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Cviceni C. 5
Detekce virové DNA v biologickém materialu
metodou real-time PCR

Prirodovedecka fakulta MUNI



CO NAS DNES CEKA...

1) Teoreticky uvod k tématu

2) Seznameni se s protokolem ke cviceni

3) Nastudovani protokolu ke kitu pro detekci virové DNA
4) Izolace virové DNA ze vzorku simulované moci

5) Real-time PCR se vzorkem izolované virové DNA

6) Piklady
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VYZNAM REAL-TIME PCR V MIKROBIOLOGII

Siroké vyuziti v mikrobialni diagnostice:

= detekce NK infekénich agens v klinické mikrobiologii
" Hodnoceni kvality potravin

" Hodnoceni biologického rizika

" Hodnoceni kvality vody

= Detekce GM mikroorganismu atd. ...



PRINCIP REAL-TIME PCR

= Kombinovana amplifikace a detekce cilové NK
soucasne v jedné zkumavce pomoci svételného

signalu z fluoroforu (zaklad stejny jako klasicka PCR)

= Je mozno dynamicky (v realném case) posuzovat
prubéh syntézy PCR produktu
= Mozné kvalitativni (NK je/neni ve vzorku pfitomna) i

kvantitativni (ve vzorku je X molekul NK) vyhodnoceni
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DELENI REAL-TIME PCR DLE POUZITYCH FLUOROFORU

1) Nespecifické metody: nespecificka vazba fluoroforu

primo do vznikajicich produktu PCR (ds DNA), napt.

= Vyhody: jednoduché provedeni, nizka cena
= Nevyhody: moznda detekce i nespecifickych produktu

(fluorofor se vaze do vsech dsDNA produktui)
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DELENI REAL-TIME PCR DLE POUZITYCH FLUOROFORU
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DELENI REAL-TIME PCR DLE POUZITYCH FLUOROFORU

2) Specifické metody: na PCR produkty se vazi

hybridizacni sondy znacené fluoroforem, napr.

, linearni Ci vlasenkové sondy FRET,




DELENI REAL-TIME PCR DLE POUZITYCH FLUOROFORU

Princip technologie TagMan
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R: napr. 6-karboxyfluorescein (FAM)

Q: napf. tetramethylrhodamin (TAMRA)
FRET: Forsteruv rezonancni prenos energie



VYSLEDEK REAL-TIME PCR JE VZDY STEJNY
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KVANTITATIVNIi VYHODNOCENI POMOCI KALIBRATORU
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PRISTROJE PRO REAL-TIME PCR




ZABRANENI KONTAMINACE URACIL-DNA GLYKOSYLAZOU
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