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Úloha: Izolace spontánních mutant rezistentních ke streptomycinu metodou 
gradientních ploten 

 
Princip: Molekulární podstata spontánních a indukovaných mutací je stejná. Liší se však ve 
frekvenci. Frekvence spontánních mutací je podstatně nižší. Tím se také liší od fenotypové 
modifikace, nebot' ta proběhne prakticky současně ve všech buňkách. Spontánní mutace - rezistence 
k antibiotikům probíhají dvěma způsoby. Bud' se rezistence k antibiotikům vytvářejí postupně  
v několika stupních (např. u penicilinu) nebo hned v prvním stupni získáme mutanty rezistentní  
k různým koncentracím antibiotika.  
 

Upozornění: očkování provádět ve sterilním prostředí  flow-boxu; použitý materiál pečlivě roztřídit  
                     a odnést do umývárny. 
 
Objekt: Kmeny Staphylococcus aureus  citlivé ke streptomycinu: kmeny  S.a .8511-A; 
               S.a. 8511-B; S.a. ISP- A;  S.a. ISP- B.  
 
 
Postup: První den.  
 

1. Z 18 hod. kultury vyrostlé na MPA agaru, odebrat 5 kliček a důkladně resuspendovat ve 
3 ml MPB. Je nutno vyjít z husté bakteriální suspenze (cca 109 buněk/ml), protože  
frekvence strR mutantů   je velmi nízká. 

2. Z takto připravené husté kultury provést rozsev ze zředění 10-6, 10-7, 10-8 vždy na 3 plotny 
s MPA, pro stanovení celkového počtu buněk v cm3 (tj. titr buněk). Kultivace při 37 °C/24 
hod. 

3. Připravit gradientní plotny (Obr. 1) se streptomycinem o výsledných koncentracích: 10, 50, 
100 a 500 µg/ml. Pro přípravu zásobního roztoku rozpustit 0,5 g krystalického 
streptomycinu v 5 ml sterilní destilované vody (přidávat do roztavené MPA půdy o teplotě 
max 55 oC). 

 
 

 

Obr. 1 

 
 
 
 

4. Provést rozsevy po 0,1 ml na gradientní plotny (vždy 3 plotny od příslušné koncentrace, viz 
obr. 2) a pečlivě rozetřít hokejkou po celé ploše. 



 
Obr. 2 

 
5. Naočkované plotny inkubovat dnem vzhůru při 37 oC /24 hod  

 
Druhý  den. 
 
Jednotlivé kolonie za linií kompaktního nárůstu přenést do mikrozkumavek s 0,5 ml MPB. 
Přeočkovat na plotny s různými koncentracemi streptomycinu (5, 10, 25, 50, 100 a 500  µg/ml) 
formou proužků (viz obr. 3).  Příprava ploten: Do známého objemu roztaveného MPA a 
vytemperovaného na max. 55 °C přidat vámi vypočítané množství zásobního roztoku streptomycinu 
tak, aby bylo dosaženo požadované výsledné koncentrace. 
 
Obr. 3. 
                    Gradientní plotna 

 

 

37 oC /24

MPA + streptomycin  
 

1 proužek = 1 kolonie 
resuspendovaná 
v 0,5 ml MPB 

Kompaktní 
nárůst 

 
 
 Třetí den.                 
 
Z výsledků stanovit nejvyšší koncentraci, ke které je kmen rezistentní a určit frek
jednotlivým koncentracím streptomycinu. 
 
Výpočet frekvence mutant: F = titr mutant / titr buněk 
 
Vypracovat protokol a odevzdat vyučujícímu. Protokol bude obsahovat: Název úl
Princip metody stručně; Výsledky (titry buněk, titr mutant….Závěr (hodnocení a 
výsledcích). 
 hod 

venci mutací k 

ohy; Objekt; 
diskuze o 
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Příprava minimálního agaru na konjugaci

SLOŽKA A vodní agar    180 ml

SLOŽKA B roztok solí 60 ml

SLOŽKA C glukóza 2,5 ml
SLOŽKA D             streptomycin  100 g/ ml
SLOŽKA E             thiamin 5 g/ ml

vytemperovat na 47 °C

vytemperovat na 47 °C

{

B

A

1.

2.



E. coli HfrH Reich E. coli F- 28R801

5 ml5 ml

KONJUGACE
37 °C / 3 hod / šetrně třepat

KONJUGACE

Kontrola na MA + str + thi
10

-1
ředit ve fyziol. rozt.

1 plotna (0,1 ml)

Kontrola na MA + str + thi
10

-1
ředit ve fyziol. rozt.

1 plotna (0,1 ml)

Titr na LBA
10

-5
, 10

-6
, 10

-7

po 3 plotnách (po 0,1 ml)

Výsev na MA + str + thi
neředěné

3 plotny (0,1 ml) + 3 plotny (0,2 ml)




