PRAKTIKUM c. 25
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Identifikace patogennich kmenu
E. coli pomoci PCR amplifikace
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Diagnostika EIEC

EIEC = enteroinvazivni E. coll
zpusobuji tézka prujmova onemocnéni
obsahuji virulencni plazmid

diagnostika zalozena na dukazu
pritomnosti genu virulencniho plazmidu
(konkrétne — cjrB)

pozitivni kontrola - gen na chromozomu
E. coli tonB



Nasazeni PCR reakce (1)

Podle tabulky v protokolu pripravime 2x
master mix (A,B)

A) s primery TonBUEC a TonBLEC
B) s primery TonBU2 a TonBL

Master mix A rozpipetujeme do 6 oznacenych
zkumavek (alikvot 13 ul)

Master mix B rozpipetujeme po 6 oznacenych
zkumavek (alikvot 13 ul)




Nasazeni PCR reakce (2

Do jednotlivych zkumavek pridame 2 pl
DNA izolovanych s ruznych kmenu E. coli
(1 pozitivni kontrola (+), 1 negativni
kontrola (-), vzorky A-D

Obsah zkumavek promichame,
zcentrifugujeme a vlozime do amplifikatoru

Spustime program A: 60 PATOGEN
Amplifikace trva cca 75minut



oy

Priprava 1% agarozovéeho gelu

* 0,6 g agarozy smichame se 60 ml TAE
pufru a rozvarime v mikrovinneé troube po
dobu 90 sekund

 Nechame zchladit na cca 50 °C a pFidém,e
5 yl Ethidium bromidu (POZOR TOXICKY
— pracujeme Vv rukavicich)

» Pote nalijeme do elektroforeticke vany,
viozime hrebinky a nechame zatuhnout



Nanaseni vzorku

Gel vlozime do elektroforetickeého aparatu a
vyjmeme hrebinky

Vyjmutim hrebinku vznikaji v gelu jamky, do
kKterych se nanasi vzorky

Do 1. jamky naneseme DNA marker (t.J. zebricek
DNA fragmentt o znamé délce - NEB 1kb)

K 15 yl v kazdé zkumavce pridame 4 |
nanaseciho pufru a naneseme do prislusné jamky
Priklopime aparat a aplikujeme napéti 130 V po
dobu 20-30 minut










