USTAV TECHNOLOGIE

VECHT PRAHA VODY A PROSTREDI

Optimalizace metody PCR
pro jeji vyuiitl' na vz0fky
KONTAMINOVANYCH PITNYCH VOD

b!} O Dana Vejmelkova, Milan Sida, Katefina Jaro$ova, Jana Rihovda AmbroZova

\ f

N

J[ >

] / VODARENSKA BIOLOGIE, 1. 2. 2017




UVOD

Sledované parametry, princip PCR



KONTROLA MIKROBIALNI KVALITY PITNYCH VOD

Vybrané mikrobiologické ukazatele v pitné vodé dané Vyhl. ¢. 252/2004 Sb.

Ukazatel Jednotka Limit Typ limitu

Clostridium perfringens KTJ/100 ml

Intestinalni enterokoky KTJ/100 ml 0 NMH

Escherichia coli KTJ/100 ml 0 NMH j

Koliformni bakterie KTJ/100 ml 0 MH




KONTROLA MIKROBIALNI KVALITY PITNYCH VOD

SOUCASNOST BUDOUCNOST?
B kultivace ®PCR
=1-3dny mA-5h

MOZNOSTI:

®izolace DNA/RNA
"PCR/qPCR
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PRINCIP PCR
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CiL PRACE

Optimalizovat PCR tak, aby byla v urcitych pripadech (havarie apod.)
pouzitelna pro stanoveni vybranych mikrobiologickych ukazatell v pitné

vode.



METODIKA

Izolace DNA, PCR



SCHEMATICKY POSTUP PCR
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IZOLACE DNA

" filtrace vzorku (100 — 500 ml) pres membranovy filtr

" 3 rlzné komeréni kity:

Specialni pro vodu (soucasti jsou zkumavky pro vlozeni filtru):

" powerWater (MO BIO)

DalSi primarné urcené na vzorky pudy:

" Exgene Soil SV (GeneAll)

" NucleoSpin® Soil (MACHEREY-NAGEL), 2 lyzacni Cinidla: SL1, SL2



PCR - pouzité primery

Oznaceni
Ukazatel paru Cilovy gen
primeru

Velikost PCR

produktu [bp]

B-D-galaktosidaza koliformnich bakterii 264

uidA B-D-glukuronidaza E. coli, shigel aj. 319

l koliformy, E. coli S cytochrom oxidaza d rléktery'/ch 393

enterobakterii

O galaktosid permeaza nékterych

lacY enterobakterii 463 f
C. perfringens cpa a-toxin Clostridium perfringens 402
\
enterokoky tuf elongacni faktor Tu enterokok 112 ;)
Horakova 2008 ‘ l ?




O

PCR — multiplex

0,5 ul kaidy

2,5 ul
1,6 ul
0,75 ul
1,5 ul
0,5 ul kazdy
0,3 ul
12,35 pl
5ul
25 ul

2,5 ul

1,6 ul
0,75 ul

1,5 ul

0,5 ul kazdy

0,3 ul
12,35 pl

5ul

25 ul

2,5 ul

1,6 ul
0,75 ul

1,5 ul

0,5 ul kazdy

0,3 ul
12,35 pl

5ul

25 ul

| laz | uidA | od | lacy _tetraplex

2,5 ul
1,6 ul
0,75 ul
1,5 ul

0,5 ul kazdy

0,3 ul
9,35 pul

5ul

25 ul




PCR - cyklacni podminky

Uvodni Pocet Zavérecna
cykla extenze

Denaturace Hybridizace Extenze
denaturace

Primery

lacZ, uidA,
cyd, lacY

tuf

cpa

tuf, cpa




VYSLEDKY

Porovnani izola¢nich kitU
Zhodnoceni filtrovaného objemu vzorku

Stanoveni koliformd, E. coli a enterokoku + C. perfringens



POROVNANI 3 1ZOLACNICH KITU

" powerWater (MO BIO)
" Exgene Soil SV (GeneAll)
" NucleoSpin® Soil (MACHEREY-NAGEL), 2 lyzacni Cinidla: SL1, SL2

" koncentrace DNA — vétsinou pod mezi detekce (NucleoSpin® Soil)

® PCR mozna, ale nemoznost standardizace mnozstvi DNA do reakce



Vzorek

Filtrovany

objem
ul)

100

DNA
kit

NS_SL1

Konc.
DNA

[ng/ul]

<0,5

lacZ

cyd

uidA

lacY

tuf

?

+

+

+

+
200 NS SL1 4,47 + + . - +
100 PW <0,5 + + - + +
100 ES <0,5 + + - + +
100 NS SL1 5,47 + + + + +
100 NS SL2 4,47 + + + + +
300 PW <0,5 + + + + +
300 ES <0,5 + + ? + +
300 NS SL1 <0,5 + + + + +
300 NS _SL2 <0,5 + + ? + +
200 PW <0,5 ? ? - + +
200 ES <0,5 ? ? - - +
200 NS SL1 <0,5 ? ? - + +
200 NS_SL2 <0,5 ? ? - + +




ZHODNOCENI FILTROVANEHO OBJEMU VZORKU

Filtrovany
objem lacZ cyd uidA lacY tuf

[ml]

100 - - - + + -
500 + + + + + -
100 + + ? + + -
500 + + + + + -
100 + ? ? + 4t -
500 + + + + + -
100 + + - + + -
500 + + + + + -
100 ? ? - + + -
500 + + + + + -




ZHODNOCENI FILTROVANEHO OBJEMU VZORKU

Kultivace:
" filtrace 100 ml = KTJ/100 ml

" vyrostla kolonie z 1 buriky/nékolika bunék/shluku bunék?

PCR:

" jzolace DNA/RNA

" DNA: 1 molekula/burika, RNA: vice/spousta? kopii
— izolace DNA ,,bliz“ ke KTJ?



ZHODNOCENI FILTROVANEHO OBJEMU VZORKU

,PCR je citliva metoda, ktera umoznuje detekci jediné kopie DNA ve vzorku“
100 ml vzorku - 100 pl DNA = 5 pl do reakce = 20 %

Jedind molekula DNA v puvodnich 100 ml filtrovaného vzorku - nizka
pravdépodobnost, Ze ji zrovna zachytime pro PCR (pro jeden ukazatel).

— analyza 1 DNA ze 100 ml vzorku - filtrovat 20x 100 m| = 2000 ml vzorku

ZAVER (potieba ovéfit):
® filtrace 100 ml = izolace RNA

" filtrace cca 500 - 2000 ml vzorku - izolace DNA
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Koliformy, E. coli — TETRAPLEX vs. DUPLEX

" 4 pary primeru (lacZ, uidA, cyd, lacY)
" E. coli = pozitivni se vSemi 4 pary

" ostatni koliformy = 1 — 3 pozitivity

1 2 3 4 5§ 67 8 9 10 11 12 13 14 15 16

463 bp lacY
393 bp cyd
319 bp uidA
264 bp lacZ

2-13: shirkové kmeny E. coli, 14: Shigella flexneri CCM 4422, 15: S. sonnei CCM 4421 (Horakova 2008)
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Koliformy, E. coli — TETRAPLEX vs. DUPLEX

" kultivace: vSechny vzorky pozitivni (koliformy i E. coli ve 100 ml)

" tetraplex: nejasné vysledky, predevsim primer uidA

" duplex: prijatelnéjsi vysledky

" doporuceni: pouziti duplex PCR, popr. dalsi optimalizace
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Enterokoky, C. perfringens — DUPLEX PCR

" duplex: ovéreni u enterokoku + €. k. C. perfringens

cpa_402 bp
tuf_112 bp




Enterokoky, C. perfringens — PCR vs. KULTIVACE

® filtrace 100 ml vzorku

Enterokoky C. perfringens

PCR - tuf KTJ/100 ml PCR - cpa KTJ/100 ml

+ prerostlé
l + 13 1
- 0 0
O + 2 2
+ 5 3
+ 4 0
+ 4 2
\

— kultivace F/P nebo PCR F/N ?




SHRNUTI

" testovana a optimalizovana kvalitativni PCR jako nejjednodussi a nejlevné;jsi
molekularné biologicka alternativa ke kultivacnim stanovenim

" koliformni bakterie + E. coli: prozatimni doporuceni duplex PCR, optimalizace

" enterokoky + C. perfringens: funkcnost duplex PCR, ovéfit na environmentalnich
vzorcich obsahujici C. perfringens a zhodnoceni F/N vs. F/P?

" limitace: vhodny DNA izolacni kit, objem vzorku

" testovani do budoucna: izolace RNA (100 ml vz.) vs. izolace DNA (500 - 2000 ml),
kvantitativni PCR



PODEKOVANI

PVK, a.s. za velmi vstficnou spolupraci pfi pripravé testovanych vzork( a jejich dodani
do nasi laboratore a dale za finanéni podporu pri reseni této problematiky v roce

2016.
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PCR — CASOVA NAROCNOST

JEDNOTLIVE KROKY PRUMERNA CASOVA NAROCNOST

FILTRACE VZORKU PRES MEMBRANOVY FILTR 10 min
IZOLACE DNA/RNA 60 min
(L PCR 120 min
ELEKTROFOREZA 60 min
1 BARVENI 15 (max 30) min
/] FOTODOKUMENTACE 5 min
\ celkem 4,5 h




PCR — PROVEDITELNOST

" mytus o narocnosti na provedeni

" vétsSinu prace zvlddne laborant/ka

" priklad z klinickych laboratofi

ﬁ

FILTRACE VZORKU
IZOLACE DNA/RNA
sestaveni protokolu
PCR
ELEKTROFOREZA
BARVENI
FOTODOKUMENTACE

vyhodnoceni

laborant/ka
laborant/ka
VS pracovnik
laborant/ka
laborant/ka
laborant/ka
laborant/ka

VS pracovnik



PCR — MOZNE LIMITACE

" cena vyznamneé klesa s rostoucim poctem vzorku
— vhodné zpracovavat vice vzorku najednou
— vyuzitelné pouze ve vétsSich provozech (cena provozu vs. transport vzorku)

" investicni naklady: PCR cykler, PCR box, elektroforeticky systém, transiluminator,
fotodokumentacni zarizeni atd. (cca 280 000 K¢)

" provozni naklady: chemikalie (polymeraza), izola¢ni kit, spotrebni material
(zkumavky, Spicky apod.)

X kultivace také nejsou zadarmo (pldy, misky apod.)



Tab. 4.7: Piehled PCR produktu multiplex PCR u sbirkovych kmenu

kontrolni sbirkove kmeny

PCR produkty

lacZ

nidA

cvd

lacY

Escherichia coli CCM 2024

Escherichia coli CCM 2260

Escherichia coli CCM 3773

Escherichia coli CCM 3880

Escherichia coli CCM 3954

Escherichia coli CCM 3988

Escherichia coli CCM 4225

Escherichia coli CCM 4517

Escherichia coli CCM 4723

Horakova K. (2008) Moznosti izolace a identifikace

hygienicky vyznamnych bakterii ve vodach. Dizertacni

prace, Masarykova univerzita Brno

Escherichia coli CCM 4724

Hufhia alvei CCM 2636

Escherichia coli CCM 4787

Bacillus subtilis ssp. spizizenii CCM 1999

Escherichia coli CCM 5172

Proreus sp. CCM 1799

Shigella sonnei CCM 4421

Staphviococcus aureus CCM 3953

Shigella flexneri CCM 4422

Clostridium perfiingens CCM 4435

Edwardsiella tarda CCM 2238

Salmonella enterica ssp. enferica sérovar Enteritidis CCM 4420

Yersinia enterocolitica CCM 5671

Klebsiella pneumoniae ssp. pneumoniae CCM 5852

Enterobacter cloacae CCM 1903

Klebsiella pneumoniae ssp. pneumoniae CCM 2800

Citrebacter koseri CCM 2535

Klebsiella pneumoniae ssp. pneumoniae CCM 4415

Citrobacter fieundii CCM 7187

Klebsiella pneumoniae ssp. ozaenae CCM 5792T

Khunyvera ascorbata CCM 3669

Klebsiella pneumoniae ssp. rhinoscleromatis CCM 5791T

Serratia marcescens CCM 303

Klebsiella oxytoca CCM 2934

Serraria odorifera CCM 3388

Klebsiella oxvtoca CCM 3565

Rahnella aquatilis CCM 4086

Raoutella planticola CCM 3721T

Pragia fontium CCM 3716

Raoutella planticola CCM 4428

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

Raoutella terrigena CCM 3570

Butiauxella agrestis CCM 4664

Raoutella terricena CCM 3568T

Budvicia aguatica CCM 3714

Morganella morganii ssp. morganii CCM 680

Providencia rettgeri CCM 4504

//

lacZ - sekvence genu kédujiciho B-D-galaktosidazu, widA - sekvence genu kddujiciho B-D-glukuronidazu,
cvd - sekvence genu kodujiciho cytochrom d oxidazu, lacY - sekvence genu kodujiciho galaktosid permeazu,

+ pozitivni vysledek amplifikace, - negativni vysledek amplifikace




GENOTYPOVE METODY VS. KULTIVACE

KULTIVACNI METODY METODY GENOTYPOVE
" detekce pouze kultivovatelnych MO B nezavislé na kultivaci
(cca 1 %)

" na urovni genetické informace
" stresové podminky (napf. chlorace) DNA/RNA

— falesné negativni vysledek it ; 4
— nerizikoveé pro pracovniky

" potreba indikatorovych organism Tt 3 o A
" vetSinou Casove méene narocne



