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KURS 11.

»Zastosowanie techniki Real Time PCR w analizie ekspresji genow i detekcji

mikroorganizmow”

ZAKRES TEMATYCZNY SZKOLENIA:

Dzienh 1:
Analiza wzglednego poziomu ekspresji gendw metodg ,two-step” z wykorzystaniem barwnika
interkalujgcego SYBR-Green®

Prelekcja - omowienie poszczegdlnych etapdéw eksperymentdw, wprowadzenie do techniki Real
Time PCR

Izolacja RNA materiatu roslinnego przy uzyciu zestawu opartego o ztoza krzemionkowe

Analiza jakosci uzyskanego RNA w denaturujgcym zelu agarozowym

Ocena stezenia uzyskanych preparatéw RNA

Odwrotna transkrypcja

Przygotowywanie krzywych kalibracyjnych do analizy wzglednego poziomu transkrypcji.

Reakcja Real Time PCR wykorzystaniem fluoroforu SYBR-Green® -okreslanie wzglednego
poziomu transkrypcji dwéch gendw badanych oraz dwéch gendéw referencyjnych.

Prelekcja — szczegétowe omodwienie reakcji Real Time PCR —zasada dziatania, typy reakcji ze
wzgledu na system detekcji amplikonu (fluorofor SYBR-Green, sond typu Tagman, Molecular
Beacon, reakcje typu multiplex, analiza HRM).

Dzien 2:
Okreslanie bezwzglednej ilosci kopii czgsteczek RNA metodg ,,one-step” z uzyciem sond Tagman

Reakcja Real Time PCR typu one-step (jednoczesna reakcja odwrotnej transkrypcji i gPCR w jednej
probowce) z wykorzystaniem sond typu Tagman. Reakcja typu ,duplex” — jednoczesne
okreslanie ilosci dwadch transkryptéw w badanych préobkach RNA.

Analiza uzyskanych wynikéw (analiza krzywych topnienia jako sposdb na okreslenie jakosci
powstajgcego produktu PCR, analizy typu absolute quantification, relative quantification, mono-
oraz dual-color).

Analiza statystyczna zmian w poziomie ekspresji badanych transkryptow.

Projektowanie starteréw/sond do reakcji Real Time PCR. Nauka korzystania z dostepnych
programow do projektowania starterow i sond (QuantPrime, OligoArchitect, RealTimeDesignry).

Dzien 3:
Wykrywanie obecnosci bakterii Escherichia coli oraz Legionella pneumophila w prébkach wody

Prelekcja — wprowadzenie do zajec

Izolacja DNA z probek wody przy uzyciu zestawu opartego o ztoza krzemionkowe

Wykonanie reakcji Real Time PCR: wykrywanie obecnosci bakterii Escherichia coli, Legionella
pneumophila oraz Legionella spp.

Prelekcja — wykorzystanie techniki Real Time PCR w diagnostyce

Analiza uzyskanych wynikéw
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Dzien 4:
Wykrywanie bakterii Listeria monocytogenes oraz Salmonella spp. w Zywnosci
« lzolacja DNA z zywnosci przy uzyciu zestawu opartego o ztoza krzemionkowe
« Woykonanie reakcji Real Time PCR: wykrywanie obecnosci bakterii Listeria monocytogenes oraz
Salmonella spp.
o Projektowanie uktadu starteréw/sondy do wykrywania wybranego mikroorganizmu — analiza
bioinformatyczna.
o Analiza uzyskanych wynikéw
o Prelekcja —,Poza Real Time PCR...” — przeglad innych technik stosowanych w diagnostyce
opartej na sekwencji DNA.

Cel szkolenia: Kurs jest potgczeniem kurséw ,Zastosowanie techniki Real Time PCR do detekcji
mikroorganizméw” oraz ,Zastosowanie techniki Real Time PCR w analizie ekspresji gendw”. Jest
szczegdlnie dedykowany osobom, ktdre w krétkim czasie chcg zdobyé gruntowng wiedze na temat
praktycznego stosowania techniki Real Time PCR. Podczas czterodniowego szkolenia uczestnicy nauczg sie
izolowa¢ DNA, RNA, stosowaé technike Real Time PCR do analizy ekspresji gendw i detekgcji
mikroorganizméw, analizowaé uzyskane wyniki oraz projektowa¢ wtasne reakcje. Rdine typy
wykonywanych reakcji (z uzyciem barwnika interkalujgcego SYBR-Green, sond Tagman, reakcji typu
,duplex”, ,one-step”) pozwolg zdoby¢ szerokg wiedze na temat mozliwosci, jakie daje technika Real Time
PCR.

Podczas zajec¢ zostang wykorzystane odczynniki do Real Time PCR firmy Bioline, zestawy do izolacji RNA
i DNA firmy Eur, oraz zestawy diagnostyczne:

AmpliTest Escherichia coli (Real Time PCR)

AmpliTest Legionella pneumophila (Real Time PCR)

AmpliTest Legionella spp. (Real Time PCR)

AmpliTest Listeria monocytogenes (Real Time PCR)

AmpliTest Salmonella spp. (Real Time PCR)

Reakcje Real Time PCR beda wykonywane na aparacie LightCycler 480 firmy Roche.

Cena netto: 2 000,00 zt netto/osoba (max. 4-5 osdb)
Czas trwania: ok. 8 godz. dziennie (8.00-16.00)
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Informacje ogodlne

Miejsce prowadzenia zaje¢:
Wroctawski Park Technologiczny, bud. Delta, ul. Duriska 9, Wroctaw

Cena szkolenia dodatkowo obejmuje:

- Materiaty dydaktyczne w formie papierowej

- Dyskusje w gronie ekspertow

- Przerwy kawowe lub catering w kazdym dniu szkolenia (w zaleznosci od opcji)
- Certyfikat ukoniczenia kursu w jezyku polskim

Zgtoszenia:
Celem rejestracji na szkolenie prosimy o kontakt z Magdaleng Jaskiewicz-Czajka pod numerem telefonu
+48 781-871-602, badz korespondencyjnie na adres email: magdalena.jaskiewicz-czajka@technologpark.pl

Rabaty:
W przypadku zgtoszenia wiekszej ilosci uczestnikow- rabat ustalany jest indywidualnie.

Uwagi:
Istnieje mozliwos¢ ustalenia indywidualnego terminu szkolenia.
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