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Vyuziti PCR pro detekci
mikroorganismu

Specificita
» schopnost reakce amplifikovat pouze
cilovy produkt

» schopnost primeru vazat se pouze na
cilovou sekvenci

Senzitivita
> limitni detekéni mez

» pocet kopii cilové sekvence, kterou je
reakce jesté schopna amplifikovat do
viditeIného produktu



Detekce a ldentifikace

Primarni detekce

» zachyt patogenu v primarnich odbérech vzorku
(krev, tkaneé, telni tekutiny, potraviny, stery, ..)

» pozadavek na specificitu i senzitivitu PCR

Sekundarni detekce

» zachyt cilové sekvence v narostlé bakterialni
kulture

» pozadavek na specificitu PCR

ldentifikace
> rozliSeni genu, kmenu, druhu, toxinu, apod.



Evaluace PCR systemu
Prevzate z literatury Nove vyvijeneé
Panely pozitivhich a negativnich kontrol

Test specificity PCR reakce
» primarne teoreticky pri navrhovani systému
» panel znamych zdroju (bakterialnich druht)

Detekcni limit PCR reakce

» na rekombinantnich plasmidech

» na vzorcich se znamym obsahem
detekovanych sekvenci



Postup vysetreni

Zpusob odbéru vzorku

» kontaminace pri odbéru
» mnozstvi materialu

Manipulace se vzorkem
> teplota skladovani

Uskladnéni vzorku
> teplota skladovani
» doba do izolace DNA
» doba od izolace DNA do provedeni PCR

Viastni PCR



System PCR kontrol

Vyloucit
» falesnou negativitu — kontrola inhibice PCR reakce
» falesnou pozitivitu — negativni izola€ni kontrola

Zajistit
» funkénost vSech komponent a spravny prubéh
» reakce - pozitivni kontrola
» spravny prubéh izolace — pozitivni izolacni
kontrola
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Diagnosticke varianty PCR

PCR-REA, PRA, PCR-RFLP
asymetricka PCR

alelove specificka PCR
nested PCR

multiplex PCR

Inverzni PCR

kompetitivhi PCR

RT-PCR

expresni PCR



PCR-REA, PRA, PCR-RFLP

l amplifikace
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Prakticky priklad
PCR-REA, PRA, PCR-RFLP

Podrobné bude probrano v prednasce
cislo 4 pro 5. roCnik



Asymetricka PCR
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jednoretezcoveé produkty uréené k sekvenovani



Alelove specificka PCR

efektivni annealing zajist'uje 3°-konec primeru
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amplifikace
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zadna amplifikace



Priklad alelove specificke PCR

Tento typ PCR je pouzivan ke stanoveni
SNP u eukaryotickych organismu

Rada aplikaci byla popsana pfi studiu
genomu kvasinek



Vyroba sake

» Metoda byla pouzita k detekci dominantni mutantni
alely FAS2-1250S u kvasinek

» Gen koduje modifikovanou formu syntazy mastnych
Kyselin

» Kmeny s touto alelou
syntetizuji zvysené mnozstvi
ethyl kaproatu




Domaci ukol?

Urcete misto tvorby ethyl kaproatu v
metabolismu mastnych kyselin




Nested PCR
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Usporadani nested PCR

double tube

one tube



Priklad nested PCR

Detekce 1S900 u M. paratuberculosis

subsp. serotypy 1-3, subsp.

subsp. , serotypy 4-6, 8-11 a 21
FR300
subsp.




Citlivost metody

Redéni izolované DNA
257bp

”n---~--- |

Citlivost pro DNA

L1 23 4567 389 111121314

Redéni lyzatu bakterii

257bp

Citlivost pro lyzat

L1 23456 78 89 1 1112 1314



Analyza nepasterizovanych miek

VUM?25 VUM1

-

257bp 7 'V B
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100bp ladder



Porovnani PCR a kultivace

Celkem 142 vzorku miléka a syru

Mleko Syry

Pasterizo Nepaster]
vaneé zovaneé

14/0/44 5/2/9 7/0/48

(32%)  (65/22%)  (15%)
18/2/41
(44/12%)




Multiplex PCR

amplifikace nékolika lokusu souc¢asné

diagnostika vice lokusu souc¢asné



Priklad multiplex PCR
Diferenciace poddruhu Mycobacterium avium

100 bf ladder
1IS901 577bp ~. —
1S1245 385bp Y e
ISO00 215Dp mmmp

dnaJ 140bp =

s



Ukazka diagnostické elektroforézy
100 bp ladder

1S901 577bp
151245 385DP ~ p—

1S900 215Dp —p e
dnal) 140bp = RS-

/1N

MAP MAA MAH

Moravkova et al. (2008): Strategy for the detection and differentiation of
Mycobacterium avium species in isolates and heavily infected tissues,
Research in Veterinary Science 85 (2008) 257-264.



A ted’ si to vyzkousime prakticky

Praktickeé procviceni s vyuzitim
pripraveneho vyukového materialu




Inverzni PCR |

Obracena (inverzni) PCR umoznuje amplifikovat
useky DNA o neznameé sekvenci ohraniCené na obou

stranach DNA o znameé sekvenci
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neznama sekvence | znama sekvence | neznama sekvence
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¢ restrikcni stépeni

- znama sekvence .

¢ ligace



Inverzni PCR II

| znama sokvence|
¢ ligace
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¢ sekvenovani

e sekence | R



Priklad aplikace inverzni PCR

Mapovani pozic inzercni sekvence
v genomu mykobakterii



Inzercni sekvence I1IS901 u M. avium

Replikativni
transpozice




Prubéh inverzni PCR pro I1IS901
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Prubéh inverzni PCR pro I1IS901

¢ sekvenovani

B



Anchor (ukotvena PCR)

anchor primer
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e
nahodily
PCR primer

\4

sekvenovani



Inzercni sekvence a fyziologie
mykobakterii

identifikace 16 lokusu MAA, do kterych se
zaclenuje 1S901

fyzikalni mapa pozic IS901 u 25 izolatu MAA
s definovanymi RFLP profily

Identifikace inzerce 1S901 do promotoru
genu katE — faktor virulence

studium rezistence vybranych kmenu MAA
k 1zonikotinhydrazidu



Fyzikalni mapa pozic 1IS901




Kompetitivni PCR

stejné primery, 2 matrice kompetice o primery

riizné primery, 2 matrice kompetice o substrat a enzym



RT - PCR

MRNA

AAAAAAAAAA

— ) qu—

1 zpétna
transkripce

1 PCR

SSDNA



Expresni PCR

uplatnéni pfri translaci in vitro

priprava genoveho konstruktu s pripojenym
promotorem

translace in vitro

nevyzaduje klonovani do specifickych
vektoru
umoznuje pripravu mutovanych variant

genu pro srovnavaci studie naslednych
produktu — rekombinantnich proteint






,Real-time PCR" je nejmodernejsim
vydobytkem polymerazove retezove
reakce




Real-time PCR - princip

» kombinované provadeni DNA amplifikace a
detekce cilové nukleové kyseliny soucasneé
v jedné zkumavce pomoci svetelného
signalu z fluoroforu

» je mozno dynamicky posuzovat prubéh
syntezy PCR produktu

> stanoveni mnozstvi matrice vlozené do
reakce (kvantitativni PCR)



Fluorofory

Navazuji se na amplikony nebo jsou jimi
znaceny hybridizacni sondy

1) Nespecifické metody: zalozené na
nespecifické vazbe fluoroforu do vznikajici
molekuly dsDNA

2) Specificke metody: zalozené na specifické
vazbe sondy oznaceneé fluoroforem




Real-time PCR - formaty

fluorofory s vazbou na dvouretézcovy
fragment DNA = SYBR® Green |;

princip 5’ — 3’'exonukleazové aktivity DNA
polymerazy na znacené sondy = TaqgMan®;
princip hybridizace linearnich a nebo
vlasenkovych (,,hairpin“) sond = FRET,
Beacons, aj.;

princip fluoreskujicich amplikont =
Amplifluor™, Scorpions;



Princip pouziti SYBR™ Green |

SYBR Green
Primer '
j ) ~ i

Polymerase



Co se deje uvnitr termocykleru pri
real-time PCR?
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TagMan

» monitoruje 5’ — 3’ exonukleazovy efekt Taq
DNA polymerazy na vznikly duplex mezi
sondou a jejim komplementarnim retézcem na

PCR produktu

» Taq DNA polymeraza uvolnuje a hydrolyzuje
sondu hybridizovanou v prubéhu syntézy
spravného retézce na matrici DNA

» fluorofor s excitacni energii (R) a fluorofor (Q)
pohlcujici energii, tzv. ,,quencher dye*



TagMan




Fluorescence

Pri jakemkoli formatu je vysledek
porad stejny
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Kvantifikace neznameého vzorku pomoci
vlozené kalibracni rady

Fluorescence

30 34

Pocet PCR cyklu

10expl

10exp2

Koncentrace

10exp3

10exp4

Standard 10exp4

Standard 10exp3

Standard 10exp2

Standard 10expl
= \Vzorek 1

—=—\/zorek 2

42 50
Vzorek |Typ vzorku |Ct Koncentrace (kopii/ul)
1 Neznamy 25,64 3,50E+03
2 Neznamy 29,23 2,50E+02




Real Time pristroje

N




Real-time v mikrobioloqgil

Umoznuje vSechny formaty klasické PCR

Stejna nebo vyssi citlivost bez manipulace se
vzorky — snizeni rizika kontaminace

Je vice specificka — 2 primery + sonda

Umoznuje stanovit pocet mikroorganismu ve
vzorku (kvantifikace)
Neni treba provadet elektroforezu

Automatizace procesu pro klinicke vyuziti



Budoucnost ? - emulsni PCR

454 Life
Sciences

» Amplifikace probiha v emulsi (voda-olej)

» Jednotlivé matrice navazany samostatneée
na povrch jednotlivych kapek



Emulsni PCR

» Amplikon je vysledkem jedineché PCR
> Méné nespecifickych produktu

—
.

e

Konvencéni PCR Emulsni PCR




Vyuziti emulsni PCR

» Mapovani genomu
» Vyhledavani genovych polymorfismu
> Analyza mikrobialnich spoleCenstev

> bakterie v biofilmech

» mikroorganismy v
potravinarskych vzorcich

Pouziva se ve spojeni s pyrosekvenovanim



Pyrosekvenovani

»Metoda popsana Mostafa Ronaghi et al. v roce 1990
»Urcena pro kratké useky DNA, SNP a useky methylované

> 4 enzymy
» velmi presna

> reakce se zahy
»zahlti®




Pyrosekvenovani - zaznam

nudeolde sequence
- A (e

Intenzita signalu odpovida poc¢tu zaélenénych nukleotidu



Vice o real-time PCR a
modernich aplikacich uslysite
v 5. rocniku
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