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Ghid de izolare si caracterizare a
bacteriofagilor

Acest ghid ofera un protocol complet si standardizat pentru izolarea, purificarea si caracterizarea
genomica a bacteriofagilor din probe de mediu, specifici microorganismelor multirezistente (eX.
Klebsiella pneumoniae)

Fiecare etapa include detalii privind formularea reactivilor, conditiile de incubare si durata
experimentelor. Manualul integreaza metode clasice de microbiologie si tehnici moderne utilizate
n cercetarea bacteriofagilor.

1. Introducere si Scop

Bacteriofagii (fagii) sunt virusuri care infecteaza selectiv bacteriile, prezentand un tropism
determinat de structura receptorilor de la suprafata gazdei bacteriene.

Din perspectiva ciclului biologic, fagii sunt impartiti in doua categorii majore:

e Fagii litici (virulenti) urmeaza ciclul litic, in care bacteriile infectate sunt rapid lizate.
Aceastd categorie este utilizata in terapia fagica.

e Fagii temperati urmeaza ciclul lizogenic, integrand materialul genetic viral in genomul
bacterian gazda. Acestia pot transfera gene de rezistentd la antibiotice sau factori de
virulenta intre bacterii, ceea ce 1i face inadecvati pentru utilizare terapeutica.

Scopul acestui protocol este izolarea exclusiva a fagilor litici, cu potential de utilizare n terapia
fagicd si in programele de supraveghere a rezistentei antimicrobiene.

Nivel de biosigurantd recomandat: BSL-2 pentru materiale de mediu/clinice si gazde bacteriene
tinta.
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2. lzolarea bacteriofagilor
2.1 Materiale necesare
Solutii de baza

e Tampon SM (SM buffer) pentru stocarea fagilor: 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM NacCl,
10 mM MgSOs4, 0,01% gelatina.

e Glicerol
e Optional: CaCl. si MgSOa

Medii de cultura
e LB (Luria—Bertani) broth, LB broth dublu concentrat, LB top agar (TA), LB agar.
e Agar bacteriologic: 1,5% pentru stratul de baza, 0,5-0,7% pentru stratul superior (TA).

Echipamente si Consumabile
e Hota de siguranta biologica (clasa II).
e Incubator cu agitare (30-37 °C, 160-180 rpm).
e Centrifuga cu racire (pana la 10.000 x g).
o Filtre sterile 0,45 um si 0,22 pm (PES).
e Tuburi sterile (15/50 mL), pipete si varfuri sterile.
e Placi sterile de microtitrare de 96 godeuri.
e Spectrofotometru (ODsoo).

2.2  Colectarea probelor de apa
Obiectiv: maximizarea recuperdrii fagilor viabili. Durata: 30-90 min.

Colectare

e Se alege o sursa unde gazda bacteriand este abundentd (ex. apele uzate ale unitatilor
sanitare sau statiilor de epurare).

e Se colecteaza 50-500 mL lichid, in recipiente sterile, pastrate la 4 °C.
e Se proceseaza in mai putin de 6 ore.
e Pentru stocare temporara: 4 °C <24 ore; pentru termen lung: —80 °C.

Reducerea incarcaturii bacteriene:

e Se centrifugheaza proba de apa la 4.500 rpm pentru 10 min la 4 °C pentru a sedimenta
particulele grosiere.
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Supernatantul se filtreaza ulterior prin filtre sterile PES de 0,45 pum pentru indepartarea
suplimentara a bacteriilor.

Imbogitirea Fagilor

Principiu: incubarea probei de mediu impreund cu tulpina bacteriana tinta pentru a favoriza
multiplicarea fagilor specifici. Durata: 18-24 h.

Se amestecd 15 mL proba filtrata cu 15 mL LB broth dublu concentrat si 10 pL cultura
gazda pregatita dintr-o cultura overnight.

Se adauga optional CaCl: (1-5 mM) si MgSOa (10 mM) pentru a favoriza adsorbtia fagilor.
Se incubeaza la 30-37 °C, 160-180 rpm, timp de 18-24 h.

Dupa incubare, se centrifugheaza (4.500 rpm, 10 min, 4 °C) si se filtreaza prin filtre PES
sterile de 0,22 um.

2.4  Testul de liza pe strat Dublu agar (Spot assay)
Principiu: detectarea zonelor de lizd produse de bacteriofagi. Durata: 18-24 h.

2.5

Se efectueaza dilutiile seriate 10’1077 ale filtratului obtinut anterior in placi sterile de
microtitrare de 96 de godeuri.

Se toarnad 15 mL LB-agar 1,5% (stratul de baza) in placi Petri (@ 90 mm).
Se pregateste agar moale (TA, 0,5-0,7%), mentinut la 45 °C pentru a preveni solidificarea.

Se adauga 400 pL culturd bacteriand la 4 mL TA topit, se omogenizeazad si se toarna
uniform peste stratul de baza.

Se lasd 10 min pentru solidificare.
Se aplica 10 pL din fiecare dilutie pe suprafata celor 2 staturi de agar.
Se incubeaza la 30-37 °C timp de 18-24 h.

Interpretarea placilor de liza

Placile de liza bine delimitate si transparente sunt, de obicei, asociate cu fagi predominant litici, in
timp ce placile tulburi pot sugera prezenta unor fagi temperati. Confirmarea naturii strict litice
necesitd caracterizare genomica ulterioara, pentru excluderea genelor asociate cu lizogenia,
virulenta sau rezistenta antimicrobiana.

3. Purificarea

Obiectiv: obtinerea unui lizat fagic pur. Durata: 2—4 zile.
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Se amestecd 10 mL LB cu 200 pL cultura gazda (provenita din cultura overnight) si se
incubeaza la 37 °C, 160 rpm, pana la atingerea unui ODsoo = 0,5-0,7.

Se selecteaza placi de liza izolate, bine delimitate si clare, obtinute n pasul anterior prin
tehnica stratului dublu de agar.

Se recolteaza materialul cu un varf de pipeta steril (200 pL sau 1.000 pL) si se inoculeaza
in amestecul de LB si cultura gazda.

Se incubeaza la 37 °C, 160 rpm, timp de 4-5 h, pentru multiplicare fagilor.
Apoi cultura se centrifugheaza la 4.500 rpm, timp de 10 minute, la 4 °C

Supernatantul se filtreaza printr-un filtru steril de 0,22 um pentru obtinerea lizatul fagic
purificat.

Din lizatul fagic obtinut se realizeaza dilutii seriate 10-'—1077, care sunt testate din nou prin
metoda stratului dublu de agar pentru verificarea puritatii.

Se repeta procedura de purificare de cel putin 3 ori pentru 0 purificare completa.

Lizatul fagic final este ideal sd atingd o concentratie cuprinsd intre 10® si 10'° PFU/mL, pentru o
stabilitate bund, reproductibilitate experimentald si utilizarea ulterioara in experimente de
caracterizare, testare a spectrului de gazda sau stocare pe termen lung.

3.1  Calculul concentratiei fagilor PFU/mL (Unitati Formatoare de Placi)

3.2

Se foloseste urmatoarea formula de calcul:

Numarul de placi de liza

Ti PF L) =
itrul (PFU/mL) Factorul de dilutie X Volumul insamantat

Pentru factorul de dilutie, se considera ultima dilutie care prezinta > 30 placi distincte de
liza.
Volumul inoculat: 10 pl = 0,01 mL.

Conservare fagilor

Pe termen scurt (< 3 luni): 4 °C 1n LB lichid sau tampon SM.
Pe termen lung: —80 °C in SM buffer + 10% glicerina

4. Caracterizarea genomica a fagilor

Izolarea ADN-ului fagic
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Protocol adap-t;;“dupﬁ Norgen Phage DNA Isolation Kit, Insert P146800-9
Principiu:

Izolarea ADN-ului reprezinta etapa esentiala in caracterizarea genomica a bacteriofagilor. Kitul
Norgen utilizeaza cromatografie pe coloana (spin-column) si permite purificarea rapidd a ADN-
ului total, fara utilizarea fenolului, cloroformului sau a gradientului de CsCI.

Materiale necesare:

Reactiv Volum / Cantitate
Lysis Buffer B 40 mL

Wash Solution A 38 mL

Elution Buffer B 8 mL

Coloane Spin 50

Tuburi de colectare 50

Tuburi de elutie (1,7 mL) 50

Consumabile si echipamente:

e Microcentrifugd

e Bloc termic sau baie de apa la 65 °C

e Etanol 96-100%

e lzopropanol

e Proteinase K (20 mg/mL) — optional

e DNase | — recomandat pentru eliminarea ADN-ului bacterian
e Tuburi sterile de 5 mL sau 15 mL

Specificatii Kit

Capacitate de legare a coloanei 50 pg

Volum maxim de incarcare pe coloana | 650 pl

Marimea ADN-ului purificat Toate dimensiunile

Cantitate maxima de material de pornire | 1 x 10'° PFU/mL fagi imbogatiti

Randament mediu* 3-15 ug ADN din 1010 PFU/mL fagi imbogatiti
Timp pentru 10 purificari 45 minute

Recomandari generale

e Toate solutiile toate solutiile utilizate sunt aduse la temperatura camerei inainte de
Tnceperea procedurii.

e Wash Solution A se pregateste prin adaugarea a 90 mL etanol 96-100% (volum final 128
mL).
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e Se preincalzeste un bloc termic la 65 °C.
e Cantitatea maxima de lizat fagic: 1 mL lizat fagic cu pana la 1 x 10" PFU.
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e Concentratia minima recomandatd pentru un randament bun: > 108 PFU/mL.

A. Protocolul de extractie a ADN-ului
e Transferati 1 mL lizat fagic (>10® PFU/mL) intr-un tub de 5-15 mL
Tratament optional (recomandat) cu DNase I pentru a elimina ADN-ul liber al gazdei:

a. Adaugati 10 pl DNase I (=20 unitati)
b. Incubati 15 min la temperatura camerei
c. Urmat de inactivarea cu DNase | 5 min la 75 °C

e Adaugati 500 pl Lysis Buffer B, vortexati 10 secunde.
Pas optional pentru cresterea randamentului: adaugati 4 pl Proteinase K (20
mg/mL) si incubati la 55°C, 30 minute.

e Incubati la 65 °C timp de 15 minute
e Adaugati 320 pl izopropanol, vortex scurt pentru omogenizare.

B. Fixarea ADN-ului pe coloana de purificare

e Atasati coloana pe tubul de colectare

e Incircati pana la 650 pl din lizatul obtinut

e Centrifugati 1 min la 6.000 x g (~8.000 rpm)

e Aruncati eluatul si reatasati coloana

e Repetati pana ce Intregul volum de lizate a fost procesat

C. Spalarea coloanei

e Adaugati 400 pul Wash Solution A, centrifugati 1 min la 6.000 x g
e Aruncati fluxul si repetati aceeasi procedura de inca doua ori (in total 3 spalari)
e Uscati complet matricea coloanei prin centrifugare 2 min la 14.000 x g

D. Elutia ADN-ului

e Transferati coloana intr-un tub nou de 1,7 mL
e Adaugati 75 ul Elution Buffer B
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e Centrifugati 1 min la 6.000 x g
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Elutie optionald: 0 a doua elutie Intr-un tub separat poate creste randamentul cu 20-30%.

E. Stocarea ADN-ului

e Stocare pe termen scurt: —20 °C
e Stocare pe termen lung: —70/-80 °C

4.2  Cuantificarea materialului genetic

Protocol adaptat dupa instructiunile producitorului pentru Kitul: Qubit™ dsDNA HS

Principiul metodei

Fluorimetrul Qubit 2.0 este un instrument dedicat determinarii cantitative a ADN-ului, ARN-ului
si proteinelor, bazat pe metode fluorimetrice cu sensibilitate si precizie ridicate. Aparatul utilizeaza
coloranti specifici pentru ADN, ARN si proteine, astfel incat influenta potentialilor contaminanti
din proba asupra rezultatului de cuantificare este minimizata.

Determinarea acizilor nucleici prin aceasta abordare este semnificativ mai exactd decat
spectroscopia UV-VIS, deoarece colorantii fluorescenti se leaga selectiv de biomoleculele de
interes. Pentru cuantificarea ADN-ului bacterian extras din probe de fecale sau sputa se utilizeaza
kitul Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (interval de concentratie ADN 1in proba: 0,005-120 ng/pL).

Protocol Qubit

Pentru masuratori se folosesc tuburi de 0,5 mL, transparente si cu pereti subtiri, de tip Qubit™
Assay Tubes sau Axygen PCR-05-C.

e Se vor pregiti doud tuburi destinate standardelor (S1 si S2) si cite un tub separat pentru
fiecare proba.

e Reactivul de lucru se obtine prin diluarea Qubit™ dsDNA HS Reagent in Qubit™ dsDNA
HS Buffer in raport 1:200, conform tabelului de mai jos:

Reactiv Volum per proba
Qubit™ dsDNA HS Reagent | 1 pl

Qubit™ dsDNA HS Buffer | 199 pl

Total 200 pl
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. Reactlvul de lucru obtinut, standardele si probele se pipeteaza conform tabelului:

Reactiv Volum Standarde | Volum Probe
Reactiv de lucru | 190 pl 180-199 pl
Standard 10 ul -

Proba - 1-20 pl

Total 200 pl 200 pl

e Toate tuburile se vortexeaza timp de 2—3 secunde.
e Se lasd la incubat la intuneric, la temperatura camerei, pentru aproximativ 2 minute.

e Tuburile cu standarde se introduc 1n fluorimetru si se efectueaza citirile de calibrare.

e Ulterior se introduc tuburile care contin probele si se realizeazd masuratorile pentru acestea

4.3  Secventierea long-read nanopore

Protocol adaptat dupa kitul Rapid Barcoding 24 respectiv 96 V14 (SQK-RBK114.24 or

SQK-RBK114.96)

A. Pregitirea librariei de secventiere

e Se seteaza termociclul astfel: 30 °C pentru 2 minute, urmate de 80 °C pentru 2 minute.
e Componentele kitului se lasa sa ajunga la temperatura camerei, apoi se centrifugheaza scurt
si se amesteca prin pipetare, conform tabelului:

. Dezgheata la Centrifugheaza Amesteca bine prin
Reactiv temperatura . !
: scurt pipetare sus-jos
camerei
Rapid Barcodes
(RB01-24) or Rapid .
Barcode Plate (RB01- Nu este inghetat v v
96)
Rapid Adapter (RA) Nu este inghetat v v
AMPure XP Beads _ Amesteca prin
v v pipetare/vortexare Tnainte
(AXP) '
de utilizare
Elution Buffer (EB) v v v
Adapter Buffer (ADB) v v Amesteca prin vortexare

e ADN-ul se pregateste in apa fard nucleaze:
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a. Transferati 200 ng de ADN genomic per proba in tuburi PCR cu pereti
subtiri de 0,2 ml sau intr-o placd PCR Eppendorf twin.tec® 96 LoBind.

b. Se ajusteaza volumul fiecarei probe la 10 pl cu apa fara nucleaza.

C. Amestecati continutul tuburilor prin pipetare de 10-15 ori

d. Centrifugati scurt

In tuburile PCR de 0,2 mL sau in placa twin.tec® se adauga:

Reactiv \VVolum per proba
ADN genomic (200 ng, de la pasul anterior) 10 pl
Rapid Barcodes (RB01-24 or RB01-96, céate unul/proba) 1.5l
Total 115 ul

Se verificd omogenizarea prin pipetare si se centrifugheaza scurt.

Se incuba la 30 °C timp de 2 minute, apoi la 80 °C timp de 2 minute, dupa care tuburile
sau placa se asaza pe gheata pentru racire.

Se centrifugheaza scurt pentru a colecta continutul la baza tuburilor.

Toate probele marcate cu coduri de bare se combina intr-un tub Eppendorf DNA LoBind
curat de 2 mL, iar volumul total se noteaza:

Numir probe | 1 probi | 4 probe | 12 probe | 24 probe | 48 probe | 96 probe

Volum total | 11.5ul | 46l 138 pl 276 pl 552 pul | 1,104 pl

AMPure XP Beads (AXP) se resuspenda prin vortexare.
Se adauga un volum egal de AMPure XP la esantionul total cu cod de bare, amestecand
prin agitarea tubului:

1 4 12 24 48 96

Numar probe proba | probe | probe probe probe probe

Volum AMPure XP Beads

11.5ul | 46 pl 138 pl 276 pl 552 pl | 1,000 pl

(AXP)

Tubul se plaseaza pe un mixer rotator (Hula mixer) pentru 10 minute la temperatura
camerei.

Se pregatesc cel putin 2 mL etanol 80% proaspat in apa fara nucleaze.

Amestecul se centrifugheaza scurt si se pune pe un stativ magnetic; supranatantul se
indeparteaza prin pipetare.

Fara a disloca peleta, se spald cu 1 mL etanol 80% proaspat, apoi etanolul se indeparteaza
complet.

Aceasta spalare se repetd o a doua oara.

Se centrifugheaza scurt si tubul se asaza din nou pe magnet.

Urmele de etanol se aspirda cu atentie, iar peleta se lasa la uscat ~30 secunde, evitand
uscarea excesiva.
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. Tubul se 1ndeparteaza de pe magnet si peleta se resuspenda in tampon de elutie (EB),
folosind 15 pL EB pentru 24 coduri de bare:

Numar probe 24 barcodes | 48 barcodes | 72 barcodes | 96 barcodes
VVolum Elution Buffer (EB) 15 ul 30 pl 45 pl 60 pl

e Se lasa la incubat 10 minute la temperatura camerei.

e Tubul se asaza din nou pe stativul magnetic pana cand eluatul devine clar si incolor (cel
putin 1 minut).

e Intregul volum de eluat se transfera intr-un tub curat de 1,5 mL Eppendorf DNA LoBind.

Punct de control

e Se cuantifica 1 pL din eluat cu fluorimetrul Qubit.
e Se transfera 11 pL din proba intr-un alt tub Eppendorf DNA LoBind de 1,5 mL.
e Intr-un tub nou de 1,5 mL se dilueazi adaptorul rapid (RA) astfel:

Reactiv Volum

Rapid Adapter (RA) 1.5l

Adapter Buffer (ADB) 3.5ul
Total 5 ul

e Din aceasta dilutie se adaugd 1 pL RA la solutia de ADN cu cod de bare.
e Tubul se amesteca delicat prin inversare si se centrifugheaza scurt.
e Amestecul se incubd 5 minute la temperatura camerei.

SFARSITUL ETAPEI

Libraria obtinuta este gata pentru incarcarea in celula de flux. Pand la incarcare, se pdstreaza pe
gheata.
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. Amorsarea si inciarcarea minion flow cell

Sequencing Buffer (SB), Library Beads (LIB), Flow Cell Tether (FCT) si Flow Cell Flush
(FCF) se lasa la temperatura camerei pentru dezghetare, apoi se amesteca prin vortexare,
se centrifugheaza scurt si se pastreaza pe gheata.

Pentru amestecul de amorsare al celulei de flux, cu Bovine Serum Albumin (BSA), se
combina urmatoarele intr-un tub de 1,5 mL Eppendorf DNA LoBind si se amesteca prin
rasturnare:

Reactiv Volum
Flow Cell Flush (FCF) 1,170 pl
Bovine Serum Albumin (BSA) at 50 mg/ml 5 ul
Flow Cell Tether (FCT) 30 pl
Total 1,205 pl

Capacului dispozitivului MinlON se deschide, iar celula de flux se gliseaza sub clema,
asigurandu-se prin apasare ferma contactul termic si electric.
Portul de amorsare se deschide prin glisarea capacului in sensul acelor de ceasornic.
Dupa deschiderea portului, se verifica prezenta unei mici bule de aer sub capac; aceasta se
elimina retrdgand un mic volum:

a. Pipeta P1000 se seteaza la 200 pL.

b. Varful se introduce in orificiul de amorsare.

C. Volumul se ajusteaza la 220-230 pL pentru a retrage ~20-30 pL sau pana cand

un mic volum de tampon intra in varf.
Nota: se verifica vizual ca matricea de senzori sa fie complet acoperita cu solutie.

Se incarcd 800 pL din amestecul de amorsare in celula de flux prin portul de amorsare,
evitand formarea de bule. Se lasa in repaus 5 minute.

Tntre timp, continutul Library Beads (LIB) se amesteca bine prin pipetare.

Pentru pregatirea amestecului final de incarcare, intr-un tub Eppendorf DNA LoBind de
1,5 mL se adauga:

Reactiv Volum
Sequencing Buffer (SB) 37.5 ul
Library Beads (LIB) omogenizat imediat Thainte de utilizare 25.5
sau Library Solution (LIS), in cazul in care se foloseste '
DNA library 12 pl
Total 75 ul

Pentru finalizarea amorsarii:
a. Capacului portului SpotON se ridica usor pentru a avea acces la portul de
esantionare.
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b. Se incarca 200 uL din amestecul de amorsare in portul de amorsare (nu in
SpotON), evitand bulele de aer.

Libraria se amesteca usor prin pipetare imediat inainte de incarcare.

Cei 75 pL de librarie se aplica treptat, ,,picatura cu picatura”, in portul SpotON, avand grija
ca fiecare picatura sa fie absorbita complet inainte de a o adauga pe urmatoarea.

La final, capacul portului SpotON se inchide cu grija, precum si portul de amorsare.
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. Spﬁlaré; ﬁlinion flow cell

Tubul cu Wash Mix (WMX) se pastreaza pe gheata, fara vortexare.

Un tub de Wash Diluent (DIL) se lasa la temperatura camerei pentru dezghetare.
Continutul DIL se omogenizeaza prin vortex, se centrifugheaza scurt si se pune pe gheata.
Tntr-un tub Eppendorf DNA LoBind de 1,5 mL se pregiteste amestecul de spalare:

Reactiv Volum
Wash Mix (WMX) 2 ul
Wash Diluent (DIL) 398 pl

Total 400 pl

Amestecul se omogenizeaza prin pipetare si se pastreaza pe gheata, fara vortexare.

Tn MinKNOW se opreste sau se pune pe pauzi rularea de secventiere, lasand celula
conectata in dispozitiv.

Solutia reziduala se Indeparteaza astfel:

a. Portul de amorsare si capacul SpotON se Inchid.

b. pipeta P1000 se introduce in portul de deseuri 1 si se aspira lichidul rezidual.

Nota: fiind ambele porturi inchise, lichidul nu trebuie sa paraseasca zona matricei

de senzori.

Portul de amorsare se redeschide prin glisarea capacului in sensul acelor de ceasornic.
Dupa deschiderea orificiului de amorsare, verificati daca exista o micad buld de aer sub
capac.

Trageti napoi un volum mic pentru a indeparta orice bule:

a. Setati o pipeta P1000 la 200 pl.

b. Introduceti varful in orificiul de amorsare a celulei.

c. Rotiti roata pana cand cadranul aratd 220-230 pl sau pana cand puteti vedea un

volum mic de tampon/lichid care intrad in varful pipetei.

Nota: Verificati vizual dacd matricea de senzori este acoperita complet cu solutie.
Incarcati incet 200 pl de amestec de spilare a celulei (pregatit anterior) in orificiul de
amorsare, dupa cum urmeaza:

a. Folosind o pipeta P1000, luati 200 pl de amestec de spélare

b. Introduceti varful pipetei in orificiul de amorsare, asigurandu-va ca nu exista

bule n varf

c. Rasuciti Incet roata pipetei in jos pentru a Incdrca celula sau impingeti pistonul

n jos foarte incet, lasand un volum mic de tampon in varful pipetei.

d. Setati un cronometru pentru o incubatie de 5 minute
Odata ce incubatia de 5 minute este finalizatd, incarcati cu grija restul de 200 pl din
amestecul de spalare a celulei de curgere pregitit in orificiul de amorsare, dupa cum
urmeaza:

a. Folosind o pipeta P1000, luati restul de 200 pl din amestecul de spélare
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b. Introduceti varful pipetei in orificiul de amorsare, asigurandu-va ca nu exista
bule Tn varf

c. Rasuciti Incet roata pipetei in jos pentru a Incdrca celula sau impingeti pistonul

in jos foarte incet, lasand un volum mic de tampon in varful pipetei.

e Inchideti portul de amorsare si asteptati 1 ora.
e Indepirtati solutia de deseuri, dupa cum urmeaz:
a. Asigurati-va ca portul de amorsare si capacele portului de proba SpotON sunt
nchise,
b. Introduceti o pipeta P1000 in orificiul de deseuri 1 si scoateti solutia reziduala

. STOCAREA MINION FLOW CELL PENTRU UTILIZARE ULTERIOARA
Dezghetati un tub de tampon de stocare (S) la temperatura camerei.
Se amesteca bine continutul prin pipetare si se centrifugheaza scurta
Glisati capacul portului de amorsare a celulei in sensul acelor de ceasornic pentru a se
deschide.
e Dupa deschiderea orificiului de amorsare, verificati daca existd o micd buld de aer sub
capac. Trageti inapoi un volum mic pentru a indeparta orice bule:
a. Setati o pipeta P1000 la 200 pl.
b. Introduceti varful in orificiul de amorsare a celulei
c. Rotiti roata pana cand cadranul arata 220-230 pl sau pand cand puteti vedea un
volum mic de tampon/lichid care intrad in varful pipetei.
Nota: Verificati vizual dacd matricea de senzori este acoperita complet cu solutie.

e o o (W)

e Adaugati incet 500 pl de tampon de stocare (S) prin orificiul de amorsare a celulei.
e Inchideti portul de amorsare.

o Indepartati tot lichidul din canalul de deseuri prin orificiul de deseuri 1 folosind o pipeta
P1000.
e Celula de flux se poate stoca la 4-8 °C pentru utilizari ulterioare.

E. RULAREA SECVENTIERII

MinKNOW gestioneaza toate dispozitivele de secventiere Oxford Nanopore, inclusiv achizitia
datelor, analiza in timp real, basecalling-ul si transmiterea (streamingul) datelor.

MinlON Mk1B si MinlON Mk1D
MinION Mk1B si MinlON Mk1D sunt dispozitive portabile pentru analiza ADN-ului sau ARN-

ului. Modelul MkID reprezinta o versiune imbunatatita a Mk1B, cu o disipare termicd mai
eficientd, ceea ce creste performanta de secventiere si permite analize de mare acuratete intr-0
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varietate mai mare de conditii. Ambele dispozitive sunt compatibile cu celule de flux MinION,
adaptor Flongle si celule Flongle. Ele se conecteaza la un computer si sunt controlate prin software-
ul MinKNOW, care coordoneazad functionarea dispozitivului si a celulelor, colecteaza datele de
secventiere si efectueaza basecalling.

Descircati si instalati software-ul MinKNOW

e Se descarca software-ul MinKNOW corespunzator pentru MinlON Mk1B/D.Configurati
MinIlON Mk1B/Mk1D cu un computer gazda

Configurarea MinlON cu un computer gazda

e Dispozitivul se conecteaza la computer prin cablul USB furnizat, conform instructiunilor
din manualul utilizatorului.

Conectarea la MinKNOW

Faceti dublu clic pe pictograma MinKNOW de pe desktop.

Faceti clic pe Conectati-va cu contul dvs.

Introduceti adresa de e-mail si parola Nanopore.

Managerul de conexiuni se va deschide, iar dispozitivul va fi cardul din coltul din stanga
Sus.

e Faceti clic pe cardul Dispozitivul meu pentru a-l accesa si controla.

Verificarea celulei de flux

Tnainte de fiecare experiment se efectueazi o verificare a celulei de flux pentru a evalua numarul
de pori activi:

e Deschideti dispozitivul si glisati celula de flux sub clemd. Apasati ferm pe celula de
curgere. Pentru Flongle, glisati adaptorul Flongle sub clema si introduceti o celula de flux
Flongle.

e Navigati la pagina Start si faceti clic pe Verificare celula flux.

e  MinKNOW va recunoaste tipul si ID-urile celulei de flux MinlON. Nota: Pentru Flongle,
completati manual ID-ul celulei de flux.

e Faceti clic pe Start si va incepe verificarea celulei de flux.

Configurati o executie de secventiere

Amorsati si Incarcati celula de flux cu ADN sau ARN urméand un protocol de pregatire a bibliotecii
si configurati o secventiere, dupa cum urmeaza:
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Navigati la pagina Start si faceti clic pe Start Sequencing.

In fila Pozitii, completati numele experimentului, ID-ul esantionului si selectati tipul de
celuld de flux. Faceti clic pe Continuati la selectia kitului. Nota: Pentru Flongle, completati
manual 1D-ul celulei de flux.

Selectati kitul si orice extensie (extensii) utilizatd pentru a pregati biblioteca. Faceti clic pe
Continuare pentru a rula optiunile.

Specificati lungimea de secventiere si lungimea minimad de citire sau pastrati setdrile
implicite. Faceti clic pe Continuati analiza.

Alegeti modelul basecaller si selectati orice optiuni de cod de bare si aliniere disponibile
sau pastrati setarile implicite. Faceti clic pe Continuare pentru a iesi.

Specificati locatia, formatul si optiunile de filtrare a datelor de iesire sau pastrati setarile
implicite. Faceti clic pe Continuati la revizuirea finala.

Faceti clic pe Start.



