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Izolace DNA z moce a RealTime PCR diagnostika ureaplasmy

Ureaplasma kolonizuje spodni ¢ast urogenitalniho traktu u mnoha zdravych osob, na druhou
stranu mU(zZe také zplsobovat uretritidy, endometritidy, chorioamnionitidy, spontanni
potraty, artritidy, mocové kameny, bakteriémie a meningitidy a také nizkou porodni vahu.

Ureaplasma urealyticum je baktérie patfici do Celedi Mycoplasmataceae. U. urealyticum se
déli na 14 sérovarq, které mohou byt dale ¢lenény na dva biovary, biovar 1 and biovar 2, a to
na zakladé genotypizace. Biovar 1 zahrnuje 4 sérovary (sérovar 1, 3, 6 a 14), zatimco biovar
2 zahrnuje deset sérovarll (sérovary 2, 4, 5 a 7-13). Druhy do soucasnosti znamé jako U.
urealyticum by mély byt rozdéleny na dva druhy, U. parvum (dfive U. urealyticum biovar 1) a
U. urealyticum (dfive U. urealyticum biovar 2). Vétsinu izoldtd Ureaplasma lidského ptvodu
patti do nového druhu U. parvum. U. urealyticum (biovar 2) je izolovdna méné ¢asto.

Ureaplasma sp. je u muz( hlavnim pavodcem negonokokovych a nechlamydidlnich uretritid,
akutnich prostatitid a ziskanych artritid. U téhotnych a netéhotnych Zzen Ureaplasma (oba
druhy) muZe zpuUsobovat chorioamnionitidu, predcasny porod, potrat, vaginitidy a
cervicitidy. Klinické studie potvrdily, Ze déti narozené infikovanym matkdm byvaji touto
baktérii také infikovany a mivaji kolonizovan dychaci trakt, coZ je posléze asociovdno
s pneumoniemi, problémy s dychanim a meningitidami.

Postup prace:

Odbér vzorku

Vzorek odebirejte do sterilnich zkumavek. PouZivejte C(Cisté sterilni zkumavky bez
konzervacnich prisad. Vzorky moci je nutno uchovavat a prepravovat pfi 4 °C. Vzorky je
mozné pfi 4 °C uchovavat az 7 dni.

Postup izolace DNA:

Po celou dobu pouzivejte ochranné rukavice!

1. Do pfipravenych 1,5 ml mikrozkumavek napipetujte 200 pl sedimentu z moce
rozsuspendovaného v PCR vodé, 200 pul roztoku B1, 20 ul proteinazy K a 20 pl IC DNA
01.

2. Mikrozkumavky vloZzte do termotrepacky vytemperované na 65°C a inkubujte 20 min.
Poté mikrozkumavky kratce stocte na centrifuze.

3. Ke kazdému lyzatu pridejte 200 ul roztoku B2. Jemné zvortexujte a zcentrifugujte.
4. Preneste veSkery obsah mikrozkumavky do kolonky.

5. Centrifugujte 1 min pfi 14 000 x g.
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13.
14.

15.

16.
17.

Pfendejte kolonku do nové mikrozkumavky.
Do kolonky pridejte 500 pl roztoku B3.
Centrifugujte 30 sekund pfi 14 000 x g.

Vyjméte kolonku z mikrozkumavky, obsah mikrozkumavky vylijte do odpadu a vratte do
ni kolonku.

. Do kolonky pridejte 500 pl roztoku B4.
11.
12.

Centrifugujte 30 sekund pfi 14 000 x g .

Vyjméte kolonku z mikrozkumavky, obsah mikrozkumavky vylijte do odpadu a vratte do
ni kolonku.

Znovu centrifugujte 1 min pfi 14 000 x g.

Opatrné vyjméte kolonku a preneste ji do nové mikrozkumavky, aniz byste se dotkli
roztoku B4 na dné puvodni mikrozkumavky.

Roztok B5 inkubujte asi 5 minut na termotiepacce pfi 65°C. Do stfedu kolonky
napipetujte 50 ul roztoku B5 predehiatého na 65°C.

Centrifugujte 1 min pfi 14 000 x g.

Odstrante kolonku a zavrete vicko mikrozkumavky. I1zolovana DNA je nyni pfipravena pro
razné aplikace.

Pfiprava vzorku pro RealTime PCR - LC480 (Roche)

1. Vezméte jednu zkumavku s UREAPLASMA UNI Mixem a po rozmrazeni ji fadné
zvortexujte.

2. Pridejte 15 pl mixu do amplifikaéni desticky/stripu.

3. Pridejte 5 pl izolované DNA. BEhem pipetovani vzorku budte opatrni, abyste zabranili
vzajemné kontaminaci vzorkd.

Nastavte nasledujici teplotni profil:

Step 1 - Hold

95°C 3 min Ramp rate (5°C/s)

Step 2 — 3-Step Amplification, 50 cycles

95°C 5s Ramp rate (5°C/s)

55°C 20s Ramp rate (4°C/s) “Acquire” signal
72°C 10s Ramp rate (5°C/s)

Step 3 - Hold

40°C 1 min Ramp rate (4°C/s)



Interpretace vysledkd
Negativni vysledek

Pokud nedojde k narlstu amplifika¢niho signdlu v kanalu FAM pired 50. cyklem, Ize vysledek
interpretovat jako pravdépodobné Ureaplasma urealyticum a/nebo Ureaplasma parvum
negativni nebo koncentrace Ureaplasma urealyticum a Ureaplasma parvum je pod
detekénim limitem soupravy (10 genomovych DNA/reakci). Signal pro interni kontrolu musi
byt pozitivni. Vysledek nevyluCuje pritomnost Ureaplasma urealyticum a Ureaplasma
parvum infekce, protoze vysledky testu jsou zdavislé na sprdvném odbéru vzorku a jeho
zpracovani.

Vysledky jsou téz zdavislé na pritomnosti dostatecného mnoistvi analyzované DNA
Ureaplasma urealyticum a Ureaplasma parvum.

Pozitivni vysledek

Amplifikacni signdl v FAM kanalu se objevi pred 45. cyklem. Ureaplasma urealyticum a/nebo
Ureaplasma parvum DNA byla detekovana ve vzorku. Vzorek je Ureaplasma urealyticum a
Ureaplasma parvum DNA pozitivni.

Upozornéni: Upozoriiujeme na moznost kontaminace vzorku v laboratornim prostredi.
Pouzivejte odliSnou mikropipetu pro pipetovani MasterMixu, odliSnou mikropipetu pro
pipetovani vzorkd a odliSnou mikropipetu pro pipetovani pozitivnich kontrol. DodrZujte
veskerd doporuceni pro laboratore provadéjici DNA analyzy.

Inhibovany vzorek

V ptipadé, Ze nedojde k nartstu amplifikaniho signalu v kanalu FAM (specifického pro DNA
Ureaplasma urealyticum a Ureaplasma parvum) a ani k narGstu amplifika¢niho signdlu v
kandlu HEX (specifického pro interni kontrolu), je nutné analyzu zopakovat nejlépe s nové
izolovanymi vzorky DNA.



