistence
Detekce Chlamydia trachomatis

Detekce Bordetella pertussis a B. parapertussis

Clostridium dificille — diferennciace mezi
nepatogennimi, virulentnimi a hypervirulentnimi
kmeny

Detekce desitek grampozitivnich a
gramnegativnich druhu

Geny pro Shiga toxin
Vankomycin rezistentni enterokoky
Detekce periodontopatogennich bakterii

http://www.hain-lifescience.de



Spoligotypizace

Mezerniky dlouhé 35-41bp

PCR primery
o>

DR DR DR DR
36bp 36bp| |36bp 36bp

43 specifickych oligonukleotidovych sond vazanych na
membranu




Membrana pro spoligotyping
1) Membrana se 43 specifickymi sondami
2) Hybridizuje se s produktem PCR

3) Vyhodnoti se vysledky

M. tuberculgsis H37Rv
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Profily zastupcu komplexu

M. tuberculosis H37Rv
M.africanum

M. tuberculosis
Manila genotype

M. tuberculosis
Beijing genotype

M. bovis BCG
M. bovis

M. bovis
M. bovis subsp. caprae

M. bovis subsp. caprae

M. bovis subsp. caprae

M. tuberculosis
seal genotype

M. microti type vole
M. microti type llama

M. canetti

M. tuberculosis



Realny zaznam spoligotypizace
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ligotypizace

Vyhodnoceni spo

S4

\/, \\/

...'...'.n .“ M ST O D €
* - 0.1
EResneen e Rn®ne

Pavlik et al., Vet. Med. Czech, 2002, 47, 181-194



Profily izoldti M. bovis z let 1965-2002

19651966 |1974]1989( 1991§11992|1994| 1994 1997|1999| 2002

(VI S T R s,

IO I nminmmi|s, Typovy kmen

(T T TR TN AT T S

Nejbézneéjsi typ Jedinecny typ M. bovis caprae



Spoligotypy izoldtu M. bovis u zvirat

Sq
S3
W s

FIRRRUERQAR I DQ RN ORINN D RRRs MR

i .
o - = S
- o § £ Praha-vychod 7 M. bovis caprae
(jelean19S\9/1) = £ (dobytek-1991)
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g Praha
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(dobytek-1995)
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= Levica

Pavlik et al., Vet. Med. Czech, 2002, 181-194. = (dobytek-1992)



Vyhodnotite

Provedte analyzu spoligotypu podle
predlozené uéebni pomucky




Shrnuti

1) Zpusoby provedeni hybridizace

2) Hybridizace v roztoku

3) Priprava znacenych sond

4) Hybridizace na pevném povrchu

5) Southernliv prenos

6) Fluorescentni in situ hybridizace

7) Priklady vyuziti metod hybridizace v analyze
mikroorganismu — RFLP, reverzni
hybridizace, spoligotypizace



