Instrukcja ¢wiczen ,Diagnostyka molekularna” dla IV roku Analityki Medycznej

GrUPA..ccoreereerernssnsseesessnessssanssssssssness Wroctaw,

Imie i nazwisko studenta: Imie i nazwisko prowadzacego:

Cwiczenie nr 3.

Detekcja genow opornosci na ampicyline- elektroforeza i analiza produktow
PCR

Izotermalna amplifikacja DNA-detekcja Mycoplasma przy uzyciu zestawu
firmy Vazyme.

Odczynniki:

Bufor Green (6x stez.)

Marker DNA Perfect 100-1000bp

1% zel agarozowy w buforze TBE lub TAE
Bufor do elektroforezy MycoBlue Buffer
MycoBlueEnzyme

Positive Control

Woda (DEPC)- wolna od nukleaz

Sprzet:

Miniwiréwka

Aparat do elektroforezy DNA z zasilaczem
Transiluminator

Termocykler lub termoblok

Zadanie 1. Elektroforeza produktow PCR z ¢wiczenia 2

Odebrac¢ wtasne probowki z produktami PCR z pokoju przygotowawczego
Probdéwki zwirowac i naktadac¢ na dotki w zelu agarozowym. Pamietaé, aby do pierwszego dotka
natozy¢ marker dtugosci fragmentow DNA (drabinka DNA). Elektroforeze prowadzi¢ przez 45-60
min przy 80-100V.

3. Po elektroforezie zel umiesci¢ na lampie UV (transiluminator). Wyniki przedstawic¢ graficznie

ponizej na schemacie |/
1 2 3

Marker DNA Perfect 100-
1000bp

Probka PCR

Prébka NC
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Szacunkowa wielkoS$¢ Produktu WYNOSHa.......c.cviiriiieieee ettt e
Analizowane plazmidowe DNA zawierato/nie zawierato gen opornosci na ampicyline (skresl btedne).

Opornosé na ampicyline bakterie nabywajg dzi€Ki........covveeeeveeecereececcceeeeeee e (wpisz nazwe genu),

(e Te (] To1= <{o B =Y o AV o o FOU OSSO , odpowiadajacy za

1. Przepisac opis probéwki z medium hodowlanym:.......c.ccoeveieiccecicicininecece e
Przygotowad sterylng probdéwke o objetosci 0,2 ml i podpisad.
Do probdéwki doda¢ 12 pl MycoBlue, a nastepnie 0,5 pl MycoBlue Enzyme (zgodnie z tabelg
ponizej). Sktadniki doktadnie wymieszaé przez pipetowanie.

4. Do probowki dodac 1 ul przygotowanego medium z hodowli, doktadnie wymieszac przez
pipetowanie i zwirowad tak, aby cato$¢ roztworu znalazta sie na dnie probdwki.

5. Woyznaczone przez prowadzacych zespoty zamiast proby badanej przygotujg probe z kontrolg
negatywng i pozytywna zgodnie z tabelg ponize;j.

6. Probowke umiesci¢ w termocyklerze i prowadzié reakcje w 60°C przez 1 godzine.
(UWAGA: Reakcje mozna prowadzi¢ w termobloku, pamietajgc o doborze probdwek
odpowiadajgcych wielkosciowo uzywanemu blokowi oraz co bardzo wazne, nakropic olej
parafinowy na powierzchnie mieszaniny reakcyjnej, aby przeciwdziata¢ parowaniu roztworu)

7. Pordownac zabarwienie mieszaniny reakcyjnej z kontrolg negatywna i pozytywng, po czym
zanotowac wyniki.

Odczynnik Prébka badana Kontrola negatywna | Kontrola pozytywna
MycoBlue Buffer 12 pl 12 ul 12 ul

MycoBlue Enzyme 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul

Medium z hodowli 1ul - -

Positive control - - 1ul

Woda (DEPC) - 1ul -

Wyniki analizy:

Barwa kontroli pozytywnej
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Barwa kontroli Nnegatywnej.......ccveeeeveececcecese e,

Barwa roztworu Po reakcji.....cccceeereerereerecceeese e Swiadczy, ze w prébce znajdowato sie/ nie
znajdowato sie* DNA Mykoplazmy.

Zastosowany test na Mykoplazme wykrywa ............. rodzajow Mycoplasma, bez/z * ich r6znicowaniem.
(* wtasciwe podkreslic)

Uzupetnij tabele poréwnujqcq technike PCR z izotermalnq amplifikacjq

Jakosciowy PCR Izotermalna amplifikacja

Bezposrednia detekcja czgsteczek
(bez dodatkowych reakcji)

Enzym (nazwa i aktywnosc)

llos¢ starterow

Koniecznos¢ uzycia termocyklera

dNTPs

Temperatura (zmienna/stata)

Wymagana denaturacja matrycy

Koniecznosé¢ stosowania
elektroforezy

llos¢ produktow

Produkty o zdefiniowanej ilosci

Uzycie jako metody detekcji

Uzycie produktow do dalszych
analiz, klonowania,
sekwencjonowania

Mozliwos¢ skrécenia czasu reakcji

Mozliwos¢ uzycia poza
laboratorium

Mozliwos¢ automatyzacji
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