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Przedmiot: Mikrobiologia
Forma zaj¢¢: éwiczenia
Cwiczenia 67
Molekularne (PCR) metody identyfikacji i roznicowania gatunkowego
mikroorganizmow

Wprowadzenie

Metody oparte na analizie kwas6w nukleinowych naleza obecnie do powszechnie stosowanych
narzedzi umozliwiajacych szybka 1 precyzyjna detekcje oraz identyfikacje grzybow
chorobotworczych dla czlowieka. Dotyczy to zarowno grzybow drozdzopodobnych, jak
i strzgpkowych powodujacych grzybice czy alergie. Duzy problem stanowia grzyby
powodujace zakazenia w przypadku pacjentdw po przeszczepach narzadow, przyjmujacych leki
immunosupresyjne. Leczenie immunosupresyjne predysponuje do rozwoju infekcji
grzybiczych, ktore sa przyczyng nie tylko niepowodzen transplantacyjnych, lecz takze zgonow
wsrod biorcow przeszczepow. Nietypowy obraz kliniczny wywotany immunosupresjg utrudnia
rozpoznanie grzybic. Dlatego tak wazne sg metody pozwalajace na precyzyjng diagnostyke.
Umozliwiaja to badania oparte na technice PCR (Polymerase Chain Reaction).

Celem ¢wiczen jest poznanie mozliwosci identyfikacji grzybow z zastosowaniem techniki PCR
na przykladzie izolatdow rodzaju Fusarium mogacych stanowi¢ zagrozenie dla czltowieka
w przypadku obnizonej odpornosci organizmu.

Aparatura i wyposazenie

Homogenizator do rozdrobnienia materiatu biologicznego, pipety automatyczne, wirdwka
laboratoryjna, wirowko-worteks, worteks, fluorymetr Quantus (Promega), termocykler
(Eppendorf), zestaw do elektroforezy (kuweta, transiluminator, zestaw do archiwizacji danych),
jednorazowe materiaty laboratoryjne, odziez ochronna.
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Cwiczenie 3
1. Zasady BHP w pracowni molekularne;j

Zaznajomienie studentOw z aparaturg, odczynnikami oraz zasadami pracy metodami
opartymi na DNA.

2. Izolacja DNA z probek zawierajacych grzyby potencjalnie chorobotworcze dla czlowieka

Przeprowadzi¢ ekstrakcje DNA przy uzyciu zestawu komercyjnego wtasciwego dla tego typu
materialu. Po rozdrobnieniu przygotowanych probek w homogenizatorze, postgpowac
zgodnie z instrukcja dotaczong do zestawu.

Dokona¢ fluorymetrycznego pomiaru ilo$ci uzyskanego DNA. Odpowiednia ilo§¢ uL DNA
zmiesza¢ z barwnikiem zawieszonym w buforze w probowce o pojemnosci 0,5 mL,
inkubowac¢ 5 min. w ciemnosci, umiesci¢ w urzadzeniu Quantus i na wyswietlaczu odczytaé
wynik pomiaru. W razie potrzeby czg§¢ DNA rozcienczy¢ w ddH>O do st¢zenia roboczego,
czyli 20 ng'uL, wlasciwego do reakcji PCR. Wyizolowane DNA zamrozi¢ w temp. -80°C,
a rozcienczone probki przechowywac do nastgpnych ¢wiczen w temp. -20°C.

Cwiczenie 4
1. Reakcja PCR pod katem obecnos$ci grzybodw rodzaju Fusarium w badanych prébach

Po rozmrozeniu prébek DNA przygotowanych na poprzednich ¢wiczeniach, rozpipetowac
odpowiednig objetos¢ do probowek o pojemnosci 0,2 mL. Na bazie odczynnikow
z komercyjnego zestawu do PCR, po dokonaniu obliczen dotyczacych objetosci 1 stezen,
przygotowa¢ mieszaninge reakcyjng zawierajacag 2xstezony Mix, wodg ultraczysta oraz
rozcienczone do odpowiedniego stezenia startery zaprojektowane do specyficznej detekcji
grzyboéw rodzaju Fusarium w krwi 1 tkankach. Rozpipetowaé odpowiednig objetosé
mieszaniny do probowek z wczesniej umieszczonym w nich DNA. Probowki dokladnie
zworteksowa¢ 1 umies$ci¢ w termocyklerze zaprogramowanym w sposob umozliwiajacy
amplifikacje fragmentow DNA charakterystycznych dla badanego organizmu.

2. Elektroforeza

W trakcie trwania reakcji przygotowac zel do elektroforezy: nawazy¢ agaroze, rozpusci¢
w buforze TBE, po schtodzeniu doda¢ barwnik DNA, wyla¢ do kuwety elektroforetyczne;j
1 umiesci¢ grzebien. Po zakonczeniu reakcji, wyja¢ proboéwki z termocyklera i nanie$¢ ich
zawarto$¢ do kieszonek w zelu agarozowym umieszczonym w kuwecie elektroforetycznej
w buforze TBE. Ustawi¢ napigcie na zasilaczu 1 wlaczy¢ elektroforeze. Po uptywie 1 godziny
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wytaczy¢ zasilacz, przenies¢ zel na transiluminator, zamkna¢ komore 1 obserwowa¢ wynik na

ekranie komputera.

Dokumentacja ¢wiczen

Sprawozdanie z poszczegdlnych etapow analizy i weryfikacja skazenia probek grzybami

rodzaju Fusarium.




