Uloha: Stanoveni poétu kopii plazmidi (plasmid copy number - PCN) v buiice
pomoci QPCR

Cilem této ulohy bude stanovit pocet kopii penicilindzového plazmidu u Staphylococcus aureus
(PUSA300HOUMR-like) na bakteriadlni buriku pomoci QPCR.

Absolutni kvantifikaci stanovime pocet kopii genu blaZ, tetK lokalizovaného na plazmidu a
bakteridlniho genu SAU lokalizovaného v jedné kopii na bakteridlnim chromozomu. Presny pocet
plazmidd na buriku (PCN) stanovime podle vztahu:

_ velikost chromozomalni DNA [bp] x mnoZstvi plazmidové DNA [pg]
~ velikost plazmidové DNA [bp] X mnozstvi chromozoméalni DNA [pg]

PCN

Presny postup: nastudujte samostatné z ¢lank
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Material:

o Celogenomova bakteridalni DNA pro pripravu kalibracni primky, desitkové redéni od 100 ng
do 0,1 pg (1. Skupina). Kvantifikace bakteridlniho genu SAU lokalizovaného na bakteridlnim
chromozomu.

e Plazmidova DNA pro pripravu kalibraéni pfimky, desitkové fedéni od 100 ng do 0,1 pg (2.
skupina). Kvantifikace plazmidového genu blaZ nebo tetK v zavislosti na typu
kvantifikovaného plazmidu (pT181 nebo pUSA300-HOUMR-like).

e DNA neznamych vzorkd.

e LightCycler® 480 SYBR Green | Master (protokol na strankach vyrobce https://pim-
eservices.roche.com/LifeScience/Document/c5c29b3a-97ed-e311-98a1-00215a9b0ba8)

e RT-PCR grade water

Pro gPCR je pouZivan pfistroj znacky Roche — Light Cycler 480 II. VSechny reakce jsou pfipravovany v
triplikdtech v optickych 96-jamkovych destickach. Reakéni smés je pfipravovana v objemu 10 pl a
obsahuje 5 pl 2x konc. Master Mix (Roche), primery o vysledné koncentraci 300 uM, pfislusSnou DNA
v celkovém objemu 1,25 pl.

Standardni fada pro gPCR je pfipravena 10-ti nasobnym fedénim plazmidové a celogenomové DNA.
Standardni fedici fady jsou idedlné pripravovany ze zasobnich vzork( celogenomové DNA a jsou
skladovany pfi -20°C.


https://pim-eservices.roche.com/LifeScience/Document/c5c29b3a-97ed-e311-98a1-00215a9b0ba8
https://pim-eservices.roche.com/LifeScience/Document/c5c29b3a-97ed-e311-98a1-00215a9b0ba8

Postup:

1. lzolace plazmidové a celogenomové DNA pro pfipravu kalibraéni pfimky. Izolace
celogenomové DNA neznamych vzork( (transduktant).
2. Pfiprava kalibraénich rad:
o  TfirGizné kalibracni primky:

I. skupina (Tab.l):

- kalibracni pfimka z celogenomové bakteridlni DNA (kmen Jevons B) pro stanoveni
poctu kopii genu SAU, fedéni ptipravit v koncentracich: 100 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg,

10 pg,1pga0,1pg

- kalibracni pfimka bude mit celkem sedm datovych bod( a kazdé fedéni bude
pipetovano na 96-jamkovou desticku v triplikatu (pf. 100 ng — jamky A1-A3) —z
dlivod( stanoveni priimérné hodnoty C, a standardni odchylky.

Il. skupina (Tab.lIl):

- kalibracni pfimka z plazmidové bakterialni DNA (kmen Jevons B) pro stanoveni
poctu kopii genu blaz, fedéni pripravit v koncentracich: 30 ng, 3 ng, 0,3 ng, 30 pg,
3pg, 0,3 pga0,03pg

- kalibracni pfimka bude mit celkem sedm datovych bod(l a kazdé redéni bude
pipetovano na 96-jamkovou desticku v triplikatu (pr. 30 ng — jamky A1-A3) — z dGvod
stanoveni primérné hodnoty C;a standardni odchylky.

lll. skupina (Tab.lll):

- kalibracni pfimka z plazmidové bakterialni DNA (kmen Jevons B) pro stanoveni
poctu kopii genu tetK, fedéni pfipravit v koncentracich: 30 ng, 3 ng, 0,3 ng, 30 pg,
3 pg, 0,3 pga0,03pg

- kalibrac¢ni pfimka bude mit celkem sedm datovych bod( a kazdé fedéni bude
pipetovano na 96-jamkovou desticku v triplikatu (pt. 30 ng — jamky A1-A3) — z dlivod(
stanoveni primérné hodnoty C;a standardni odchylky.

Pozndmka: Pracovat idedlIné ve trech skupindch, kaZdad skupina pfipravi jednu mastermix a jednu
kalibracni primku. Skupina | a Il napipetuje jednu desticku dohromady, skupina Ill (gen tetK)
napipetuje desticku zvldst.



3. Pripravit Master Mix:

Objem [ul]
Master Mix
1x X
SYBR Green | Master 5
Primer R (5uM) 0,75
Primer F (5uM) 0,75
PCR voda 2,25
DNA 1,25
Celkem 10

4. Do jamek na 96 jamkové desticce pipetovat 8,75 ul takto pripraveného mastermixu
(triplikaty viz Tab. I, Il a 1l1).

5. Do jamek dle Tab. I, Il a lll napipetovat DNA kalibracni pfimky a nezndmych vzorkd (1,25
ul/jamka). Pracovat rychle, reagencie chladime na ledu, desti¢ku nevystavujeme zbyteéné
dlouho pfimému svétlu.

6. Do jamek oznacdenych jako ,,non template” pipetujeme pouze vodu — slouzi jako negativni
kontrola.

7. Provést QPCR, po skonceni béhu stanovit Treshold a jednotlivé C,

Pozndmka: V tabulce IV vidite vzorové vysledky, koncentrace DNA jsou prepocitdny na log hodnoty, je
tfeba téZ zapocitat objem DNA, ktery ddvdte do reakce. Graf | ukazuje, jak by mél vypadat findIni
vystup v protokolu.



Program reakce:

. Inicia¢ni denaturacni krok : 95°C/10 min.
II.95°C/15 s
40x
. 60°C/45 s
IV. disocia¢ni krok: 95°C/15 s; 60°C/60 s; 95°C/15 s; 60°C/15 s

8. Vypodcitat ucinnost PCR z grafu: hodnoty log. fedéni vs. priimérné hodnoty C,, zjistit E, E%,
R?, smérnici primky (k) — vzor viz Tab. Ill, Graf .

Dle vzorcu:

Vypocet efektivity reakce (E)
y=ax+b; kde a=k

Smérnice (k)= -Log (E+1)
E=10"*

E[%]= (E-1)x100

Stanoveni PCN - vypocty do protokolu
Z dat uvedenych v pdf souborech, které exportujete po dokonceni reakce:

1. Vytvorte graf zavislosti log koncentrace na Cp standardu a neznamych vzorkt

- proloZte datové body regresni pfimkou a vypocitejte rovnici pfimky a R® pro oba béhy
(kvantifikace genu blaZ nebo tetK a genu SAU) do jednoho grafu

- vypocitejte a uvedte efektivitu obou béhi v %
- zdGvodnéte proc€ je hodnota E mensi ptipadné vétsi nez 100%
- srovnejte svoje vypocty s vysledky uvedenymi v pdf souborech

2. Vypocitejte hodnoty PCN pro oba nezndamé vzorky podle vztahu uvedeného v zadani tlohy




Tabulka I: Priprava kalibrac¢ni primKky pro gen SAU

celogenomova
DNA Jevons B

celogenomova
DNA

Kalibracni pfimka pro primery SAU1 a SAU2 (300 nM, 300 nM)

pocet
vzorkl

Mast
er
Mix

F
primer

R
primer

PCR
voda

ul

Forwar Reverse
Master d . Koncentrace 3 PCR Konecny
Wells . . primer Templat .
Mix primer SuM DNA voda objem
5pM H
Al1-A3 5 0,75 0,75 100 ng 1,25 2,25 10
A4-A6 5 0,75 0,75 10 ng 1,25 2,25 10
A7-A9 5 0,75 0,75 1ng 1,25 2,25 10
A10-A12 5 0,75 0,75 0,1 ng 1,25 2,25 10
B1-B3 5 0,75 0,75 0,01 ng 1,25 2,25 10
B4-B6 5 0,75 0,75 0,001 ng 1,25 2,25 10
B7-B9 5 0,75 0,75 0,0001 ng 1,25 2,25 10
Forward .
Master . Reverse Koncentrace p PCR Koneény
Vzorek Wells . primer . Templat .
Mix primer 5pM DNA voda objem
5uM
Transdukta | Cc1-C3 5 0,75 0,75 10 ng 1,25 2,25 10
Transdukta | c4-ce 5 0,75 0,75 1ng 1,25 2,25 10
Transdukta | c7-c9 5 0,75 0,75 10 ng 1,25 2,25 10
Transdukta | C10-C12 5 0,75 0,75 1ng 1,25 2,25 10
Bez tem. D1-D3 5 0,75 0,75 - 0 3,5 10




Tabulka II: Priprava kalibrac¢ni primKky pro gen blaZ

Tabulka Il:

plazmidova DNA S. aureus Jevons B

celogenomova DNA z transduktant
(blaz)

Kalibracni pfimka pro primery blaZ-F a blaz-R (300 nM, 300 nM)

Wells Ml\z;lsi:(er F:r"(“” ’:_‘;:::f Kon(l:)e’:\;race Templét P(;R KO;‘-‘ENV Ezséteiz poéet° Mas.ter .F .R PCR
:"5':‘“: 5uM voda objem pFepotet vzorkd Mix primer | primer | voda
D4-Dé6 5 0,75 | 0,75 30 ng 1,25 2,25 10
D7-D9 5 0,75 | 0,75 3ng 1,25 2,25 10
D10-D12 5 0,75 | 0,75 0,3ng 1,25 2,25 10
E1-E3 5 0,75 | 0,75 0,03 ng 1,25 2,25 10
E4-E6 5 0,75 | 0,75 0,003 ng 1,25 2,25 10
E7-E9 5 0,75 | 0,75 | 0,0003 ng 1,25 2,25 10
E10-E12 5 0,75 | 0,75 0,00003 1,25 2,25 10
Vzorek Wells M:rSt F::iv:‘aerrd f(everse Koncentrace Templat PCR Kon'eénv
Mix SuM primer 5pM DNA voda objem
Transduktanta | F1-F3 5 0,75 0,75 10 ng 1,25 | 2,25 10
Transduktanta | F4-F6 5 0,75 0,75 1ng 1,25 2,25 10
Transduktanta | F7-F9 5 0,75 0,75 10 ng 1,25 2,25 10
Transduktanta | F10-F12 5 0,75 0,75 1ng 1,25 2,25 10
Bez tem. G1-G3 5 0,75 0,75 - 0 3,5 10




z

Tabulka III: Priprava kalibracni primKky pro gen tetK (na zvlastni desticku)

Tabulka lll:

plazmidova DNA S. aureus Jevons B

celogenomova DNA z transduktant
(tetK)

Kalibracni pfimka pro primery tetK-F a tetk-R (300 nM, 300 nM)

Wells Ml\z;ls.ter F:;‘;’\Zr:‘ ’:_‘;:::f Koncentrace Templét PCR Kon.eénv Ezséteiz poéet° Mas.ter .F .R PCR
ix 5uM SuM DNA voda objem pFepotet vzorkd Mix primer | primer | voda
Al1-A3 5 0,75 0,75 30 ng 1,25 2,25 10
A4-A6 5 0,75 0,75 3ng 1,25 2,25 10
A7-A9 5 0,75 0,75 0,3ng 1,25 2,25 10
A10-A12 5 0,75 0,75 0,03 ng 1,25 2,25 10
B1-B3 5 0,75 0,75 | 0,003 ng 1,25 2,25 10
B4-B6 5 0,75 0,75 | 0,0003 ng 1,25 2,25 10
B7-B9 5 0,75 0,75 0,00003 1,25 2,25 10
Viorek | wate | o | | Revte | M| o | Ko
Transduktanta |C1-C3 | 5 0,75 0,75 10ng | 1,25 | 225 | 10
Transduktanta | C4-cé6 5 0,75 0,75 1ng 1,25 2,25 10
Transduktanta | c7-c9 5 0,75 0,75 10 ng 1,25 2,25 10
Transduktanta | C10- 5 0,75 0,75 1ng 1,25 2,25 10
Bez tem. D1-D3 5 0,75 0,75 - 0 3,5 10




Tab. IV: Predpokladany vysledek (vzor)

genomova genomova
genomova DNA DNA
DNA Tr.COL Tr.COL Tr.COL Efektivita
blaz 1 2 3 4 5 6 124 ng 12,4 ng 1,24 ng Efektivita %
Qty (pg/ul) 14000 1400 140 14 1,4 0,14 403000 96200 10400 1,951651 95
log Qty 4,146 3,146 2,146 1,146 0,146 -0,8539 5,605 4,983 4,017
Ct (prumer) 13,5308 17,168 20,6172 24,2799 27,5558 30,6694 8,7016 10,8138 14,1348
StDev +/- 0,0898 0,1136 0,0741 0,0594 0,1389 0,3111 0,2667 0,0629 0,0612
genomova genomova
genomova | DNA DNA genomova genomova genomova Efektivita
DNA Tr.COL | Tr.COL Tr.COL DNA COL DNA COL DNA COL Efektivita reakce
mecA 1 2 3 4 5 6 124 ng 12,4 ng 1,24 ng 109 ng 10,9 ng 1,09 ng reakce (%)
Qty (pg/ul) 29700 2970 297 29,7 2,97 0,297 103000 14100 927 126000 20700 2610 1,914186 91%
log Qty 4,473 3,473 2,473 1,473 0,473 -0,527 5,013 4,149 2,967 5,100 4,316 3,417
Ct (prumer) 13,049 16,444 20,02 23,754 27 30,793 11,108 14,128 18,367 10,772 13,542 16,722
StDev +/- 0,041 0,043 0,043 0,119 0,166 0,138 0,333 0,012 0,328 0,2 0,141 0,046
Grafl:
Plasmid copy number in bacterial cell
35 4 « plasmid DNA- gene blaZ
A genomic DNA - gene mecA
&\ —— Regression line of genomic DNA (gene mecA)
25 1 —— Regression line of plasmid DNA (gene blaz)
20 -
Ct y = -3,5463x + 28,839
15 A R? = 0,9997
| y = -3,4435x + 27,971
10 R? = 0,9992
5 -
2 -1 0 1 2 3 4 5
log c [pg]







