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Molekularné-biologické metody pro diagnostiku
mikroorganismu

Bez amplifikace DNA Na bazi amplifikace

pomoci PCR




Purifikace a separace nukleovych kyselin

Purifikace NK chromatografii (afintni, izolacni kolony)

LYZE BUNEK

- U bakterii nutno degradovat BS pomoci enzymu (lysozym)

- detergenty k solubilizaci bunécné membrany (laurylsullat sodny) a chelatacni
cinidla (EDTA, vazba dvojmocnych kationtu, destabilizace membrany, inhibice
BINFEYAY)

- uviru degradace castic detergenty, nékdy purifikace virovych ¢astic
gradientovou centrifugaci

PRECISTOVACI ENZYMY

- odstranéni RNA z purifikované DNA: ribonukleazy (RNazy, stabilni pri vysoké
teploté, mozno zahratim na 65 °C zbavit nezadoucich deoxyribonukleaz)

- odstranéni DNA z purifikované RNA je obtiznéjSi (DNazy bez RNazovych
aktivit, dnes komercné dostupné)

- vétSinou vSak neni precisténi treba, staci nasledné purifikacni kroky

- odstranéni proteinU: proteinaza K, prondza E (zde dulezité, enzymy, vazba na
NK, omezeni dalSich experiment().



Afinitni kolony: interakce mezi makromolekulami vzorku a naplini kolony

* elektrické interakce

» specificka interakce: oligo-dT vzazané na zrnka nosice a sekvence polyA na mRNA
e vzdy vazba a odmyti nezadoucich molekul

e eluce: uvolnéni makromolekul

* vysoky stupen Cistoty

» izolace DNA/RNA z rliznych materidl(

» casto afinitni membrany misto klasickych sloupcovych nosicl

Packing Equilibration Loading Washing  Elution




Starsi (ale stale pouzivané) techniky extrakce NK

EXTRAKCE SMESI FENOL-CHLOROFORM

nemisi se s vodnym prostredim, tvorba dvou fazi

po promichani denaturace proteinu, precipitace, centrifugaci koncentrujeme
srazeninu do fazového rozhrani

fenol ekvilibrovany neutralnim/alkalickym pufrem: NK ve vodné fazi

kysely fenol: DNA v org. fazi, RNA ve vodné fazi (izolace RNA)

SRAZENI NUKLEOVYCH KYSELIN ALKOHOLEM

po extrakci fenolem je k dispozici vodny roztok NK, zbaveny proteinut, ale prilis
naredény, stopy fenolu a chloroformu (tyto denaturuji enzymy pfri dalsi praci)
srazeni (precipitace) alkoholem (etanol nebo izopropylalkohol)

za pritomnosti jednomocnych iontl (Na+, K+, NH4+) agregace, cfg,
sedimentace

snizeni teploty -70 °C, pridavek soli — srazeni NK

srazeni DNA (bez RNA) — provést pri RT

odsoleni promytim 70% alkoholem, po odpareni rozpustit DNA ve vodném
roztoku s TrisHCI, inhibitory nukleaz, EDTA

uchovani izolované DNA pfi 4 °C, zmrazeni lame DNA



ALKALICKA DENATURACE

- pro oddéleni plasmidi od chromozomové DNA

- chromozomalni DNA je v extraktech pritomna ve formé linearnich fragmentu

- zvySeni pH (12): preruseni vodik vazeb, denaturace DNA

- prisnizeni pH: nedochazi k rychlé obnové struktury, agregace v pritomnosti
SDS (soucast lyz. pufru a octanu draselného) do nerozpustné hmoty, ktera
mUzZe byt odstranéné cfg

- plasmidova DNA v nadsroubovicove forme, pri vysokém pH takeé preruseni
vazeb, ale retézce nelze fyzicky oddélit, snizeni pH obnova plvodni struktury

- plasmidova DNA zuUstdva tedy v roztoku a je dostatecné Cista

- v pfipadé potreby dalsiho precisténi: presrazeni octanem amonnym a
izopropanolem, afinitni chromatografie, nebo cfg v CsCl s etidium bromidem

CENTRIFUGACE (v diagnostice se pfilisS nepouzivaji)
- diferencialni cfg

- zonalni cfg

- izopyknicka cfg



Elektroforeza nukleovych kyselin

Separace nabitych latek ve stejnosmernem elektrickem poli

El. sila Fe Frikéni sila Ff
= treni

- Q =

mobilita: y=v/E=Q/f [m2V-1s1]




Elektroforéza

Deleni nabitych Castic na zaklade rozdilnych mobilit

— ™.

Volna Zonova
Separace probiha Stabilizujici prostredi

volné v elektrolytu
oine y erotace

.gradienty hustoty
eporezni medium

kapilara



Porézni meédia

homogenita
Inertnost
reprodukovatelnost
snadna priprava
mechanicka pevnost

transparentnost



Porézni meédia

chromatograficky papir
agar, agaroza _
acetat celulozy

Skrob (hydrolyzovany)

sypané (nalévané) vrstvy (Sephadex)

- polyakrylamid
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Elektroforeticka pohyblivost: rychlost pohybu DNA v gelu, je nepfimo umérna
logaritmu jejich velikosti

Standardy velikosti, hmotnostni standardy

Vizualizace: ethidiumbromid nebo jina komercni barviva, napf. fluorescecni
kyaninova barviva oznacovana SYBR

Na polyakrylamidovém gelu: barveni stfibrem

Radioaktivné znacené molekuly: autoradiogram



Pulsni gelova elektroforéza

pro deleni DNA molekul nad 50 kb

gel je vystaven el. poli, jehoZz smér se pod urcitym uhlem (90-180°)
v Casovych intervalech periodicky meéni.

reorientace — reorientacni cas

vetsi molekuly: vyssi reorientacni ¢as, mensi molekuly: nizsi
reorientacni cas

separace intaktnich molekul DNA (napr. chromozomu bakterii,
kvasinek), restrikcnich fragmentu DNA o velikosti desitek kilobazi az
nekolika megabazi.

molekuly DNA pro PFGE analyzu nutno izolovat specialnim
postupem (ne fenolova extrakce/adsorbce na chromatografickych
kolonkach)

hmotnostni standardy: konkatemery plazmidu, konkatemery DNA
faga lambda, makrorestrickni fragmenty bakterialnich genomu,
chromozomy kvasinek a jinych organismu



Pulsni gelova elektroforéza

Fig 1a. Voltage clamping by the CHEF Mapper system (Bio-Rad). A. Relative electrode
potentials when the +60° field angle is activated. B. Relative electrode potentials when the -60° field
angle is activated.

Fig 1b. Voltage clamping by the CHEF Mapper system (Bio-Rad) in the FIGE mode. A. Relative
electrode potentials when the 0° field vector is activated. B. Relative electrode potentials when the
180" field vector is activated.




Izolace DNA pro PFGE analyzu

Agarose plug
| filled with
Bacteria Step 1 Step 2 bacteria
Add to buffer
to make Add molten agarose

suspension to make plug

—

Step 5

Electrophoresis

DNA fragments Whole, genomic DNA
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Similarity (%) Fragment size (kbp)

40 50 60 70 80

Dendrogram zndazornujici stupen podobnosti genomové DNA u 16ET-pozitivnich
stafylokok(. DNA byla nastépena pomoci Smal a restrikéni fragmenty byly rozdéleny
pomoci PFGE.



Restrikcni analyza

typizacni metoda zaloZzena na detekci polymorfismu v restrikénich mistech
RESTRIKCNI ENDONUKLEAZY: sekvenéné specifické endonukleazy, produkované
vétSinou bakteridlnich druht

souvislost s RM systémem, degradace cizorodé (nemetylované) DNA, napr. fagové
restrikCni misto (misto Stépeni): uvnitr rozpoznavaciho mista nebo tésné vedle
hydrolyza fosfodiesterovych vazeb

produkce tzv. restrikénich fragmentt

- tupé (zarovnané) konce

- 5'-jednoretézcové presahujici konce

- 3’-jednoretézcové presahujici konce

nejvyznamnéjsi restrikéni endonukleazy Il. tfidy

znamo kolem 4000 RE II. tridy, rozpoznavani 160 sekvenci

enzymy rozpoznavajici stejna mista: izoschizomery

nazvy odvozeny od kmene nebo sérotypu (EcoRl: E. coli RY13)

relaxovana specifita (za urcitych podminek stépi blizce pribuzné sekvence: EcoRl
GATTC, GGATTC, GGATTT, AGATTT)

citlivost k metylaci bazi, izoschizomery lisSici se citlivosti k methylaci: studium
metylace



Recognition
Enzyme Source
Sequence
. 5'GAATTC
EcoRI Escherichia coli CTTRAC
EcoRlII Escherichia coli g
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. 5'GCGGCCGC 5'---GC GGCCGC---3"
- Nocardia otitidis 3'CGCCGGCG 3'---CGCCGG  CG---5
Haemophilus influenzae |3, cpync

' C GATC---3"'

Staphylococcus aureus ; 5
5'CAGCTG
*

Pvull Proteus vulgaris 31 GTCGAC GAC-—-5"

. 5'CCCGGG > GGG---3'
Serratia rcescens 3'GeGCCe 50
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5'GGCC

aemophilus aegyptius |3 <o

5'GACGC

Haemophilus gallinarum |3, cqcee

5'AGCT
obacter luteus

—_— 3'TCGA

.. - 5'GATATC 5'---GAT ATC---3'
Escherichia coli 3'CTATAG 31— CTA  TAG---5"

5'---CAGCAGN,;s NN---
5'CAGCAGN,:NN 3"
3'GTCGTCN,sNN 3'---GTCGTCN,:NN

. . 5'GGTACC :
Klebsiella pneumoniae |3, ccaree 31-——C  CATGG---5'
T . 5'CTGCAG 5'---CTGCA G---3'

[
Prowdenuastuartn 31 GACGTC 31-—-G  ACGTC—--5"
sacl! 5'GAGCTC 5'---GAGCT C---3'
Cl 3'CTCGAG 3'---C TCGAG---5"
5'GTCGAC 5'---G TCGAC---3'

[68]
Sall Streptomyces albus 31 CAGCTG 3V _CAGCT Gee—-5t

5'AGTACT 5'---AGT ACT---3'

Streptomyces caespit 31 TCATGA 3V TCA TGA---5'

Sphaerotilus natans > ACTAGT
3'TGATCA 3'-—-TGATC A---5"




Restrikcni analyza:
obecné schéma

izolace DNA

Stépeni RE

E NN AN
E NG/ E

restrikéni fragmenty

High-resclution
electrophoretic separation
PFGE
2 pristupy pro redukci poctu
restrikénich fragmentu:
e southern blot + hybridizace
» Stépenivzacné stépicimi e fsilinntbouay
endonukledazami klasifikace/

* spojenis PCR —tzv. PCR-RFLP typizace




Polymorfismus délky restrikcnich fragmentu (RFLP)

Rozdily podminéné rtiznou délkou a poctem restrikénich fragmentut vytvorenych
stépenim genomové DNA (nebo jeji ¢asti) restrikéni endonukleazou.

Podstatou jsou mutace vedouci k vytvoreni nebo ztraté restrikcnich mist, nebo
vznikaji jako dlsledek pFfitomnosti rizného poctu repetitivnich sekvenci, deleci,
inzerci jinych nebo prestaveb DNA

Rozdily ve velikosti restrikénich fragmentl Ize detekovat pomoci PFGE, nékdy
doplnénou Southernovou hybridizaci.

Selektivni hybridizace: sniZzeni poctu srovnavanych fragmentu

Selektivni hybridizace (u prokaryot):

e sondy pripravené z nahodné vybranych sekvenci

* sondy specifické pro esencialni geny nebo geny kodujici faktory virulence u
patogenu

e sondy odvozené z inzerénich sekvenci, transpozond, repetici

* sondy pripravené z gent pro 16s rRNA nebo 23S rRNA (ribotypizace)



Restrikéni vzory rGznych bakteridlnich druhl ziskanych stépenim genomové DNA pomoci
Smal, Notl, Apal a Xbal. Ziskané restrikcni fragmenty byly rozdéleny pomoci pulzni gelové
elektroforézy. Pouzity rlizné pulzni ¢asy a rlizné ,running casy” — odlisné restrikéni vzory
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FIG. 2. PFGE patterns of chromosomal DNA restriction fragments resolved
in 1.6% Seakem Gold agarose in 0.5X TBE buffer (35) for S. aureus NCTC 8325
DNA digested with Smal (pulse times, 2 to 45 s; running time, 29.5 h) (A), E.
faecalis OG1RF DNA digested with Notl or Smal (pulse times, 2 to 45 s; running
time, 29.5 h) (B), and E. faecalis OGIRF DNA digested with Smal (pulse time,
2 to 21 s; running time, 50 h) (C). The sizes of the fragments are indicated in
kilobases.
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FIG. 3. PFGE patterns of chromosomal DNA restriction fragments resolved
in 1.6% Seakem Gold agarose in 0.5X TBE buffer (35) for E. faecium GE1 DNA
digested with Apal or Smal (pulse time, 2 to 21 s; running time, 50 h) (A) and
E. coli MG1655 DNA digested with Xbal or Notl (pulse time, 5 to 75 s; running
time, 55 h) (B). The sizes of the fragments are indicated in kilobases.
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FIG. 1. (A) PFGE of Smal-cleaved genomic DNAS of S. aureus strains used as hosts for the phages belonging to the International Standard Set. Lane L, molecular
size marker (lambda concatemers). Lane 1, PS 29; lane 2, PS 52; lane 3. PS 52A; lane 4, PS 80; lane 5, PS 3A; lane 6, PS 3C; lane 7, PS 55; lane 8, PS 71; lane 9, PS
6; lane 10, PS 42E; lane 11, PS 47; lane 12, PS 53; lane 13, PS 75; lane 14, PS 54; lane 15, PS 77; lane 16, PS 83A: lane 17, PS 84; lane 18, PS 85; lane 19, PS 81; lane
20, PS 95; lane 21, PS 94; lane 22, PS 96; lane 23, PS 187. (B) PFGE of Smal-cleaved genomic DNAS of representative strains of the S. aureus ISRGs listed in Table
1. Lane 1, CCM 8857; lane 2, PS 85; lane 3, FN 15; lane 4, PS 3A; lane 5, CCM 2323; lane 6, PS 80; lane 7, PS 96; lane 8, CCM 2287; lane 9, PS 55; lane 10, PS 95;
lane 11, PS 187: lane 12, FN 4; lane 13, PS 42E; lane 14, §. aureus subsp. anaerobius CCM 3823T; lane L, molecular size marker (lambda concatemers). The estimated
sizes Of S. aureus CCM 885" Smal fragments are indicated on the left.
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FIG. 2. (A) Dendrogram showing the levels of similarity of the Smal restric-
tion patterns of the genomic DNAs of S. aureus strains used as hosts for the
phages belonging to the International Standard Set for phage typing. The phage
lytic grﬂlIllJ_S to which the PS strains belong are indicated at the top. S. aureus
CCM 885" was included for comparison. (B) Dendrogram showing the levels of
similarity of the Smal restriction patterns of the genomic DNAs of S. aureus
strains that were used as representatives of ISRGs. Strain PS 187 has not
belonged to the International Standard Set for phage typing since 1974 (2).




Ribotypizace

typizace bakteridlnich druht/kment na zakladé polymorfismu v
sekvenci (resp. restrikcnich mistech) ribosomalnich operon(
(opreront kddujicich rRNA)

kazdy ribosomalni operon sestava ze tri gent kddujicich strukturni
rRNA molekuly: 16S, 23S a 55 rRNA

pocet kopii, velikost ribosomalniho operonu, sekvence a sekundarni
struktura gent pro 3 rRNA je vysoce konzervativni v ramci
bakterialnich druht

nejvyssi mira konzervativnosti u 16S rRNA: zlaty standard pro
identifikaci a taxonomickou klasifikaci bakteridlnich druh

pocet fragmentu ziskanych ribotypizaci odrazi multiplicitu rRNA
operonu u bakterialnich druhu. Pocty kopii rRNA operonu se liSi od 1
(Chlamydia trachomatis) po 15 (Photobacterium profundum)



(b) Pure culture of isolale(s)
of interest

Ribotypizace:
zakladni schéma

DNA

In silico selection of: ‘
1) restriction enzyme —’ restriction mgaal'

\L\X\,B TN

Il) ribosomal operon primers

Scuthem blot vacuum transfer

/

Hybridization
wosee ® 1 2 3 4 567 80 91011121314151617 @

bBand matching

Dendrogram
cominacton

yimilurity matris



RFLP ve virologii

analyza genomu DNA viru nebo i RNA virl (po prepisu do DNA)
detekce mutaci majicich za nasledek vznik, zanik restrikcniho
mista

odliseni kmenu stejného druhu

pouZiti u adenovirdl, herpesvirl atd.

herpesviry maji velky genom, mohou mit 20 az 50 RF
adenoviry maly genom, 5 az 10 RF

detekce onemocnéni CMV, HSV....

pro RNA viry (enteroviry atd) se genom nebo cilova ¢ast na

5 konci (UTR) piepise reverzni transkriptazou do DNA a ta je pak
amplifikovana a stépena restriktazou

Southern prenos a hybridizace je modifikace RFLP pro analyzu
subtypl CMV u pacientl s AIDS nebo s transplantaci ledvin



Polymorfismus délky fragmentd DNA vytvorenych
Cleavasou (CFLP)

Cleavasa | je specificka endonukleaza upravena metodami
genoveho inzenyrstvi, jejichz cilové misto se nachazi vzdy u paty
vlasenky v ssDNA.

vyuziti tohoto enzymu k detekci a lokalizaci polymorfismu v
ssDNA pripravenych denaturaci fragmentt koncové znacené
genomové DNA (do 2700 bp)

mutace a modifikace v nukleotidovych sekvencich ovliviuiji
sekundarni strukturu ssDNA — vytvoreni rozdilnych mist
rozpoznavanych enzymem a vznik spektra fragmentu.
separace na denaturacnim PAGE gelu + autoradiografie
analogie s RFLP



Polymorfismus délky fragmenttd DNA vytvorenych Cleavasou (CFLP)

standardni typ mutant
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l koncové znaceni a denaturace
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ochlazeni a vytvoreni sekundarni struktury ssDNA

: E A ».8.8 E i

castecne stépeni cleavasou u paty viasenky

l gelova elektroforéza a vytvofeni profilu CFLP




Polymorfismus délky genomovych segmentu (GSLPA)

pro typizaci virl se segmentovanym genomem

napt. rotaviry (Reoviridae) nebo viry chripky

Rotaviry: 11 segmentl, kmeny se lisSi délkou segmentu (je to dsRNA)
GSLPA: elektroforeticka analyza celkové RNA izolované z klinickych
vzorkl v 10% PAGE gelu

lidské rotaviry maji dlouhé elektroforetogramy, ostatni kmeny
(skupiny D az G) maji kratké elektroforetogramy (tyto neinfikuji
Clovéka)
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Obr. 107 Genotypizace rotaviru metodou po

morfizmu délky genomovych



Hybridizacni techniky
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Denaturace: zvyseni absorpcnich schopnosti (optické hustoty) pro ssDNA pri 260 nm

Melting temperature
Vodikové vazby, hydrofobni interakce, negativni naboje fosfatovych skupin
Pri ne zcela shodnych sekvencich: homoduplexy, heteroduplexy (mismatches)




Moznosti experimentalniho provedeni hybridizace nukleovych kyselin
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Hybridizacni sondy

jedoretézcové, radioaktivné nebo chemicky znacené nukleotidové sekvence DNA
nebo RNA, vazajici se na cilovou sekvenci

sekvence genomové DNA nebo cDNA klonované ve vektoru nebo amplifikované PCR
uméle syntetizované oligonukleotidy o délce 15-70 bazi. Jejich sekvence je odvozena
ze sekvence aminokyselin proteinu, jehoz kodujici oblast na DNA vyhledavame
sekvence genu pribuznych organismd, u nichz existuje vysoka pravdépodobnost, Ze
pfipravena sonda rozezna sekvenci homolognich gen(

pri radioaktivnim znaceni jsou do sekvence sondy zaclenény nukleotidy, obsahujici
radioaktivni izotop

pri neradioaktivnim znaceni jsou do sekvence sondy zabudovany chemicky
modifikované nukleotidy (reportérska molekula: biotin, digoxigenin navazané na
dUTP, zaclenuje se misto tyminu)

detekce avidinem, streptavidinem nebo znacenou protilatkou

fluorsecencné znacené nukleotidy



Hybridizace na pevnych podkladech: hybridizace kolonii/plak
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Identifikace bakterii ze smésnych kultur
Identifikace kolonii exprimujicich rekombinantni protein
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TABLE 1.

Bacterial strains used to evaluate RNA colony blot
hybridization method employing probe Vehomim1276

Strain

V. cholerae O1 classical ATOC 14035 insineee
V. cholerae O] classical ATCOC 11623 i siiiinaens 4
V. cholerae 139 ATIETT o i semmemsssssissisnnens.
V. cholerae 0139 EM-0208 ... s smssmsssssss sissnssnees.
V. chaderae O1 El Tor NTAEDOT ..o i sisiinnens.

V. chalerae O1 El Tor EB-0184 ...

V. cholerae non-01,
V. cholerae non-01,
V. cholerae non-01,
V. cholerae non-01,
V. cholerae non-01,
V. cholerae non-01,
V. cholerae non-01,

non-0139 C Iil}% ‘[].1 .................................. -
non-0139 CBO9-18 i
non-0139 ECL...iieciiisiiiiiinnens
non-0139 UUMA08D ..
non-O0139 TMAZL ..
non-0139 EB-D172 . vccsisiieeenes
non-O139 EMA0232 . eeiicsiniininnens

V. mimicus ATCC 33563

V. mimicus UM4198 ...
Aeromonas caviae -‘H.IE(_ I‘\-Lfn
Escherichia colil B-12 s s smssmssssss sisisannes
V. salmoricida ATOC 43830 i smsssssssss sissssssnse
Vo valnificus ATCC 27562 it
V. orenralis ATOC 33934 e e amns
V. splendidus ATCC 33125 s s
. I'-unu ssii ATCC 35016 .

V. anguillarum ATCC 192 t:-l
Grimontia (Vibrio) hollisae ’\I( C ""‘1[ 4 .................................... a
V. fluvialis CB99-14 .,

* Weak cross-reactivity. V. hollisae was reclassified as CGrimontia hollizae by
Thompson et al. (19), based on s 165 rRNA-based genetic distance from
representative Vibrio species.

(A) Schematic representation. (B) Digital fluorescence image of 16S-rRNA colony blot hybridization
with Cy3-labeled Vchomim1276 probe (spec. to V. cholerae a mimicus, labeled with HPR) to
determine specificity of probe. A, clinical V. cholerae O1; B, environmental V. cholerae O1; C,
clinical V. mimicus; D, environmental V. mimicus; E, V. anguillarum; F, V. fluvialis; G, G. hollisae; H, V.
vulnificus; |, Aeromonas caviae; J, Escherichia coli




Dalsi formy hybridizacnich technik

fragmenty DNA separované elektroforézou.

* teckova (kapkova) hybridizace

e zpétna (reverzni) hybridizace: znacena
testovana DNA, neznacCena sonda

e prenos po elektroforetické separaci

(kapilarni, elektroforeticky, vakuovy

prenos)

* Southernliv prenos — prenos DNA (podle E.
M. Southerna, ktery zaved| kapilarni prenos)

* Northernovy prenos — prenos RNA

* Westernovy prenos — prenos protein(




Example 1: Hap of the plasmid pAl

Eco F Eco B Eco El Eco El

2.4 kbp 2.0 kbp 1.5 kbp 4.0 kbp
sizes of fragments

Example 1: pA1l Southern, probed with ABC

Gel stained with Southern Blot
ethidium bromide of gel, probed
AfHind 111 pAl/EcoRl with ABC

4.0 kbp
3.0 kbp

2.4 kbp

1.5 kbp




Probe

FIG. 5. Analysis of the restriction patterns of polyvalent bacterio-
phages. (A) PFGE separation of DNAs from the polyvalent phages
&812, SK311, 131 and U16 and from ¢812 host-range mutants. DNAs
were digested with restriction endonuclease Pstl. Sizes in kb are
indicated on the left. Lane S, A DNA molecular weight marker. (B)
Southern blot hybridization of Pstl-digested DNAs from ¢812 and the
host-range mutant 812F3 with DIG-labeled probes prepared from the
restriction fragments 812F3-Pstl-M, 812F3-Pstl-O, and 812-Pstl-P.




Hybridizace in situ

sondy znacené fluorescencni protilatkou, nebo sondy tvoreny fluorescencné
znacenymi nukleotidy — fluorescencni hybridizace in situ (FISH).

Huh7 - HCV Replicon Huh7 + HCV Replicon

40X

18Sin Red

LI\ i Covranny
HCV In Green

64X

Multiplex detection in Huh-7 cells using the RNA FISH assay. Multiplex fluorescence RNA in situ detection
of HCV viral genomic RNA (green) and 18S RNA (red) in Huh-7 cells lacking (-HCV) or containing (+HCV) an
HCV replicon (lkeda et al., 2002, J. Virol., 76: 2997-3006). In both panels, nuclei are stained with DAPI (blue).



NNRNP A1

HIV-1 is expressed in HelLa and collected at different time points. Viral RNA expression is
tracked in green while the cellular protein, hnRNP A1, is stained in red. Size bars are 10 um.



Om 90 m 180m_l

100X ‘.

Detection of HIN1 Influenza A RNA migration in MEF cells using RNA fluorescence in
situ hybridization. Murine embryonic fibroblasts (MEFs) were incubated on ice with
influenza A virus (H1N1, PR8 strain). The cells were fixed and processed with the
probe set against the nucleoprotein (NP) viral genomic segment (green). DNA is
stained blue with DAPI.



DNA-microarrays

Sample DNA (from PCR) ﬂ ot

e Labeled PCR product is

/V ?Q -
Ny ’t ”Q hybridized to the probes,

Pathogen DNA l/[

and hybridization signals
are mapped to sevral
positions within the array.

AT

Fluorescent Dyes

e Sequencing by hybridization

Pathogen-specific
DNA Sequences

e Confocal microscopy is used
to can the chip.

 First application: rapid
sequencing to detect HIV
mutations associated with
drug resistance.

Since pathogen DNA is present in the sample
Fluorescence observed ognduzat)on occurs




Zpétna hybridizace — uziti ve virologii
vychozi material je geomova RNA (u RNA virll), izolovana ze séra pacienta
amplifikace pomoci nested RT-PCR s primery znaCenymi biotinem
komplementdrnimi k sekvencim nekédujici oblasti na 5°-konci RNA genomu
PCR produkt (nyni znaceny) hybridizuje se sondami imobilizovanymi v paralelnich
liniich v membrané
hybridizované sekvence detekovany streptavidinem navazanym na alkalickou
fosfatazu.
genotypizace flavivirl, hepatitidy C
musi byt k dispozci dostupné sondy
tedy mame znaceny vzorek a neznacenou sondu

— RNA

s PCR ‘

DNA

hybridizace



Metody zalozené na polymerazové retézové reakci (PCR)
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POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)
- 1985 Kary B. Mullis

- cyklicky se opakujici enzymova syntéza novych fetézcu vybranych useku
dsDNA ve sméru 5°-> 3 prostrednictvim DNA polymerazy

- studovany usek vymezen pfipojenim dvou primerd, které se vaznou na protilehlé
retézce tak, ze jejich 3’konce sméruji proti sobé

- termostabilni polymerazy z termofilnich organismua, Tag DNA polymeraza z
Thermus aquaticus odolavajici teplotam, pfi nichzZ DNA denaturuje.

- cyklické stfidani kroku:

1) denaturace dsDNA (94 °C)

2) pripojeni primerd k oddélenym fetézcum (30 — 65 °C)

3) syntéza novych fetézcti DNA pomoci DNA-polymerazy (65 — 75 °C)

Reakce probiha v zarizeni termocykler, automaticka zmena teplot v
naprogramovanych casovych intervalech. Postupnym opakovanim procesu se
exponencialné (2", n=pocet cyklu) vytvofi az miliarda kopi DNA
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NAVRH PRIMERU

melo by se jednat o jedineCnou sekvenci a primer by se mél vazat specificky jen
k jednomu mistu

délka zpravidla 18 — 25 nukleotidu

obsah G+C 40 az 60%

rovhomeérna distribuce oblasti bohatych na G/C a A/T pary

teplota T, primeru alespon 50 °C

podobna teplota T, u obou primeru

specificita primeru — na matricové DNA nesmi byt nespecificka vazebna mista
absence komplementarnich sekvenci v primerech, ktery by vedly k duplexiim
absence vnitrnich sekundarnich struktur (viasenek)

zarazeni 1 az 2 zbytku G nebo C v sekvenci na 3’-koncich primerua pro zajisténi
presné vazby na templat.



REAKCNI SMES

Taq polymeraza
primery

kofaktor Mg2+ ionty, ktere tvori rozpustny komplex s jednotlivymi 2°-
deoxyribonukleosid-5"-trifosfaty rozpoznavany DNA-polymerazou (koncentraci
stanovit empiricky pro kazdou reakci)

templatova DNA

OPTIMALNI POCET CYKLU: 25 az 35

pfi vysokém poctu cykll — vy$Si mnozstvi nespecifickych produktu

POCATECNI DENATURACE: 94 — 97 °C po 2-5 min

casteCna denaturace: rychle renaturuji, nespec. vazba primeru (self-priming)

Taqg pol ma pfri 95 °C polocCas stability 40 min, proto se voli pro naslednou
denaturaci béhem reakce doba pouze 15 — 45 sekund



Pripojeni (hybridizace) primerua zavisi na zastoupeni bazi, délce
oligonukleotidi a hodnoté Tm produktu

Teplota pro pfipojeni (Ta) je pohybuje od 55 do 68 °C po dobu 30 - 60 s
Syntéza DNA probiha pfi 68 — 72 °C
Taq polymeraza syntetizuje DNA rychlosti 60 bazi/s

vyslednym produktem je PCR amplikon, useky DNA definované délky o
velikosti desitky aZz tisice bp, analogické restrikCnim fragmentum, jejichz
pritomnost v reakCni smesi se prokazuje stanovenim jejich velikosti
elektroforézou v agarozovem nebo PAGE gelu, a nebo kvantitativnim mérenim
mnozstvi produktu v realném case.



Typy sekvenci pro pripojovani primeru u bakterii

* Esencialni geny (geny kodujici esencialni strukturni proteiny a enzymy)

* Geny koduijici faktory virulence

* Profagy

* Geny kédujici markery rezistence k antibiotikiim

 Homologické/ortologni geny

* Genové rodiny

* Geny (operony) pro 16S, 5S a 23S rRNA

* Mobilni elementy (inzercni sekvence, transpozony, eukaryotické mobilni
elementy)

* 3"a 5'nekddujici regiony virovych genom

* Nahodné vybrané sekvence

* Repetice (vnitrni prepisované mezerniky, opakujici se extragenové
palindromové Rep-elementy E. coli, enterobakterialni opakujici se
intergenoveé shodné sekvence (ERIC sekvence), dlouhé roztrousené
repetitivni elementy RepMP3 z Mycoplasma pneumoniae, mozaikové
repetitivni BOX-elementy z Streptococcus pneumoniae, tandemove
opakované polynukleotidové sekvence (GTG)n popsané u enterobakterii)



PCR techniky pro identifikaci/typizaci
mikroorganismu

Vznikly PCR produkt je bud sekvenovan (pfima detekce polymorfismu) nebo je
PCR provedeno tak, Zze poskytuje riizné produkty rdznych délek (fingerprint,
pattern, molekularni otisk) = neprima detekce polymorfismu



Stanoveni polymorfismu délky restrikénich fragmentu
u produktd PCR (PCR-RFLP)

 modifikace standardni PCR pouzivana pro typizaci cilové sekvence,
obvykle urcitého genu (az 5 kb), obsahujicicho sekvencni
polymorfismus

* amplifikované produkty jsou stépeny restrikéni endonukleazou a
poté opét analyzovany elektroforézou v agarozovém nebo
polyakrylamidovéem gelu.

e pro ucely molekularni typizace bakterii je casto vyuziva analyza
RFLP u prokaryotickych genu pro 16S rRNA nebo insercnich
sekvenci, ale mUze kterykoli gen/sekvence s vhodnym rest.mistem



(a)

NarK2R1

PCR-RFLP assay for differentiating Mycobacterium tuberculosis from Mycobacterium bovis, BCG and other
members of the MTC. (a) The 178-bp PCR product, amplified using primers NarK2R1 and NarK2F, was
digested with the Nhel restriction enzyme. Representative electrophoretic PCR-RFLP profiles with (b)
standard and (c) clinical isolates of Mycobacterium microti, Mycobacterium africanum, M. bovis, BCG and

M. tb are shown.



PCR ribotypizace

typizacni pristup kombinujici ribotypizaci s PCR

primery komplementdrni k 3" konci 16S rRNA genu a k 5 konci 23S
rRNA genu.

PCR ribotypizace dokaze odhalit heterogenitu v délce
amplifikovaného produktu.

PCR ribotypizaci je mozno spojit se subtypizaci pomoci restrikcnich
endonukleaz (PCR ribozomalniho operonu + nasledné stépeni
pomoci vhodnych restrikénich endonukledaz)



(b) Pure culture of isolale(s)
of interest

Ribotypizace:
zakladni schéma

DNA

In silico selection of: ‘
1) restriction enzyme —’ restriction mgaal'
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Mnohonasobna (, MULTIPLEX®) PCR

* do reakcni smési je pridano nékolik paru primeru
rozpoznyvajicich nékolik rozdilnych cilovych sekvenci, coz
umoznuje detekci nékolika gent soucasné v jedné
reakCni smesi

* vvhoda: nizsi cenové naklady nez pri samostatnych
amplifikacich a proto se pouziva pro vyhledavani zmeén
na dlouhych usecich DNA, testovani vzajemne
nesouvisejicich oblasti na DNA a zejména pro amplifikaci
vnitrnich kontrol soucasné se vzorky.



Multiplex RT-PCR for subtyping of tick-borne
encephalitis virus isolates
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Unique conmbination of oligonucleotide primers hybridizing with subtype-specific
signature positions of the sequence encoding viral E protein. (RUzek et al., 2007)
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Multiplex RT-PCR for subtyping of tick-borne
encephalitis virus isolates

European
Siberian
Far Eastern

Subtyping of TBEV strains using the multiplex RT-PCR. Members of separate
subtypes were analyzed individually (a) and in all possible combinations (b).
(RUzek et al., 2007)



Odstupnovana PCR vyuzivajici vnejsich a vnitfinich
primeru (nested PCR)

Nested polymerase chain reaction (PCR)

—_— Pr—
Target cDNA

1% round of amplification
using outer primers

—

15t amplicon

oo
2™ round of amplification
using inner primers

Specific amplification of target cONA




PCR kolonii

Replica Add to SapphireAmp
plate Fast PCR Master Mix

+ primers and H,0

Fast PCR

 AAAAAAAL;

directly on gel

Load 5 pl

DIAGNOSTIKA: druhové/kmenoveé specifické primery

SCREENING GENOVYCH KNIHOVEN: univerzalni primery, pfipojeni na vektoru

Prenos kultury z pevného agaru paratkem do PCR smési, probéhne PCR, elfo vyhodnoceni
Bunky lyzuji béhem pocatecni denaturace

Amplifikace zac¢ina v prvnim cyklu s nizsi teplotou pro pfipojeni primertd (napr. 45 °C, malo
prisné podminky) a pokracuje jejim postupnym zvySovanim o 1 az 2 °C (jak narudsta
mnozstvi amplifikované DNA) v nasledujicich cyklech az na optimalni teplotu



Zpétna PCR (RT-PCR)

metoda urcena k amplifikaci molekul RNA
RNA - cDNA - DNA

retrovirové zpétné traskriptazy: M-MulLV, AMV B aN
Transcription

(termolabilita, enzym ztraci funkénost nad
42°C)

termostabilni Tth DNA-polymeraza, za
pritomnosti Mn2+ se vyznacuje RNA-
dependentni DNA-polymerazovou aktivitou
pro zahajeni RT-PCR se vyuziva jako jeden z
primerud oligo(dT)-primer rozeznavajici poly(A)-
konce mRNA nebo nahodné hexanukleotidy v
pripadé, ze mRNA neni polyadenylovana
moznost vyuziti taktéz sekvencné specifickych
primeru




RT-PCR-method for early differential diagnosis of tick-
borne encephalitis

e 252-bp long portion of
highly conserved NS5 region
of TBEV genome

AMV reverse transcriptase

Fig. 1. Agarose gel analysis after TBEV RT-PCR. Lanes 1-4: results ol Diagnosis: V!S'P(_:R <serological tests >
viremia

tained from serum samples of patients with TBE: lane 5: negative contro
lane 6: positive control: lane M: GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (Fe: e
mentas GmbH. Germany).

- —

(Saksida et al., 2005)

. . —
infection
2-5d.

4-14d phase 1
incubation ~1week
period intervall



Diagnosis of TBEV in ticks

tick samples

identification of TBEV
positive samples

virus RNA isolation
QlAamp RNA kit

tick homogenisation (Qiagen)

PCR amplification of

sequence encoding E
protein

(RGzek et al., 2007)
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Kvantitativni PCR

 amplifikace a detekce probihaji simultanné

* kvantifikace amplikonu v realném case se provadi prostrednictvim
detekce a kvantifikace fluorescencniho signalu ve specialnim
zarizeni, které krome cyklického stridani teplot umoznuje detekci
fluorescence a monitorovani postupu PCR v realném cCase bez
nutnosti detekovat produkty PCR elektroforeticky

e pro kvantitativni detekci produktu v prubéhu PCR existuji tfi obecné
metody zalozené na pouziti:

1. interkalacniho barviva vazajiciho se na DNA

2. fluorescencné znacenych sond vazajici se na stredni cast
amplifikovaného produktu

3. fluorescencné znacenych primer

* Dvojité znacené sondy obsahuji kromé fluoroforu také zhasec
(abosrpCni spekrum zhasece musi prekryt emisni spekrum
fluoroforu)
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Kvantitativni PCR

deteknl
limig ——>»

Obr. 80 PCR v realném &

Typicky vystup z g-PCR. X: pocet cykll pcr, Y: intenzita signalu — prevedeni na
pocet kopii/uL, detekéni limit: intenzita signdlu vyssi nez Sum.

Obvykle vytvorit kalibracni krivku se vzorky DNA o znamych koncentracich a k ni
vztahnout neznamy vzorek



Kvantitativni RT-PCR (RT-qPCR) pro diagnostiku SARS-CoV-2

EliGene® COVID19 BASIC A RT




Princip metody

zaloZzena na reverzni transkripci virové RNA SARS-CoV-2 a nasledné jednokrokové
analyze pomoci qPCR.

PouZzita je inovativni smés 4 sad primerU (3 dvojice pro virovou RNA, 1 pro kontrolni) a
4 sond TagMan (sondy oznacené FAM pro detekci vir(l a sondy oznacené HEX pro
vizualizaci vnitrni kontroly)

Primery a sondy pouzité v soupravé byly schvaleny a doporuceny WHO. Jedna se o tfi
nezavislé cile v genu N v RNA sekvenci viru SARS-CoV-2.

Jiné kity (viz praktika): sondy pro cilové sekvence v genu E, RdRp a N; byvaji oznaceny
odliSnymi fluorofory

Veskeré specifické primery a sondy pouzité v soupravach jsou kazdy mésic ovérovany
na zakladé databaze GenBank s novymi znamymi sekvencemi viru, aby byla
kontinualné zabezpecena uplna funkénost souprav.

Zvysena citlivost a specificita této soupravy je zalozena na amplifikaci tri nezavislych
cil SARS-CoV-2 v jediné PCR reakci.



Stéry: Uvedené vzorky odebirejte dle standardniho protokolu do odbérovych zkumavek.
Doporucené odbérové tampony: FLOQSwabs (Copan) —suché stéry nebo do UTM —(Universal
Transport Medium, Copan) Darcon swap —suché stéry nebo do transportniho média pro viry
MicroTest™ M4RT nebo MicroTest™ M6 (Termo Scientific)

Jiné odbérové sady na bazi polymerovych materiald —suché nebo stransportnim médiem
proviry. Nepouzivejte bavinéné tampony z divodu mozné inhibice PCR reakce.

Vzorky by mély byt prepravovany do laboratore pfi 4 ° C. Jsou stabilni minimalné 72 hodin od
odbéru vzorkl pri 4 ° C. V pripadé, Ze nemate moznost transportovat suché vytéry do
laboratore pti 4 ° C, je tfeba prepravovat suché vytéry pri pokojové teploté do Sesti hodin. Pro
delsi skladovani vzorkd nez 72 hodin zmrazte vzorek na -20 ° C. Suché tampadny by mély byt
ponoreny do lyzacniho pufru podle navodu k pouziti pouzité izolacni soupravy. Po odstranéni
tampodnu musi byt pridano 5ul interni kontroly RNA (IC RNA) do 200 pul vzorku pouzitého pro
izolaci RNA.

Zarizeni pro Real Time PCR —souprava je optimalizovana pro pfistroje LightCycler® 480,
QuantStudio 3 a 5 Real-Time PCR Systems (ThermoFisherScientific), Rotor-Gene Q (Qiagen)a
CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad). RT-qPCR vyuziva detekci pomoci
TagMan technologie (FAM a HEX znacené sondy) a mUze byt pouzZita i na dalSich
termocyklérech umoznujicich detekci v téchto kanalech.



Laboratorni ochranné rukavice a respiratory FFP3. Pracujte v prislusnych boxech pro
biologické nebezpedi. Také odstfedovani vzork( musi byt provddéno v boxech pro
biologické nebezpecdi. Méjte na paméti, Zze i virovd RNA mUzZe zpUsobit infekci.®Protoze se
jedna o zavazny patogen, dodrzujte prosim aktualni doporuceni WHO pro laboratore BSL2+
nebo BSL3.

Pro detekci cilovych sekvenci SARS-CoV-2 jsou pouzity 3 sondy znacené FAM (exc. 494nm —
em. 518 nm)

Pro detekci Interni kontroly je pouzita sonda znacena HEX (exc. 520nm — em. 548 nm)

deoxythymidine dT
[26-6400-XX]

0
FlucresceindT [
[26-6422-XX] T 00— |T — 00— gligg 2
OH
5" Hexachloro-Fluorescein (HEX)
[26-6432-XX]




Amplification Amplification

Amplification Amplification

20 20
Cycles _ Cycles

Vvv7s

A: +vzorek s vySsimi Ct pouze pro geny E a N (zacinajici nebo koncici infekce)
B: +vzorek s vyssimi Ct — nizka virova naloz

C: +vzorek s extrémné nizkymi Ct —vysoka virova naloz

D: +vzorek s nizkymi Ct - probihajici infekce



Negativni vysledek

Pokud nedojde k narlstu amplifikacniho signdlu v kanalu FAM pred 40. cyklem, Ize vysledek
interpretovat jako pravdépodobné negativni nebo s koncentraci RNA pod detekénim limitem
soupravy (15 genomovych RNA/reakci). Signal pro interni kontrolu (IC RNA)musi byt
pozitivni. Vysledek nevylucuje pritomnost infekce virem SARS-CoV-2, protoze vysledky testu
jsou zavislé na spravném odbéru vzorku i jeho zpracovani. Vysledky jsou téz zavislé na
pritomnosti dostatecného mnozstvi analyzované RNA viruSARS-CoV-2. Bylo zjiSténo, Ze virus
muUze byt vylu¢ovan prerusované, a dokonce i u infikovaného pacienta mize byt hladina viru
v klinickych vzorcich v danych dnech pod detekénim limitem jakékoli metody RT-qPCR. Z
tohoto dlvodu se doporucuje provést alespon dvé, nejlépe vice RT-gPCR vysetreni u
jednoho pacienta v pribéhu nékolika dnd.

Pozitivni vysledek
Amplifikacni signal se objevi ve FAM kanalu pred 40. cyklem. SARS-CoV-2RNA byla
detekovana ve vzorku. Vzorek je pozitivni na RNA SARS-CoV-2.

Inhibovany vzorek

V ptipadé, Zze nedojde k nartstu amplifikacniho signdlu specifického pro SARS-CoV-2 v kandlu
FAMa ani k narGstu amplifikacniho signalu v kandlu HEX, je nutné analyzu zopakovat nejlépe
s nové izolovanymi vzorky RNA. Ujistéte se, ze elu¢ni pufr neinhibuje reakci PCR. V tomto
pripadé se doporucuje provadét eluce do vody pro molekularni biologii



Asymetricka PCR

technika pro ptipravu PCR produkti pro sekvencovani (Sangerova metoda vyzZzadujici ssDNA)
pri asymetrické PCR jsou preferencné tvoreny ssDNA

vychozi koncentrace primer(: jeden z primerU je ve 100x vyssi koncentraci nez druhy primer.
Dvouretézcové formy se tvori az do okamziku, kdy se jeden z primer( vycéerpa. Druhy primer
pak dale syntetizuje pouze jeden z retézcl

asymetricka PCR muze byt provadéna rovnéz pouze s jednim primerem, zejména pro ucely
automatického sekvencovani

Excess primer —

Limiting primer
(concentration reduced ten fold) S

Strand A

. Strand B Z Asymmetric PCR

Y N

Strand B

Strand A




Sekvenacni techniky-prima detekce polymorfismu

- Stanoveni primarni struktury DNA/RNA pro diagnostické ucely

- Vychozi material: restrikéni fragmenty naklonované ve vektoru nebo PCR
amplikony

- Definovani jednoho z koncu

- Vytvoreni souboru jednoretézcovych molekul DNA, lisicich se velikosti o

jedinou bazi

Rozdéleni takového souboru elektroforézou s takovou rozliSovaci schopnosti,

ktera umoznuje oddélit retézce DNA lisici se délkou o jedinou bazi

CHEMICKA METODA (Maxamovo-Gilbertovo sekvenovani)

- podstatou je specifické rozstépeni molekuly DNA chemickymi Cinidly v
mistech, kde je lokalizovana baze urcitého typu

- kazdou ze 4 bazi lze specificky modifikovat

- vysledkem modifikace a eliminace baze je vytvoreni kiehkého mista

- podminky volit tak, aby byla poskozena pridmérné 1 baze v retézci

- piperidin: za vysoké teploty — Stépeni retézce v misté modifikace

- vysledkem je soubor fragment( DNA lisici se o jedinou bazi



Tabulka 2 Chemické modifikace bazi pouZivané pfi Maxamové-Gilbertové sekvencovani

Specifickd modifikace

Metylace dusiku N’ dimetylsulfatem pfi pH 8,0 zpusobuje, Ze vazba C*—C” je citliva
ke St€peni.

Piperidin pii pH 2,0 zeslabuje glykosidovou vazbu adeninu a guaninu protonaci dusi-
kovych atomi v purinovych cyklech

Hydrazin otevira pyrimidinové cykly, které recykluji do péticetnych, citlivych ke
Stépeni

Hydrazin za pritomnosti NaCl (1,5 M) reaguje pouze

Hydroxid sodny (1,2 N) pfi 90 °C zpusobuje silné tépeni u A a slabé §tépeni u C.

priprava znacenych jednoretézcovych fragmentl DNA, jejichz sekvence ma
byt stanovena

rozdéleni souboru fragmentl DNA do 4 vzorkd

plUsobeni chemickou latkou, ktera specificky modifikuje jeden nebo dva typy
bazi DNA

plUsobeni dalsSi chemické latky, ktera vede k rozstépeni retézct DNA ve vSech
mistech, kde byly baze modifikovany

rozdéleni fragmentl DNA elektroforézou v denaturujicim PAGE gelu, vzorky z
kazdé ze Ctyr reakci na gel naneseny vedle sebe v definovaném poradi
autoradiografickd detekce fragmentu, které nesou oznaceny konec

odecteni sekvence

neni rutinné pouzivano — nejednoznacnost dat (aktivita Cinidel ovlivnéna
necistotami atd), radioaktivita, kratsi sekvence, laboratorné naro¢na metoda
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Chemické sekvenovani
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ENZYMOVA METODA (Sangerovo sekvenovani)

- dnes nejbéznéji pouzivana sekvenacni metoda

- sekvenovana molekula DNA je pouzita jako matrice pro syntézu
komplementarnich retézcu rizné délky pomoci DNA-polymerazy

- syntéza zahdjena z mista, kde je pripojen sekvencné specificky (znaceny)
primer a ukoncena v misté, v némz je do rostouciho retézce inkorporovan
misto normalniho deoxyribonukleotid-trifosfatu jeho analog 27,3 -
dideoxyribonukleosidtrifosfat (ddNtp). Ten ma roli koncového inhibitoru
(terminatoru) syntézy DNA (absence 3°- OH)

- reakce bézi ve Ctyrech oddélenych vzorcich

- reak¢ni smés obsahuje:

1) purifikovanou molekulu DNA, jejiz sekvence ma byt stanovena

2) primer

3) smeés obsahujici 4 NTP + jeden ze 4 dANTP

4) DNA-polymerdzu (napr. Taq)

Primery: délka cca 10 bp, v pripadé sekvenovani PCR produktt Ize uzit stejny
primer, v pripadé klonovanych fragmentu ve vektoru Ize uzit univerzalni primery
-znaceni: radioaktivne, fluorescencné

-po probeéhnuti reakce se produkty denaturuji a separuji na PAGE gelu

-vhodna délka sekvenované sekvnece: 300 — 400 bp
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Obr. 38 Enzymové sekvencoy




AUTOMATICKE SEKVENOVANI DNA

- zdokonaleni Sangerova sekvenovani s vyuzitim plné automatizovanych
aparatur

- rychlejsi stanoveni, moznost sekvenace DNA z genomovych knihoven o
tisicech klonG

- odlisnosti proti klasickému Sangeru

1) syntéza DNA probiha metodou asymetrické PCR s vyuZzitim Taq polymerazy

2) k detekci se uzivaji 4 ruzné fluorescencni znacky, kazda pro detekci produktu

zakoncenych specifickou bazi
3) délka stanovované sekvence: 500 — 1000 bazi

Fluorofory — dva odlisné pristupy:

- bud'znacené primery nebo znacené terminatory

- FAM (6-karboxyfluorescein), TET (6-karboxy-2",4,7,7 -tetrachloro-fluorescein),
HEX (27,4,4°,5°,7,7 -hexachloroflurorescein) a TAMRA (5-
karboxytetramethylrodamin)

Detekce v pribéhu elektroforézy automaticky pomoci laserového detektoru v
kombinaci s pocitacem, ktery z poradi signdalt v prislusnych drahach primo
vyhodnocuje sekvenci DNA. Deskové ale castéji kapilarni usporadni.
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Obr. 40 Automatické sckvencovéni vyuzivajici barevné znaceni terminatorii




PYROSEKVENOVANI

sekvenace v redlném case, bez znacenych primeru nebo NTP, ani separace na
eflo

zalozena na uvolnéni pyrofosfatu (PPi) pri elongaci, kvantitativni emise svétla
v prvnim kroku hybridizuje sekvenacni primer ssDNA templatu a je inkubovan
s enzymy/substraty: DNA-pol | z E. coli, ATP sulfurylaza, luciferdza, apyraza,
adenosin 5 -fosfosulfat (APS), luciferin

ve druhé kroku se postupné jeden po druhém pridavaji vsechny 4 nukleotidy
(ANTP, dXTP). Pokud je komplementarita, polymeraza katalyzuje pripojeni
nukleotidu k primeru. Pokud neni komplementarita, nukleotid degradovan
apyrazou. Kazdé pripojeni je provazeno uvolnénim PPi, ty jsou kvantitativné
privadény ATP sulfurylazou za pritomnosti APS na ATP. To umoznuje
luciferazou zprostfedkovanou konverzi luciferinu na oxyluciferin — vytvoreni
zablesku svétla. Nepfipojené dXTP a nespotfebované ATP jsou degradovany
apyrazou. Namisto dATP je pouZzivan 2 -deoxyadenosin-5"-alfa-thio-TP, ktery
je zpracovan DNA-pol, ale ne luciferazou.

rychlost: 1 bdze/min, bézna délka 100 bp

ovéreni kratkych fragmenttd DNA a idenfikace jednonukleotidovych
polymorfismu.

v roztoku vs. na pevné fazi



Pyrosekvenovani

templatova DNA

dATP —— |e degradovan
+
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Obr. 42 Princip pyrosekvencovani NDINA




CELOGENOMOVE SEKVENOVANI

- pro sekvenovani fragmentt DNA vétsich nez 500 — 1000 bazi

- NAHODNE SEKVENOVANI: tvorba ndhodnych fragmentd (1300 — 2000 bp),
klonovani do vektoru, sekvenace pomoci univerzalnich sekvenacnich primerd,
usporadani klonovanych fragmentd do souvislé sekvence = kontigy
(prekryvajici se fragmenty), pocitacové vyhodnoceni

- USPORADANE SEKVENOVANI: tzv. prochazeni primerem (primer walking)-
znalost sekvence na niz se pripoji primer — extenze, vznikly fragment do dalsi
reakce, dalSi primer naseda na konec fragmentu, dalsi extenze atd atd.

- Dnes celogenomové sekvenovani na bazi pyrosekvenovani je zaklad pro
sekvenovaci techniku Il. generace. Genomova DNA je rozStépena na kratké
fragmenty a pyrosekvenaci jsou soubézné sekvenovany jednotlivé fragmenty,
pak dedukce celé sekvence.



HYBRIDIZACNiI SEKVENACE
Vyuziti kombinatorickych pfistupu

Analyzovana sekvence se necha hybridizovat se souborem kratkych prob (6 az 20
bazi), ktery obsahuje vSechny mozné kombinace stejné délky sestavenych ze 4
bazi

Podle toho, se kterymi probami DNA hybridizuje, se usuzuje na pritomnost znameé
kratké sekvence v jejim fetézci

Pomoci pfekryvajicich se usekl pak rekonstruujeme celou sekvenci.
Probiha na kiemikovem Cipu, rychlé stanoveni (minuty)

Vyhodnoceni: fluorescencni sonda na analyzovanou DNA, nebo indikator
hybridizace. Detektor: CCD kamera, pocitacové vyhodnoceni, rekonstrukce
sekvence



Hybridizace na DNA Cipu (princip DNA biosenzorti)

hybridizujici
oligonuklectidy

konfokalni mikroskopie

43 Princip sekvencovani pomoci hybridizace s pouzitim DNA-Ciy



Vyuziti sekvenacnich technik pro vysetreni rezistence viru na léCiva (antivirotika): HIV

Table I. List of currently available US FDA-approved antiretro-
viral drugs

Generic name Abbreviation  Brand name (US)®

Nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs)
Abacavir ABC Ziagen”
Didanosine ddl Videx
Emtricitabine FTC Emtriva™
Lamivudine 3TC Epivir
Stavudine daT Zerit
Tenofovir TDF Viread™
Zidovudine AZT, ZDV Retrovir®
Non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTIs)
Delavirdine DLV Rescriptor”
Efavirenz EFV Sustiva™
Etravirine ETR Intelence™

Mevirapine NVP Viramune™ Discriminatory Thymidine analogue MDR
mutations mutations (TAMs) mutations

Mevirapine extended release NVP XR Viramune™ XR™
Rilpivirine RPV Edurant” Cons
Protease inhibitors (Pls) aTC
Atazanavir ATV Reyataz FTC

Darunavir Prezista™ ABC
ddi

TDF
daT
Lopinavir/ritonavir Kaletra ZDV

Melfinavir Viracept

65 74 115 67 70 210 215 219 69 151
L Y D K L T K T Q
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Fosamprenavir Lexiva™
H

N R YF QE
N R YF QE
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Indinavir Crixivan™

»
-
-

. . _ Fig. 2. Summary of nucleoside/nucleotide reverse transcriptase inhibitor drug-resistance mutations. Mutations are represented by their|

Ritonavir Norvir numeric position and amino acid letter code. The amino acid of the consensus wild-type sequence is represented by letters in the top row, while|

) . . . the amino acids of the mutations are below. Bold and underlining indicates mutations with high-level phenotypic and/or clinical resistance; bold

Saquinavir hard gel caps Invirase indicates moderate phenotypic and/or clinical resistance; plain text indicates low-level resistance. Asterisks (###) represent increased sus-

Tipranavir Apti\-‘ us™ ceptibility to_the t_:Irug if the mutati_on is present. Refer to table | for a full Iist_ of drug name abb(eviations and d_efinitions._ Adapted from the|
Stanford University HIV Drug Resistance Database.[*”) Cons =consensus wild-type; Ins =insertion; MDR = multi-drug resistance.

Integrase inhibitors (INIs)

Raltegravir Isentress™
CCRS antagonist

Maraviroc Selzentry
Fusion inhibitor

Enfuvirtide (T20) Fuzeon™




Metody zalozené na sekvenacnich technikach
priklad: stafylokoky

Prima identifikace na zaklade sekvence DNA

Stanoveni sekvence konzervativnich gent o délce 300 az
2500 bp

Moderni vysoce ucinna sekvenace celych genomu

DNA microarrays

Primé metody pro vnitrodruhovou typizaci

Jednolokusova analyza
Multilokusova analyza



rime metody pro identifi
stafylokoku na zakladé sekvenci DNA

+ Vice nez 30 ortolognich gent vhodnych pro diagnostiku a
fylogenetické studie

« Rozdilna uroven konzervovanosti sekvenci
 Nejpouzivanéjsi lokusy:
— geny pro funkéni RNA

« 16S ribosomal RNA (16S rRNA)
« 23S ribosomal RNA (23S rRNA)

— cCasto pouzivané geny, data dostupna pro vétsinu druhu
« 60 kDa heat shock protein (hsp60, cpn60, groEL)
 RNA polymeraza beta-podjednotka (rpoB)

« 40 kda heat shock protein DnaJ (dnaJ/dnaK)
— Shah et al., 2007, IJSEM 57: 25-30

- superoxide dismutase (sodA)
— Poyart et al., 2001, JCM 39: 42964301

— meéneé casto pouzivané geny, data dostupna pro nékteré druhy
« glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza (gap)
— Ghebremedhin et al., 2008, JCM: 46: 1019-1025

« elongaéni faktor Tu (tuf)
— Martineau et al., 2001, JCM 39: 2541-2547




16S rRNA - fylogeneticka analyza

 Takahashi et al., IJSB 1999, 49: 725-728

« Spolehliva identifikace na urovni rodu a
druhovych komplexu

— Stanoveni kompletni sekvence genu pro
16S rRNA vyzaduje provedeni min. 4 - 6
sekvenacnich reakci

— Fylogeneticka analyza
— Dosahované podobnosti sekvenci 97 — 99%
— Definovany ,,species-groups*




16S rRNA — species groups

»S. aureus”
9. epidermidis*

S. hominis (X66101)
S. haemolyticus (D83367)

ioii S. devrisej
o G G
- Tledrett ugdunensis
. vitulinus (AB003845) t_ABU%%MJ 3 fﬁ?ﬂ?@rﬂnﬁns finénclem
S. lentus (D83370) S. cammosus (AB00993

- 11
h y I c u S S. sciuri (S83569) S. pettenknfen(AFEZZl]{JE)
- d - cc S:S. defphfr;:’ {ABS%%%%%}
intermedius ( )
I nte rm e I u S S. schleiferi (S83568)
- T oS
.S. simulans
: =T wo" s 5
»S. Sciuri oSS w

Pantucek et al., [JSEM 2005, 55:1953-1958, dopInéno




« Srovnani diskriminacni schopnosti sekvenovani
jednotlivych genu u stafylokokovych druhu

Lokus Podobnost | Prumérna Délka (bp)
mezi druhy | podobnost
16S rRNA [97-99,5% |98 % ~ 1400

rpoB 72 -94 % 86 % ~ 480 nebo 750
hsp60 74 -93 % 82 % ~ 600

sodA 68-92% 81 % ~ 430

dnaJ 71-89% (78 % ~ 880

gap 24-96% |65 % ~ 930

Diagnostika: Vyuziti poznatku a analyzy sekvencnich dat
pro pripravu DNA microarrays

Taxonomie: Rozvoj a vyuziti vysoce ucinnych metod pro
sekvenovani celych genomu pro jejich klasifikaci




Ziskavani sekvencnich dat

Databaze nukleotidovych sekvenci
— GenBank/EMBL/DDBJ

— Lokalni hledani podobnosti
+ BLAST
+ FASTA

Specializované databaze
— SILVIA, RDP (rRNA)

— cpnDB

Integrované zdroje

— Straininfo

Integrované identifikaéni databaze
— BIBI database




Jednolokusova Spa-typizace

« Sekvenovani DNA polymorfniho regionu genu
pro protein A (spa)

« Urceni kombinace opakovanych jednotek
(repetic) v oblasti X dava jedinecny spa-typ

— reprodukovatelne, jednoznacne a snadno
Interpretovatelné vysledky

— postacujici pro zkoumani vypuknuti infekce

— v dlouhodobém Casovem horizontu by mela by byt
doplnena dalsi technikou (PFGE, MLVA, a].)




Jednolokusova sekvenacni typizace

* Vhodna sekvence DNA je amplifikovana pomoci PCR a sekvencovana
 Sekvence jsou vzajemneé srovnany
e Mozna nahrada celogenomovym sekvenovanim

FIG. 1. Protein A gene map. Boxes indicate segments of the gene coding for the signal sequence (8), the immgnoglobulin G-binding regions (A-I3), a region
homologous to A-D (E), and the COOH ter vhich in e cell wall attachment sefquence (X_). Primers are numbered from the 5
end of the primer on the forward strand of 5. awrews (GenBank accession no. JO1786 [2¢

protein A gene (spa)
polymorfismus v lokusu X
(variabilni pocet 24-bp repetic)

SSR = short sequence repeat



Princip spa-typizace

1.stanoveni sekvence polymorfni oblasti genu spa

TTTAGCAGAAGCTAAARAGCTAARCGATGCTCAAGCACCAARAGAGGAAGACARCARRAARCCTGGTAAAGRAAGACGGCAACRAGCCT
GGTAAAGAAGACAACRAACAARRCCTGGCARAGAAGACGGCAACAAGCCTGGTAARGARGACAACAACAAGCCTGGTAAAGAAGACGGCA
ACAAGCCTGGTAAAGAAGACGGCAACAAGCCTGGTAAAGAAGACGGCAACAAACCTGGTARAAGAAGACGGCAACGGAGTACATGTCGT
TARACCTGGTGATACAGTAAATGACAT

2.vyhledani koncovych signaturnich sekvenci
5'-signature

TTTAGCAGAAGCTARRRAGCTAARCGATGCTCAAGCACCARAAAGAGGAAGACARCARRAARCCTGGTARAGAAGACGGCAACRAGCCT
GGTAAAGAAGACAACARACARARCCTGGCARAGAAGACGGCAACAAGCCTGGTAARGARGACAACAACAAGCCTGGTAAAGAAGACGGCA

ACARAGCCTGGTAAAGAAGACGGCAACAAGCCTGGTAAAGAAGACGGCAACARACCTGGTARAGAAGACGGCARCGGAGTACATGETCGT

TARACCTGGTGATACAGTAAATGACAT

3'-signature

3.identifikace repetic dlouhych zpravidla 24 bp

5' GCACCRARA
-GAGGAHGACAACAAABAACCTGGT repetice
*AAAGAAGACGGCAACARAGCCTGGT repetice
*ARAAGAAGACAACAACARACCTGGC repetice
* AAAGAAGACGGCAACAAGCCTGET repetice
*AAAGAAGACAACAACAAGCCTGGET repetice
* AAAGAAGACGGCAACAAGCCTGGET repetice
+* AAAGAAGACGGCAACAAGCCTGGET repetice
*AAAGAAGACGGCAACAAACCTGGET repetice
-AAAGAAGACGGCAACGGAG

L TALAT&TL&T

4.uréeni spa typu podle databaze
26-17-20-17-12-17-17-16 = spa typ t003

Q¢ O Qo Qe Qe 0e Qe o{




MLST — multilokusova sekvencni
typizace

Stanoveni sekvence 7 genu rozmisténych v ruznych
mistech genomu

Prifazeni sekvenci do alelovych typu

Kombinace typu alel tvofi sekvencni typ (ST)

— Zavedena u celé fady druhu

— Databaze pristupna na webu

S vhodnymi statistickymi algoritmy umoznuje provadet
shlukovou analyzu a dedukci klonalnich linii

Vhodna pro dlouhodobe a globalni epidemiologicke
analyzy




Multilokusova sekvenacni analyza

ABLE 1. Sequences of primers used in the PCR
N\

Primer Sequence (5'-3")

Carb.amae (arcC) arcC-Up "TACCAGCGCGTATITIGTC

arcC-Dn AGGT! . AATCAGCG
Shikimate dehydro- aroE-Up ATCGGAAATCCTATTTCACATTC

genase (arokE) aroE-Dn GTTGTATTAATAACGATATC

Glycerol kinase (glpF) glpF-Up  CTAGGAACTGCAATCTTAATCC

glpF-Dn TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC
Guanylate kinase (gmk) gmk-Up ATCGTTTTATCGGGACCATC

gmk-Dn  TCATTAACTACAACGTAATCGTA

Phosphate acetyltrans- pia-Up  GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG
ferase (pta) pia-Dn GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA

Triosephosphate 1pi-Up TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA
isomerase (ipi) ipi-Dn ITTGCACCTTCTAACAATTGTAC

Acetyl coenzyme A ace- ygil.-Up CAGCATACAGGACACCTATTGGC
tyltransferase (ygil) vgil-Dn  CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC

TABLE 2. Sequence variation at the seven loci

Sequence : No. of polymorphic

Gene o .
! length (bp) allele sites

arcC 456
aroE 456
glpF 465
gmk 429
pta 474
tpi 402
vgil 516




VIROLOGIE

sekvenovani k detekci bodovych mutaci nebo rozsahlejsich prestaveb
pro subtypizaci virt se uziva ta ¢ast genomu, v niz jsou geny pro
antigenni epitopy povrchovych proteint, vystavenych imunologické
odpovedi

také jedineCné neprekladané sekvence, kde dochazi k mutacim zridka
také fragmenty ziskané PCR pro analyzu malych udsekd, cca 1 kb

pro RNA genomy, nutny prepis pomoci RT-PCR do DNA

HIV: geny gag a env

na této bazi klasifikace izolatl HIV z rlznych geografickych lokalit
tak identifikovany subtypy A, B, Ca E

dale forenzni soudnictvi, dikaz iatrogenni infekce HIV

u TBEV: klasifikace dle sekvence genu pro protein E do 3 subtypU

chripka: hlavné genu pro hemaglutinin a neuramidaza



Alternativni molekularné-biologické metody pro
diagnostiku mikroorganismu



Dried Blood Spots

Whole Blood or
PAXgene Blood

FFPE Sections
Animal Tissues
Cultured Cells

-

Cells are lysed to release RNA.

Capture Plate

bDNA (branched DNA) assays

Capture Extender (CE)
Label Extender (LE)

e== Blocking Probe (BL)

\/\ \/\

———

Capture Probe

Probe Set design determines the

specificity of the target RNA capture.
Probe Set oligonucleotides (CEs, LEs,

BLs) bind a contiguous region of the
target RNA and the CEs (Capture

Extenders), by cooperative hybridiza-

tion, selectively capture target RNA

to the 96-well Capture Plate during an

overnight incubation.

e ) 0 PreAmplifier

™ 2.0 Amplifier
Label Probe

TFF

\/\ \/\

Signal amplification is performed
via sequential hybridization of 2.0
Pre-Amplifier to Probe Set LEs (Label
Extenders), 2.0 Amplifier to the 2.0
Pre-Amplifier and Label Probe to the
2.0 Amplifier. The number of LEs
determines assay sensitivity.

* The signal is proportional to the number of labeled probes
« Commercially available assayes (Bayer HealthCare, Diagnostic Division, Tarrytown, N.Y.)

 HCV, HBV, HIV-1

2.0 Substrate
Na:0,PO~. s{ra
C T IS
A J
CH,

M;'I":;Y‘{E_]G_q m_.c-.;;ﬁ] el
Hy ™,

Addition of a chemilumigenic 2.0
Substrate* generates a luminescent
signal that is proportional to the
amount of target mRNA presentin
the sample.

*Lumigen® APS-5




Hybrid Capture Assays

! Denature

5 Alkaline phosphotase

i Capture hybrids using 4 A second monoclonal splits & chemiluminescent
substrate to produce light

maoanocional antibodies antibody conjugated to

on Mmicrotiter plates plkalmne phosphotase

;
>

RNA/DNA hybrid molecule
Anti-hybrid antibody (capture), anti-hybrid detection antibody (labeled)
Commercially available assays: Digene Corp. (Gaithersburg, Maryland, USA): HPV, CMV,

Chlamydia, Neisseeria

s added




Isothermal amplification methods

simple operation, rapid reaction, easy detection
not require thermal cycler

performed in a heating block or water bath
single uniform temperature

Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP)
Helicase-Dependent Amplification (HDA)

LAMP: Dengue, SARS, influenza A/B, CMV, HSV, VZV...
HDA: HIV-1 in human plasma, HSV 1 and 2 from
genital lesions



Isothermal amplification methods - LAMP

Bl — B2 —| Ble
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exponential amplification




Amplifikace nukleovych kyselin za nepritomnosti
termofilni DNA-polymerazy

Amplifikacni systémy zalozené na transkripci (NASBA)

Molecular
Beacon

( ’ Reverse RNase H Reverse
O Sense RNA Olgo P1 Transcriptase Primer P2 Transcriptase

Fluorophore Wi’ Quencher
N AVAVLAV VoV VS I AIAAS WA - %
T |

RNase H
Oligo P1
Amplification —
Process
\ Reverse Transcriptase

Reverse Transcriptase

JS\IAISAAS
Primer P2

—_

T7 RNA Polymerase

Anit-sense RNA

isothermal RNA amplification method
avian myeloblastosis virus RT, RNase-H, T7-RNA polymerase
no requirement for a thermal cycler, rapid kinetics, ssRNA-no denaturation prior deteiction
bioMérieux: HIV-1, CMV, enterovirus, respiratory syncytial virus
West Nile virus, St. Louis encephalitis, Dengue virus



