PREDMET ANTIBIOTICKA REZISTENCE

CVICENI II.

IZOLACE DNA, DETEKCE GENU METODOU PCR,
STANOVENI PRIBUZNOSTI IZOLATU METODOU ERIC
PCR

Bakterie fadime mezi prokaryotické organizmy, které nesou genetickou informaci v organele zvané
nukleoid (bakterialni chromozom). Nukleoid neni ohrani¢en membranou, nachazi se volné v cytoplazmé
a je tvofen jednim kruhovym chromozémem slozenym z dvoufetézcové DNA. Kromé genetické
informace nesené na chromozomu se mohou V bakterialni buiice vyskytovat extrachromozomalni,
autonomné se replikujici elementy plazmidy. Jedna se o malé kruhové dvoutetézcové molekuly DNA
nesouci genetickou informaci, kterd neni podstatna pro existenci bakterie, ale mize ji za urCitych
podminek dodavat vyhody (napf. geny kodujici rezistenci k antimikrobialnim latkam, tézkym kovim,
geny pro produkci toxint, genti virulence atd.).

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je metoda zalozena na principu replikace nukleovych kyselin,
ktera umoziuje mnohonasobné zmnozeni (amplifikaci) specifického useku DNA in vitro. Samotny
amplifikovany usek DNA je ohranien tvz. primery, coz jsou chemicky syntetizované oligonukleotidy
o délce 18 — 25 nukleotidid. Primery se komplementarné vazou ke konciim amplifikovaného tiseku a od
ptisedlych primert dochazi k syntéze DNA. Metodu zavedl Kary Mullis v roce 1983 a byl za ni v roce
1993 ocenén Nobelovou cenou. Pii této metodé dochazi k cyklickému stiidani tii fazi:1l) teplotni
denaturace dvoufetézcové DNA, 2) annealing (nasedani) primert na oddélené fetézce DNA a 3) syntéza
novych fetézci DNA pomoci Tagq-DNA-polymerazy (elongace primerd). K vlastni syntéze
komplementarnich fetézcl vybranych tsekti dvouretézcové DNA dochazi po piipojeni dvou primert
vazajicich se na protilehlé fetézce DNA tak, Ze jejich 3'-OH-konce sméfuji proti sobé (dovnitt
vymezeného tseku). Samotna amplifikace iseku DNA vyZaduje pritomnost reakénich komponent, které
zahrnuji: 1) templatovou nukleovou kyselinu (DNA), 2) stavebni kameny DNA — nukleotidy (dNTP),
3) termostabilni Taq-DNA-polymerazu, ktera spojuje jednotlivé nukleotidy na principu
komplementarity podle sekvence nukleotidi v templatové vldkné do nového souvislého fetézce, 4)
primery, 5) reakéni pufr s obsahem Mg?* iontil, 6) vodu a piidatné latky. K vlastni syntéze PCR produktu
dochazi v pfistroji, termocycleru, ktery umoziuje rychlou cyklickou zménu teploty
V naprogramovanych casovych intervalech.

16S ribozomalni RNA (16S rRNA) je 1500 bp dlouha sekvence prokaryotické podjednotky 30S
ribozomu. Gen kodujici tento usek je pritomen u vSech bakterii, v pribéhu evoluce dochazi ke zménam
sekvence genu, cehoz se vyuziva pfi identifikaci bakterii (kazdy bakteridlni druh ma svou
charakteristickou sekvenci 16S rRNA). Zarovei tento gen obsahuje oblasti, které se méni velmi pomalu
a gen slouzi ke stanoveni evolu¢ni ptibuznosti vyssich taxonomickych jednotek bakterii.

Pro urceni klonalni pfibuznosti mezi izolaty stejného druhu vyuzivame genotypiza¢ni metody. Ty jsou
zalozené bud’ na vzniku DNA paternli (pomoci restrikénich enzymii endonukleaz nebo amplifikaci
usekt genomu, nebo kombinaci obou piistupit), na sekvenci DNA nebo na DNA hybridizaci.

Metoda ERIC-PCR se fadi mezi amplifikaéni metody, pii které jsou zmnoZeny tseky DNA tzv.
enterobakterialni repetitivni intergenové konsensy (ERIC, Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus). Tyto sekvence jsou dlouhé 124 - 127 part bazi a u enterobakterii se vyskytuji v mnoha
kopiich. Na zaklad¢ odlisnosti v genomu izolatti, vznika tzv. fingerprint (profil fragmentt rGznych
délek), ktery je rozdilny u neptibuznych izolati.
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ULOHA 1: Izolace bakterialni DNA (metoda teplotni lyze)

Postup:

1)
2)

3)
4)
5)

6)

Pro kazdy testovany izolat popiseme dvé eppendorf zkumavky o objemu 1,5 ml.

Do jedné popsané zkumavky napipetujeme 250 pl sterilni destilované vody, druhou zkumavku
nechame prazdnou.

Kli¢kou nabereme 3 - 4 kolonie bakterialni kultury z Petriho misky, resuspendujeme ji v 250 ul
sterilni destilované vody a zvortexujeme.

Eppendorf zkumavku zavieme zameckem a vlozime do termobloku vyhtatého na 100 °C na 10
minut.

Po zchladnuti zamecek sejmeme a eppendorfky odstted'ujeme 13 000 rpm po dobu 2 minut
(zkumavky v centrifuze musi byt vyvazeny).

Opatrné odpipetujeme 200 pl supernatantu, ktery obsahuje DNA, do nachystané prazdné
eppendorf zkumavky. Pracujeme tak, abychom nerozvifili pelet, jinak je potfeba opakovat
centrifugaci. Izolovanou DNA skladujeme pii -20 °C.

ULOHA 2: Detekce genti metodou PCR a stanoveni piibuznosti izolati
metodou ERIC PCR

Postup:
1)

2)

3)

4)

Nechame rozmrznout vSechny komponenty potiebné na PCR (MasterMix, PCR voda, primery,
testovana DNA), po rozmrznuti komponenty kratce zvortexujeme a sto¢ime v centrifuze
(zkumavky musi byt vyvazeny).

Ptipravime PCR smés podle rozpisu uvedeného v Tabulce 1. Nejdiive namichame reakéni smés
(MasterMix, PCR voda a primery) pro vSechny vzorky dohromady. Mnozstvi jednotlivych
komponent se vypocita pro aktualni pocet vzorki a pfipo¢teme mnozstvi pro ¢tyfi vzorky navic
(pro pozitivni kontrolu, negativni kontrolu a objemovou rezervu). Reakéni smés zvortexujeme
a kratce odstfedime v centrifuze (zkumavky musi byt vyvazeny).

Popiseme si PCR zkumavky a nasledn¢ do nich rozpipetujeme PCR smés (mozno jednou
Spickou) po 12 pl. Nasledn€ do jednotlivych zkumavek s reakéni smési pfidame testovanou
DNA - nejdtive vzorky, potom pozitivni kontrolu. Do negativni kontroly se DNA neptidava.
Zkumavky pfemistime do termocycleru a pustime pfislusny PCR program.
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Tabulka 1: Rozpis PCR smési na jeden vzorek.

komponenta objem [pl]
MasterMix 6,25
PCR H.O 4,75
Primer Fw (10 uM) 0,5
Primer Rv (10 pM) 0,5
DNA 1

e PCR detekce Escherichia coli — prikaz genu uidA

K ovéteni identifikace izolatu do druhu E. coli slouzi simplexni PCR na priikaz genu uidA.

Gen Nazev primeru Sekvence primeru Amplikon [bp] kontrola
uidA fw [1077] GCGTCTGTTGACTGGCAGGTGGTGG
uidA rv [1078] GTTGCCCGCTTCGAAACCAATGCCT

uidA 508 ST131

Program pro gen uidA:

94 °C 10 min
94°C30s

64,5°C30s

68 °C 3 min

krok 2 — 4 opakovat 28%
72 °C 10 min

10 °C/oo

Nook~wdhE

Pozn.: Pro vizualizaci PCR produktd metodou gelové elektroforézy pouzijeme 1,5 % agardzovy gel a
elektroforézu pustime na 120 V po dobu 25 minut (viz elektroforéza PCR produkti).

e Detekce genu pro Sirokospektrou beta-laktamazu CTX-M

Reakce slouzi k prikazu genu pro nejrozsifenéjsi skupinu Sirokospektrych beta-laktamaz, a to CTX-M.
Tuto reakci ptfipravime do dvakrat vétsiho objemu (25 pl), z diivodu nasledného sekvenovani PCR
produktu.

Gen Néazev primeru Sekvence primeru Amplikon [bp] kontrola

PANCTX-M.F [31] TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA
b|aCTx.M 554 CTX-M-1
PANCTX-M.R [32] CGATATCGTTGGTGGTGCCATA

Program pro gen blacrx-m:

94 °C 5 min

94°C45s

55°C45s

72 °C 1 min

krok 2 — 4 opakovat 30x
72 °C 10 min

10 °C/oo

NoogkrwdpE

Pozn.: Pro vizualizaci PCR produktd metodou gelové elektroforézy pouzijeme 1,5 % agardzovy gel a
elektroforézu pustime na 120 V po dobu 25 minut (viz elektroforéza PCR produkti).
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Detekce genu pro 16S rRNA (druhova identifikace pomoci sekvenace)

Gen Nazev primeru Sekvence primeru ,(At\)r;\)pllkon kontrola
EU 16S rRNA/R [408] AGAGTTTGATCITGGCTCAG .
16S rRNA 1500 Jakéakoliv DNA

EU 16S rRNA/F [409] ACGGITACCTTGTTACGACTT

Program pro gen 16S rRNA:

Pozn.

Nook~wdE

94 °C 3 min

94 °C50s

50°C50s

72 °C 2 min

krok 2 — 4 opakovat 30%
72 °C 10 min

10 °C/oo

: Pro vizualizaci PCR produkti metodou gelové elektroforézy pouzijeme 1,5 % agardézovy gel a

elektroforézu pustime na 120 V po dobu 25 minut (viz elektroforéza PCR produktt).

Stanoveni piibuznosti izolati metodou ERIC PCR

Nazev primeru Sekvence

ERIC 1R [424] ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC
ERIC 2F [425] AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG

Program pro ERIC PCR (program trva cca 7 hodin):

Pozn.

NookrwdE

95 °C 5 min

94 °C 1 min

42 °C 1 min

65 °C 8 min

krok 2 — 4 opakovat 35%
65 °C 16 min

10 °C/o0

. Pro vizualizaci PCR produkti metodou gelové elektroforézy pouzijeme 1,5 % agardézovy gel a

elektroforézu pustime na 120 V po dobu 1-1,5 hodiny (viz elektroforéza PCR produktt).

Piiklad vyhodnoceného vysledku ERIC PCR srovnavajici izolaty Escherichia coli izolované z riznych
typt vzorki ve stejné budove slouzici k chovu prasat.
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