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Co Uz umime

e Umime pouzivat mikroskopii, kultivaci a
biochemickou identifikaci

» Vime, jak diagnosticky vyuzit reakci antigenu
s protilatkou, a vime, ¢im se liSi precipitace,
aglutinace, aglutinace na nosicich,
komplementfixace, neutralizace a reakce se
znacenymi slozkami

e Vime, jak bojovat s mikroby pomoci
dekontaminacnich metod a
antimikrobialnich latek a umime otestovat
ucinnost téchto postupd




Pohadka

» Kdyz Lipold, syn rolnika z Kridlovic, zemrel
léta pané 1184, jeho smrt provazela
spousta dohadd. Byly to opravdu
souchotiny, na co umrel? Mezi lidem se
fikalo, ze jeho bratr Dépold mu zavidél, ze
jeho dil pole je lepsi a ma lepsi pristup ke
slunci.

e Teprve za vice nez osm stoleti se ukaze
pravda: Lipoldovou smrti opravdu neby!
vinen Dépold, ale Mycobacterium
tuberculosis




Pouceni z nasi pohadky

» Prikaz nukleové kyseliny je velmi citliva a
presna metoda — nékdy tak citliva, ze se jeji
citlivost musi uméle omezit, aby nebyly
zachyceny nahodné komponenty

» Zajimavosti je, ze mikrobialni DNA Ize
zachytit i v kosternich pozUstatcich stovky let
starych

» Tyto metody pouzivame zejmena tam, kde
jineé prfimé metody jsou obtizne proveditelné
Ci malo spolehliveé




Pro zopakovani

o Cilem mikrobiologickych metod je
zpravidla detekce patogena, popr.
urceni jeho citlivosti na antimikrobialni
latky.

e Patogena urcujeme
— Primymi metodami

o detekce celeho mikroba (jako morfologické Ci
fyziologické jednotky)
» detekce jeho Casti (antigenu, DNA)
o detekce jeho produktu (napriklad toxinu)
— Neprimymi metodami: detekce protilatek




Prehled metod - opakovani

o Primeé metody (prdce se vzorkem ¢& kmenem)
— Mikroskopie (nativni preparat, barveni...)
— Kultivace (na tekutych i pevnych pidach)
— Biochemicke a podobné identifikacni metody
— Prtkaz antigenu (pomoci protilatky)
— Pokus na zvireti (izolace, prtikaz toxicity)
— Priitkaz nukleové kyseliny
e Neprime metody
— Prikaz protilatek (pomoci antigenu)




Prikaz nukleové kyseliny

» Metody bez amplifikace (geneticke
sondy). Jsou ménée citlive, to je nekdy i
vyhoda

e Polymerazova retézova reakce (PCR)

velmi citliva, staci i jedna molekula DNA.
L ze ovsem umeéle citlivost snizit.

e Ligazova retézova reakce (LCR) je velmi
podobna (ale zavedla ji jina firma)
e Prikaz virové RNA je mozny pomoci
| upravené PCR




Dulezité upozornéni

e Nehodlame studenty ucit principialni
otazky tykajici se molekularnich metod.
K tomu jsou urceny jiné predmety

e Nasim cilem je seznamit studenty
s prehledem vyuzitelnosti techto metod
v leékarské mikrobiologii.

 Jedince s hlubsim zajmem o tuto
problematiku ve 3. — 5. rocniku rad
privita as. Filip RUzicka ve volitelném
predmetu VSMBO081




Zakladni schéma reakce PCR

 \/ prvni fazi je nutno ziskat izolovanou
DNA. Proces je pomerne slozity.

» V druhé fazi probiha vlastni amplifikace
(pokud vzorek obsahuje usek DNA
odpovidajici prislusnému primeru

» Ve treti fazi probiha detekce produktu
amplifikace
— Gelovou elektroforézou nebo
— Metodou ELISA (# serologicka ELISA!!!)




Pouziti metod prikazu DNA (RNA)
v klinické mikrobiologii
e Tyto metody pouzivame zpravidla tam,
kde mikroskopicky a kultivacni prikaz je
obtizny nebo neni viibec mozny
e Nehodi se prilis pro bézne patogeny
pritomné ubikvitarne. Pro svou velkou

citlivost by ruce vycenichaly kdejakou
molekulu prilétlou z vnéjsiho prostredi

» Metody nejsou ani neuzitecne, jak si
nekdo mysli, ani samospasitelne, jak si
mysli pro zmenu jini




Ukol 1: Izolace DNA

» Prohlédnéte si videoklip ,Izolace DNA"

Ukol 2 Amplifikace specifickych
Usekt DNA pivodce lymeské
borreliozy metodou PCR

» Prohlédnéte si videoklip




Postup izolace DNA pro PCR

Ke 500 pf materiaiu (pokud je objem materidlu men3i, je nutno doplnit do 500 ul
fyziologickym roztokem) pFidat 25 ul SARKOSYLu, inkubovat pfi 56 °C/15 min., v pribéhu

inkubace obcas vortexovat,
Pridat 1,0 m! roztoku G1, vortexovat, inkubovat pfl 65°C/10 min, vzorek zchladit na RT.*

Pridat 50 ul SILICA ,obracenim promichat (10 min.).**Centrifugovat pfi 6 000 g/30 sec.,
supernatant slit.

Pridat 1 ml roztoku G2, vortexovat, centrifugovat pfi 6 000 g/30 sec., supernatant slit.
Pridat 1 ml 80% Etanolu, vortexovat, centrifugovat pfi 6 000 g/30 sec., supernatant slit.
Pfidat 1 ml 80% Etanolu, vortexovat, centrifugovat pfi 6 000 g/30 sec., supernatant slit .
Pridat 1 ml Acetonu, vortexovat, centrifugovat 6 000 g/60 sec., supernatant ihned opatrnd
slit.

Pelet vysusit (max. 2 min.) v oteviené zkumavce.

Pfidat 50 pl roztoku TE (pfedehfatého na 56 °C), dobie protFepat.

Eiuovat DNA pfi 56 °C/10 min., krétce vortexovat nebo protfepat.

Centrifugace 10 000- 14 000 g/2 min./RT.

Cirv roztok, DNA odebrat ihned po centrifuaaci do sterilni mikrozkumavky




ProcC je dllezita interni kontrola
e Velmi béznym jevem je, ze dochazi k tzv. inhibici
reakce. Inhibice reakce je dana pritomnosti

riznych interferujicich latek (napfr. talek z
rukavic)

» Proto by méla byt pro detekci vzdy pouzita smes,
obsahujici kromeé vzorku a jemu prislusnych
primerd jesté kontrolni DNA + primery. Pozitivita
IC je dokladem, ze nedoslo k inhibici reakce

e OvSsem pozor: IC mlze byt negativni u vysoce
pozitivnich vzorkt (prohraje v kompletici o
nukleotidy). To ale nevadi, pozitivni reakce totiz
nemuze byt inhibovana




Mozné vysledky PCR

Nasledujici moznosti plati bez ohledu na
zplisob detekce (gelovou elektroforézou
nebo ELISou)

 Pozitivni vysledek vzorku svedci o
pozitivité vzorku. Pritom vysledek IC je
zpravidla take pozitivni, ale u silné
pozitivnich pripadt nemusi byt.

e Negativni vysledek vzorku pri pozitivhim
vysledku IC = negativni vysledek reakce

e Vzorek i IC negativni = inhibice reakce




Prehled interpretace




Ukol 3: Detekce vysledk& PCR pomoci
gelove elektroforezy

e Gelova elektroforéza je jednou
z moznosti detekce produktu PCR

» Produkty putuji gelem od katody
smerem k anodeé a jsou zviditelneny
pomoci UV-transluminatoru

» Kazdy vzorek obsahuje take interni
kontrolu (IC)

o Kromé vzorkl je pouzit také zebricek
(ladder) jako méritko




Ukazka gelu (3 vzorky, pozitivni a
negativni kontrola, ladder) — U3
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U4: Porovnani vysledk( dvou reakci:
prikaz protilatek a PCR

e V radé pripadl nelze spoléhat jen na
vysledek jediné reakce. Pro interpretaci
potrebujeme kombinaci vysledki
riznych reakci.

e VV daném pripadé mame k dispozici
vysledek PCR a vysledek reakce ELISA

e Musime mit na pameti, ze PCR je primy
prikaz, ELISA k prikazu protilatek je
prikaz neprimy se vSim vsudy




Ukol 5: Priikaz produktu PCR
metodou ELISA

o V praktiku J10 jste se ucili o vyuziti
metody ELISA k prikazu antigent a
protilatek

» ELISA k prikazu protilatek byla také
pouzita jako soucast predchoziho ukolu

» Zde vSak nejde o serologicke pouziti
této reakce, ale o ELISA-detekci
produktu PCR. Proto i zde mame vedle
ddlku vzorku také dilek patrici IC.




Ukol 5 — pokracovani

» Jinak ale technicky postup odecitani
reakce ELISA (blank, kontroly apod.) je
stejny jako u ELISA reakce serologickeé

e Za pozitivni se povazuji hodnoty vyssi nez
referencne dany tzv. ,cut off"

o Konkrétni zplisob vypoctu je uveden na
listu s hodnotami absorbanci




H eZ ky d e n I www.roche.com/pages/facets/1/chlamyde.htm.
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