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1. Einleitung – Anwendung in der bakteriologischen Diagnostik

· Polymerasekettenreaktion = Herstellung von Kopien eines DNA-Moleküls durch enzymatische Vervielfältigung einer ausgewählten Sequenz

· DNA-Polymerase: Enzym bei der Synthese von DNA, setzt sog. dNTP (Desoxy-Nukleosidtriphosphate = Monomere) zusammen zu einem DNA-Strang = Polymer

· Voraussetzung ist das Vorhandensein eines DNA-Stranges als Vorlage (Matrize), Beginn der Polymerase-Rkt. am 3‘-Ende des DNA-Stranges zum 5‘-Ende
· In der Polymerasekettenreaktion wird ein kurzer Oligonucleotidstrang benutzt als Primer, hängt sich an den DNA-Strang = Ausgangspunkt für die Synthese des Komplementärstranges durch DNA-Polymerase

-----------

· Bakteriologische Diagnostik: n ach DNA-Isolierung des Bakteriums erfolgt die Klonierung des gewünschten Gen-Abschnitts, theoretisch jedes Bakterium identifizierbar, Beispiele sind E.coli-Gene gyrA und parC, sowie das Penicillin-resistente Gen mecA, vorkommend bei Staph. aureus und Staph. intermedius (pseudintermedius)

-----------

2. Theoretische Grundlagen und Ablauf

Zur Vervielfältigung eines beliebigen DNA-Abschnitts müssen die Sequenzen an den Enden bekannt sein ( Anlagerung von Oligonucleotiden bzw. Primern zur Begrenzung

-----------

Start der PCR erfolgt durch Zugabe des Enzyms Polymerase, sog. Taq-Polymerase = hitzestabil, gewonnen vom Thermus aquaticus, eines thermophilen Bakteriums = Voraussetzung für PCR

Bildung von Komplementärsträngen und Enstehung der ersten DNA-Abschnitte

Nach Inkubation Erhitzen auf 94°C ( Ablösen der neuen Stränge von der Matrize ( 
-----------

Taq-Polymerase ermöglicht zweiten Zyklus der DNA-Synthese

Bestehend aus Denaturierung, Hybridisierung (Annealing) und Synthese (Elongation) ( Wiederholung 25-30mal

Vorschritt Prädenaturierung: meist bei 94°C
Denaturierung: i.d.R. 94°C

Lösen der Basenpaarungen ( Enstehung von DNA-Einzelsträngen ( neue Matrizen

Annealing:i.d.R. 54-56°C

Primer heften sich an Matrize ( wichtigster Schritt ( fehlerbelastet:


Zu hoch: Primer und Matrize bleiben getrennt


Zu niedrig: Entstehung von Fehlpaarungen

Elongation: i.d.R. 72°C

Wirkung der Taq-Polymerase ( Synthese der neuen DNA-Stränge

-----------

Abschluss Endelongation bei 72°C
Aufbewahrung i.d.R. bei 4°C

Gerät:

Sog. Thermocycler

Heizen bzw. Kühlen binnen weniger Sekunden die Proben

Programmierung
-----------

3. Auswertung:

3 Möglichkeiten:
a)      Agarosegelelektrophorese

b)      Quantitative Analyse mittels Real-Time-PCR

c)   Sequenzanalyse

-----------

zu a) 

Teil des PCR-Produktes lässt man in Elektrophorese über Agarosegel laufen
Zum Sichtbarmachen wird Ethidiumbromid verwendet (entweder vorher in Gel oder danach Färbung).

Unter UV-Licht gewünschte Bande(n) sichtbar

Zum Vergleich wird Größenmarker eingesetzt, bestimmte Basenpaarzahl kann abgelesen werden

Immer wird Negativkontrolle mitgeführt (Wasser) und wenn möglich eine Positivkontrolle, wenn Kontrollen nicht in Ordnung, Wiederholung der kompletten Serie

-----------

Zu b)

Während der PCR wird durch Fluoreszenzmessung quantitativ das PCR-Produkt gemessen, wodurch zusätzlich zur qualitativen Analyse die Menge ermittelt werden kann

-----------

Zu c)

Wenn durch die Gelelektrophorese kein nützliches Ergebnis zu Stande kommt wird die Sequenz des PCR-Produktes ermittelt durch erneutes Klonieren mit Reinigung der Einzelstränge ( Genauere Differenzierung möglich 
-----------

4. Beispiele/durchgeführte PCR:

1) Mulitplex-PCR zum Nachweis von St. Aureus, St. Intermedius und MRSA (Protokoll)

Gewinnung der DNA:

1 Kolonie in 50ul Lysostaphin suspendieren, 10min bei 37°C inkubieren, danach Zugabe von 50ul Proteinase K und 150ul TE-Puffer, 20min bei 37°C inkubieren

Deaktivierung der Proteinase K durch Inkubation bei 95°C 5min

5ul der DNA werden zur PCR eingesetzt

Mastermix besteht aus:

7ul Wasser, 2ul MgCL2, 2,5ul PCR-Puffer, 0,6ul dNTPs, 0,2ul Taq-Polymerase, 7,5ul Primer-Mix
+ 5ul DNA

Primermix besteht aus je einen Vorwärts und einem Rückwärtsprimer für Staph. aureus, Staph. intermedius sowie für das MRSA-spezifische Gen mecA

-----------

Nach der Herstellung des Mixes Ablauf der PCR im Thermocycler:

Prädenaturierung 94°C 5min

Denaturierung 94°C 30sek

Annealing 54°C 1min

Elongation 72°C 1min

(25 Zyklen)

Endelongation 72°C 7min

Aufbewahrung bei 4°C

Anschließend lässt man Produkt auf 1,5% Agarosegel 30min bei 100V laufen

Staph. aureus bei 367bp

Staph. intermedius bei 901bp

Penicillin-bindendes Gen bei 533bp

-----------

2) PCR von E.coli auf parC-Gen (spezifisch für E.coli)

Gewinnung der DNA:

Erstellung eines Hitzelysats durch Kochen von Koloniematerial bei 99°C für 10min

Mastermix besteht aus:

40,3ul Wasser, 2ul MgCL2, 5ul Puffer, 0,5ul dNTPs, 0,2ul Taq-Polymerase, 1ul Primermix
+ 1ul DNA
Primermix besteht aus einem Vorwärts- und einem Rückwärtsprimer für parC

-----------

Ablauf der PCR im Thermocycler:

Prädenaturierung 94°C 5min

Denaturierung 94°C 1min

Annealing 55°C 1min

Elongation 72°C 1min

(25 Zyklen)

Endelongation 72°C 5min

Aufbewahrung bei 4°C

Anschließend lässt man Produkt auf 1,5% Agarosegel 30-45min bei 100V laufen

parC-Gen bei 395bp


-----------

5. Fehler

Fehler können zu Stande kommen durch zu viel DNA-Material (verschwommen) bzw. zu wenig (Bande zu dünn)

Temperaturfehler führen zu falschen, unvollständigen Klonierungen

Taq-Polymerase darf nicht zu warm werden, da sonst kaputt

Verunreinigung vermeiden, sonst falsche Produkte möglich
-----------

Arbeitsschutz:

Handschuhe wegen Infektionsgefahr

Ethidiumbromid hochgiftig bei Berührung sowie in Massen die Dämpfe,  neben normalen Handschuhen extra verstärkte nötig, da Ethidiumbr. dort nicht durchdiffundiert

Nicht mit Händen in UV-Licht kommen ( schädlich

-----------

6. Quellen:

· „Gentechnologie für Einsteiger“ Kap. 11, S. 253ff; T.A. Brown, 2. Aufl. 1996 ISBN: 3-87274-0059-7

· PCR-Protokolle der Diagnostischen Abteilung des Instituts für Mikrobiologie und Tierseuchen, FB Veterinärmedizin der FU Berlin

· Gespräche mit Dr. Antina Lübke-Becker, Dr. Birgit Walther, Christel Simon, Birgit Lauzat

· www.wikipedia.de
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