Bi6721c Specidlni metody analyzy mikroorganizmii
Kvantitativni PCR a izolace plazmidu

Detekce virové genomové DNA viru metodou kvantitativni PCR a izolace
plazmidu
(cviceni €. 6)

Uvodni slovo

Cytomegalovirus (CMV) je rod virQ patfici do celedi Herpesviridae. Nejcastéjsimi hostiteli jsou
bunky primat( a lidské. Za jméno (z feckého cyto-, "burika", a megalo-, "velky") vdéci své schopnosti
zvétSovat hostitelské bunky. Lidsky cytomegalovirus (HHV-5) je pfi¢inou zavainych infekénich
komplikaci (mononukledza, zapal plic) predevsim u imunokompromitovanych pacientl (napf.
pacientl s hematologickou malignitou, AIDS ¢i pacientt po transplantaci krvetvornych bunék). Genom
cytomegaloviru tvofi nesegmentovand dsDNA o délce cca. 200 kb.

Pro detekci CMV byla vyvinuta fada diagnostickych metod. Laboratorné se cytomegalovirus
diagnostikuje mikroskopickym (histologickym) priikazem infikovanych bunék v bioptickém materialu
nebo v moci, kultivaci (z moci) nebo prikazem vzestupu sérovych specifickych protilatek IgA, 1gM a
IgG proti antigenim CMV. V soudasnosti maji nejvétsi prinos molekularné-biologické diagnostické
metody, kvalitativni end point PCR a zejména kvantitativni PCR. Tato metoda umoziuje stanovit
velikost virové néloZe a jeji vyhodou je i univerzalnost pro vsechny typy vzorkd (staéi velmi malé
mnozstvi templatové DNA).

Principem kvantitativni PCR je sledovani kumulace amplikonu v realném case pomoci
interkalac¢nich barviv nebo specifickych DNA sond znaéenych fluorescenénimi barvivy. NevyZaduje
tedy Zadnou post-PCR detekci, vysledek je hodnotitelny pfimo ze zdznamu o pribéhu reakce. Odpada
tak mimo jiné mozZnost kontaminace vzorkd amplikony z predchozich reakci, coz je astym problémem
u metod, kdy detekce amplikonl probihd po ukoncéeni PCR na elektroforéze. Pro izolaci DNA z
klinickych vzork(, kterd predchazi vlastni PCR, jsou rutinné vyuzivany komercni soupravy, zaloZzené
vétsinou na separaci DNA na kolonkach.

Paralelné bude izolovana plazmidova DNA. Plazmid je mald, ¢asto kruZznicovd, molekula DNA,
kterou nachazime prevazné u bakterii a archei. Replikace probiha nezavisle na chromozomu a prenasi
se mezidruhové. Pro hostitelskou buriku nejsou nezbytné, ale Casto prindsi néjakou konkurencni
vyhodu, napft. rezistenci k antibiotiku/Gm (R-plazmidy), produkci toxin( (koliciny — Col-plazmidy). Jsou
Casto vyuzivany pro genovou manipulaci v laboratofich. Prenasi se transformaci (pfijem DNA
z prostredi) nebo transdukci pomoci pilli (F-plazmidy). lzolovand plazmidovd DNA je rutinné
analyzovana pomoci agardzové gelové elektroforézy (ELFO), kde vidime i pomér jednotlivych
konformaci (u kruznicové molekuly) nebo jediny produkt (linearizovany plazmid).

Doplnkové informace

Ve cvic¢eni pouZijeme jiz purifikovanou DNA z klinického materidlu z laboratofe genetiky
Fakultni nemocnice u sv. Anny. lzolovanou DNA pak analyzujeme metodou polymerdzové retézové
reakce v modifikaci kvantitativni PCR.

Souprava pro kvantitativni PCR od firmy Genetrac, se kterou budete ve cvi¢eni pracovat,
obsahuje kromé sady primer( specifickych pro konkrétni gen v genomu cytomegaloviru i TagMan
sondy umoznujici detekci produktd PCR vredlném case. Souprava je urCena pro kvalitativni i
kvantitativni stanoveni. Na zakladé ziskanych hodnot prahového cyklu Ct je tak mozné odhadnout
mnozstvi genomU cytomegaloviru, které byly na pocatku pfitomny ve vzorku.
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Pro izolaci plazmidl pouZijeme komeréni soupravu GenelET Plasmid Miniprep Kit od firmy
Thermo Scientific. Funguje na stejném principu jako kit z minulého cviéeni, ale zaroven vyuZiva vyrazné
vysSi stability plazmidové DNA oproti gDNA. Bunécna sténa neni zcela degradovana, pouze narusena.
leji zbytky spolu s genomovou DNA jsou odstranény centrifugaci. Plazmidova DNA, ktera z(stava
v supernatantu, je precisténa na kfemicitych kolonkach.

Cil cviceni

e Provést detekci a pokusit se i o kvantifikaci cytomegalovirového genomu pomoci kvantitativni
PCR.
e Izolovat plazmid z E. coli a prokdzat jeho Cistotu spektrofotometricky a pomoci elektroforézy.

Seznam pfistroju

e (PCR termocykler

e stojanky na zkumavky a zkumavky (1,5 ml a 0,2 ml)

e termoblok

e centrifuga na 1,5 ml mikrozkumavky s otackami do 14 000 rpm (21 000 g)
o pikofuga na 1,5 ml mikrozkumavky s otackami do 6 000 rpm

e sada pipet o objemech 2, 20, 200 a 1000 pl

e stopky

Vlastni pracovni postup

Detekci kvantitativni PCR provedeme dle protokolu od vyrobce detekéniho kitu
Cytomegalovirus DNA Quantification Kit (Genetrac). Plazmidy budeme izolovat GenelET Plasmid
Miniprep kitem podle modifikovaného protokolu.

ver s

Namichani reakce pro kvantitativni PCR (doplrite chybéjici hodnoty dle protokolu vyrobce)
Vsechny kroky je moZno provadét pfi laboratorni teploté

1) Nechejte rozpustit MasterMix po dobu asi 5 minut a poté promichejte nékolikerym, ale
opatrnym prevracenim zkumavky.

2) Rozpipetujte MasterMix po ...... pl do PCR zkumavek.

3) Pridejte po ...... ul izolované DNA.

4) Do samostatné zkumavky pridejte ...... ul pozitivni kontroly.

5) Vysledny objem reakcnich smésije ...... pl.

6) Uzaviete PCR zkumavky, kratce zcentrifugujte veskerou tekutinu ke dnu, vloZte

do termocyleru a provedte amplifikaci.
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Amplifikace

Program pro amplifikaci doplite dle navodu vyrobce:

Proces Teplota (°C) Cas (s)

Opracovani UDG

Aktivace reakce

PCR opakovat .....x
Denaturace
Annealing
Polymerace
Vyhodnoceni
Kanal FAM/Sybr Kanal JOE/HEX Vysledek
Pozitivni kontrola ANO ANO POZITIVNI
ANO NE POZITIVNI
Negativni kontrola NE ANO NEGATIVNI{
Vzorek ANO ANO POZITIVN{
ANO NE POZITIVNI
NE ANO NEGATIVNI{
NE NE NEHODNOTITELNY

K protokolu doloZte zaznam z kvantitativni PCR a vypracujte tabulku s vysledky pro jednotlivé izolaty.
Postupujte dle popisu vyucujiciho.

Dalsi informace k této problematice najdete v nasledujici literature

Marmur, J. 1961: A procedure for isolation of DNA from microorganisms. Journal of Molecular Biology
3, 208-218. Jedna se o prvni ¢lanek, ve kterém jsou popsany zakladni principy izolace DNA.

Sambrook, J. a Russell, D. 2001: Molecular cloning. A laboratory Manual. Cold Spring Harbor
Laboratory Press.

Persing (2011): Molecular Microbiology — second edition, ASM Press , Washington, D.C.

Boeckh, M., Huang, M., Ferrenberg, J., et al. 2004: Optimization of quantitative detection of
cytomegalovirus DNA in plasma by real-time PCR. J Clin Microbiol, 1142—-1148.

https://zdravi.euro.cz/clanek/postgradualni-medicina/laboratorni-diagnostika-cmv-infekce-u-
nemocnych-s-hematologickou-malignitou-473072

Manual spoleénosti Genetrac (Ceska republika).
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Kontrolni otazky a priklady

1) Jakou hmotnost ma linedrni genom cytomegaloviru, u néhoz bylo zjisténo celkem 200 000
parl nukleotid(? Priimérna molekulova hmotnost jednoho bp je 650.

2) Kolik molekul genomové DNA cytomegaloviru by bylo obsazeno v 1 ug DNA?

3) Jak dlouhd je genomova DNA cytomegaloviru? Pfipomerime si, Ze vzdalenost mezi dvéma pary
bazi je 0,34 nm.

4) Popiste zakladni princip kvalitativniho a kvantitativniho stanoveni genotypu pomoci
kvantitativni PCR



