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METODY PRO IDENTIFIKACI A DETEKCI MIKROORGANISMU

o Tradicni metody:
kultivacni
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imunochemické

e Molekularné biologicke




MOLEKULARNE BIOLOGICKE METODY

« Nezavislé na kultivaci mikroorganismu (0,1 — 1 % MO je
kultivovatelnych klasickymi kultivacnimi technikami)

Studium:

DNA } nejéastéji Extrakce a izolace
RNA

mastnych kyselin

specifickych proteinu Purifikace

Molekularné-biologicka
analyza

LA



METAGENOMIKA

- environmentalni genomika
- relativné novy obor

- analyza vzorku DNA
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Extrakce a izolace nukleovych kyselin

DNA - fylogenetické nebo ,,funkcni“ informace o aktivni i neaktivni mikroflore
rRNA - sledovani nejaktivnéjsi populace

Extrakéni postup

Z N\

Frakcionace bunék Prima lyze celého vzorku
(rusivé slozky prostredi)

- oddéleni bunék od zbytku

pudy - ziska se DNA z 90 az 99% bunék
nebo jiné matrice pred jejich
lyzi -vyuzivaji ji komercné dostupné

soupravy (kity)
- pracnéjsi a casove
narocnéjsi



Extrakce a izolace nukleovych kyselin

1) bunécna lyze:

Chemicky
alkalické fosfatové pufry (pH8)

EDTA (inhibice nukleas), SDS (rozruseni bunécnych membran),
chloroform (destabilizace membran), polyvinylpolypirolidon
(odstranéni huminovych kyselin) ...

Enzymaticky

lysozym (rozruseni bunécné stény), proteinasa K (inaktivace DNAs
a RNAs), DNAsy, RNAsy

Fyzikalné
zahrati na 80°C, opakované zmrazovani a tani nebo tzv. bead-
beating

2) odstranéni bunécnych struktur véetné cukernych slozek a proteinu




Molekularné biologické metody identifikace
a detekce mikroorganismu

Sledovani konzervativnich Useku nukleovych kyselin

Zameéreni na primarni strukturu - ‘
nukleovych kyselin, ktera je

typicka pro urcity druh mikroorganismu

Sleduje se:

mikrobialni diversita (,,ruznorodost*) v ruznych ¢astech zivotniho
prostredi

funkéni aktivity mikroorganismu, jejich mnozstvi a jiné vlastnosti



MIKROBIALNI DIVERSITA

16S rRNA = ukazatel mikrobialni diversity
= ¢ast malé ribozomalni podjednotky

Molekularni ,,chronometr

univerzalni molekula!
funk¢né homologni
obsahuje vysoce konzervativni useky

variabilni sekvence - reflektuji
evolucni zmény

Domain Il

e Domain |




Molekularné biologické metody

« Sekvenace nukleovych kyselin
e Genove proby (FISH, RSGP,...)
. Stépeni restrikénimi enzymy
« ARDRA

e« RFLP, T-RFLP

e SSCP

e Reasociace DNA

o LMW RNA anylyza

 DGGE, TGGE, TTGE




PCR - polymerasova retézova reakce

dth cycle
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PCR - polymerasova retézova reakce

d = i —
PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :
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Real-time quantitative PCR

- Sledovani amplifikace v realném case

- kvantifikace
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RT-PCR - polymerasova retezova reakce s reversni transkripci

MRNA = CDNA | >  amplifikace genu (PCR)

Reversni transkripce

mRNA AAAAAA
l pfipojeni primeru

mRNA AAAAAA
D

reverzni transkripce
(RNA-dependentni DNA polymerasa)

mRNA AAAAAA
cDNA <

degradace RNA
(RNasa H)

cDNA <




Molekularné biologické metody -

« Sekvenace nukleovych kyselin
e Genove proby (FISH, RSGP,...)
o Stépeni restrik¢nimi enzymy
» ARDRA

e RFLP, T-RFLP

e SSCP

 Reasociace DNA

e LMW RNA anylyza

e DGGE, TGGE, TTGE




Prima analyza sekvence nukleovych kyselin

= Nejbéznéji se pro sekvenacni analyzu prirodnich vzorku pouziva
16s rRNA

— sekvenovani
variabilni useky — informace o druhu MO




Molekularné biologické metody -

e Sekvenace nukleovych kyselin
e Genove proby (FISH, RSGP,...)
o Stépeni restrik¢nimi enzymy
« ARDRA

« RFLP, T-RFLP

e SSCP

 Reasociace DNA

e LMW RNA anylyza

 DGGE, TGGE, TTGE




Genové proby TR

= retézce nukleotidu (20 - 30), sekvence je komplementarni k sekvenci
konzervativniho useku DNA nebo RNA hledaného mikroorganismu

Casti DNA nebo RNA nesouci néjakou znacku pro jejich detekci

Nitrozellulose

Iransfer bacena from
culture plate to retrocelluloss

druhove specifické proby
pro hledani urcitych |
mikrobialnich druht "Nl

‘.-.' @Tlvdf'l'vl o s yClara

_— and denatum DNA

,funkéni* proby

pro hledani urcitych
vlastnosti dané mikrobialni
populace




Genove proby

e Reverse sample genome probing (RSGP)
- Cely genom

o Fluorescencni in-situ hybridizace (FISH)

- ribosomalnich RNA - informace o jejich rastu, bunécné aktivité a
zivotaschopnosti




Molekularné biologické metody -

e Sekvenace nukleovych kyselin
e Genove proby (FISH, RSGP,...)
. Stépeni restrikénimi enzymy
« ARDRA

« RFLP, T-RFLP

e SSCP

 Reasociace DNA

e LMW RNA anylyza

 DGGE, TGGE, TTGE




Restrikéni enzymy - ,,nuzky*

= tzv. restriktasy (,,DNAsy stépici specifické sekvence*)

« Geny odvozené od ruznych populaci se lisi:
v sekvenci DNA v mistech pro stépeni restrikcnimi enzymy

v délce retézce DNA ohranicené restrikcnimi misty

— specificky profil prouzku odpovidajici urc¢itému druhu MO




Molekularné biologické metody -

e Sekvenace nukleovych kyselin
e Genove proby (FISH, RSGP,...)
o Stépeni restrik¢nimi enzymy
« ARDRA

e« RFLP, T-RFLP

e SSCP

 Reasociace DNA

e LMW RNA anylyza

 DGGE, TGGE, TTGE




Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis (ARDRA)

Restriction fragment length polymorfism (RFLP)
- Pro totalni DNA nebo casti DNA amplifikovanych PCR
- Stépeni DNA restrikénimi endonukleasami § Rod: Mycoplasma

Terminal restriction fragment length polymorfism
(T-RFLP)

PCR s primerem L .

fluorescenc¢né - R?J[S:[rlkcfll - Rozgellftr?

znaéenym stepent produktt
na 5 konci



Molekularné biologické metody -

e Sekvenace nukleovych kyselin
e Genove proby (FISH, RSGP,...)
o Stépeni restrik¢nimi enzymy
« ARDRA

« RFLP, T-RFLP

e SSCP

« Reasociace DNA

o LMW RNA anylyza

« DGGE, TGGE, TTGE




Single strands conformation polymorfism (SSCP)

denaturace DNA . . . oz
5-3 min, 95°C rychlé ochlazeni rtizné konformacni
+ formamid > na ledu ) formy DNA

4

rizna pohyblivost v gelu
agarosoveé elektroforézy

Reasociace DNA
- Teplotni denaturace — renaturace — sledovani miry reasociace (napr. A Tm)

Low molecular weight (LMW) RNA pattern analysis
- analyticka separace nizkomolekularnich RNA (55 rRNA a tRNA), charakteristicke
profily



Molekularné biologické metody -

e Sekvenace nukleovych kyselin
e Genove proby (FISH, RSGP,...)
o Stépeni restrik¢nimi enzymy
« ARDRA

« RFLP, T-RFLP

e SSCP

 Reasociace DNA

e LMW RNA anylyza

 DGGE, TGGE, TTGE




DGGE, TGGE, TTGE

Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE) (}"
Teplotni gradientova gelova elektroforéza (TGGE)

Gelova elektroforéza v rezimu s ménici se teplotou (TTGE)
- Teplota roste béhem procesu v celém objemu elektroforetické jednotky

Zkoumani mikrobialni diversity

16S rDNA - primery

separace fragmentd DNA riizné sekvence

165 rDNA )
_ 11. pcr ~
F27 ﬂz PCR R1492

///,//////'1%#!!!57_37378
GC-kotva: l

lepsi zachyceni fragmentu DNA
v gelu béhem elektroforézy TTGE
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Molekularneé biologické metody _

e Sekvenace nukleovych kyselin
e Genove proby (FISH, RSGP,...)
o Stépeni restrikénimi enzymy
« ARDRA

« RFLP, T-RFLP

e SSCP

 Reasociace DNA

e LMW RNA anylyza

« DGGE, TGGE, TTGE




Stable isotope probing - znaceni stabilnimi isotopy

mikrokosmos

in situ
® inkubace zeminy s 3C-

zZnacenym substratem

= 13C inkorporace do
DNA

® DNA isolace,
isopyknicka centrifugace v

Cs* gradientu /R

///\}f\
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X U

‘lehka’ DNA

‘tézka’ DNA

&

©gradientova frakcionace,
gPCR lokalizace frakci s
3C-DNA

O '3C-DNA analysa: metagenomicka analysa,
knihovny 16S rRNA a funkénich gent



Real-time PCR isolovanych frakci tézké (znac¢ené C'3) a

lehké DNA

Relativni koncentrace 16S rDNA
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Souhrn

rozvoj a aplikace molekularné biologickych metod velice rychle méni
pohled na mikrobialni diversitu v Siroké skale ekosystému

rychly nastroj pro sledovani zmén populaci
nevylucuje se potreba kultivacnich technik !!!
pro uplnou charakterizaci mikrobialnich populaci se oba pristupy

vyhodné doplnuji

Podékovani za pripravu podkladu Ing. K. Norkové a Ing. O. Uhlikovi, PhD.



