Uloha 2: Pulzni gelova elektroforéza (PFGE) a izolace bakterialni DNA pro PFGE

Pulzni gelova elektroforéza (PFGE) je elektroforetickd metoda umoznujici na rozdil od klasické elektroforézy
efektivni déleni molekul DNA vétsich nez 15 kb (az do velikosti nékolika Mb).

Pti pulzni elektroforéze se periodicky méni orientace elektrického pole (Obr.1). Molekuly DNA v agardze se
relaxuji pfi odstranéni jednoho pole a zaujimaji uréitou konformaci pfi plsobeni nového pole. Tento proces
reorientace je zavisly na velikosti molekul.

Pti pFipravé vzork( vétsich nez 500 kb je nutné molekuly DNA chranit pfed mechanickym poskozenim (plisobeni
stfiznych sil) a pred nukleolytickou degradaci béhem izolace. Proto se pouZiva specidlni metoda izolace, pfi
které jsou bunky nejprve fixovany v nizkotajici agardze a teprve potom je provadéna lyze a pufifikace DNA (Obr.
2).

Obr. 1: PFGE: elektrické pole se periodicky méni ve tfech smérech (a) smérem od stfedu gelu, (b, c) v dhlu 60°
po obou stranach gelu.
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Obr. 2: Obecné schéma pfipravy vzorktl pro PFGE
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Postup izolace DNA pro PFGE ze stafylokoku kultivovanych v tekutém médiu

Seznam materialu:

Bakterialni kultura inkubovand v 2xYT médiu pti 37°C/18h.

e 37°Cinkubator, vortex.

e Sklenéné 10 ml zkumavky se Sroubovacim uzavérem.

e Vodnilazen predehfata na 55°C.

e SeaKem Gold agardza (Lonza), Pulsed Field Certified Agarose (Bio-Rad)

e TE pufr (10 mM Tris. Cl, 1 mM EDTA, pH 8,0), 0,5M EDTA, promyvaci roztok (10
mM TrisCl, 10 mM EDTA, 10mM EGTA, 1M NaCl, pH 7,5), lyzostafin (0,5
mg/ml), lyza¢ni roztok (6 mM Tris. Cl, 100 mM EDTA, 1 M NacCl, 0,5% Brij 58,
0,2% Na-deoxycholat, 0,5% laurylsarkosin, pH 7,6), deproteinizacni roztok (25
mM EDTA, 20 mM EGTA, 1% laurylsarkosin, pH 9,0), lysozym (50mg/ml),
proteindza K (10 mg/ml)

e Vhodné restrikéni enzymy (pro S. aureus pouzivdame Smal).

e Sterilni deionizovana voda, mikrozkumavky.

Postup:
1. den:

1. Zaockovat kulturu do 20 ml 2x YT média a inkubovat 18 h pfi 37 °C

2. den:
2. Odebrat 10 ml kultury, prfidat 100 ul 0,5 M EDTA a chladit kulturu 10 min. pfi 4 °C.
3. Centrifugovat 10 min. pfi 4 °C a 4000 ot./min.
4. Dvakrat promyt v 5 ml promyvaciho roztoku zchlazeného na ledu.
5. Naredit promyvacim roztokem na hodnotu optické hustoty ODgy = 0,2 — 0,3.
6. Centrifugovat 10 min. pfi 4 °C a 4000 ot./min., slit supernatant a odsat zbytky roztoku, tak, aby
nedoslo k poruseni peletu
7. Sediment resuspendovat ve 100 pl promyvaciho roztoku a prenést do mikrozkumavek.
8. Mikrozkumavky se suspenzi postupné zahrivat 2-3 min. na 55 °C.

9. Pridat 10 ul lyzostafinu (zasobni koncentrace 0,5 mg/ml), ptidat 110 pl 2% agardzy s nizkym bodem
tani (roztok v 50 mM Tris. Cl, 5 mM EDTA, pH 8,0) pfedem vytemperované na 55 °C a promichat
pipetou, aby nevznikly bubliny.

10. Suspenzi prepipetovat po 200 pl do komUrek tvofitka a uloZit na 20-30 min. do lednice.

11. Vzniklé agardézové blocky prenést do lyzani smési, ktera obsahuje 1 ml lyzaéniho roztoku a 20 pl
lyzostafinu (zasobni koncentrace 0,5 mg/ml), a inkubovat je za mirného tfepani ve vodni lazni o
teploté 37 °C pro dobu 2 az 3 hodin.

Pozn.: Lyzacni roztok pripravujeme do sklenénych zkumavek se sroubovacim uzdvérem.
Jednotlivé roztoky ddle jen vyménujeme a s blocky nemanipulujeme.
Pokud nedojde v tomto kroku k projasnéni bloc¢k(, ponechdme lyzovat pres noc pri 4 °C.

12. Lyza¢ni smés vyménit za smés deproteinizacni, ktera obsahuje 1 ml deproteinizaéniho roztoku a 25 pl
proteindzy K (zasobni koncentrace 20 mg/ml), a inkubovat blo¢ky za mirného tfepéni ve vodni lazni
o teploté 55 °C po dobu 12 hodin (roztok vymeénit po Sesti hodinach).
Pozn.: Predem vyhrat ldzeri na 55°C.



3. den:

13.

14.

Bloc¢ky promyt alespori 5x v 10 ml 1x TE pufru pfi 4 °C, TE pufr vyménovat po 1,5 hodinach, pribéiné
chladit na 8 °C.
Blocky Ize po dikladném promyti stépit restrikéni endonukleazou (nejcastéji stépime pres noc).

Pozn.: nenastépené blocky je moiné je skladovat po dobu 1 roku v lednici (TE pufr

vymeériovat jednou za mésic).

v s v

Restrikcni Stépeni (postup)

e  Pro restrik¢ni Stépeni ufizneme z bloc¢ku vzorek o velikosti cca 1x1x5 mm.

e S blocky manipulujeme sterilné pomoci nerezovych Spachtli, které sterilizujeme v etanolu a
naslednym ozihnutim nad plamenem.

e  Blocky fezeme pomoci ostrého skalpelu, nejlépe na sterilni Petriho misce, kterou si miiZzeme
podlozit tmavou podlozkou pro lepsi manipulaci.

e  Vlastni Stépeni:

0 Do mikrozkumavky namichat restrikéni smés (na 1 vzorek: 10 ul 10x restrikéniho pufru, 85 ul vody a
5-10 U restrikéniho enzymu). Inkubujeme pfi poZzadované teploté nékolik hodin nebo pres noc.

4.-5, den:

15. Vlastni provedeni PFGE.

Priprava gelu a nastaveni elektroforézy (pozndmky)

Pfipravit 1,2% agardzovy gel v 1XTAE pufru. Vychladit 2000 ml 1xTAE pufru v elektroforetické vané.
Pfipravit 0,8% low-melting agardzu v 1xTAE pufru vytemperovanou na 45°C pro zaliti blo¢kd do gelu.
Jednotlivé blocky vklddame pomoci nerezové Spachtle do jamek pfipraveného gelu (mezi jednotlivymi
vzorky Spachtli sterilizujeme).
Jamky s blocky zakdpnout pfipravenou 0,8% low-melting agarézou.
Podminky elektroforézy pro rozdéleni Smal fragment chromozomalni DNA S. aureus:

0 Pulzni ¢asy 1 —70s, linearni vzestup

0 Teplota 14°C.

O Napéti6V/cm.

o0 Cascca 24 h. pro gel délky 14 cm.



