1. Uloha. Pulzni gelova elektroforéza genomové DNA bakterii

Pulzni elektroforéza je elektroforetickd metoda umoziujici na rozdil od klasické
elektroforézy efektivni déleni molekul DNA vétSich nez 50 kb (az do velikosti nékolika Mb).
Pti pulzni elektroforéze se periodicky méni orientace elektrického pole. Pfi pisobeni
elektrického pole se molekuly DNA prodluzuji a zarovnavaji ve sméru elektrického pole a
migruji smérem k anod¢. Bylo zjiSténo, Ze po odstranéni elektrického pole se prodlouzena
molekula DNA vraci nazpét do relaxovan¢ho stavu. Doba této relaxace zavisi na délce
molekuly. Periodické zmény orientace elektrického pole zplsobuji relaxaci a opérné
prodluzovani a zarovnavani molekul podle orientace nového pole.

Princip pulzni elektroforézy je nasledujici: Pii plisobeni prvniho pole se molekula
zarovna ve smeéru tohoto pole a zatne migrovat v gelu. Prvni pole je odstranéno a zacne
pusobit druhé pole. DNA musi zménik konformaci a reorientovat se nez zacne migrovat v
druhém el. poli. Cas nutny pro tuto reorientaci (reorientaéni ¢as) je velmi citlivy na velikosti
molekuly. VétsSim molekuldm trva reorientace déle nez mensim. Zatimco vetsi molekuly se
jesté reorientuji, mensi uZ mohou zacit migrovat gelem. Jestlize doby piisobeni obou
sttidajicich se poli jsou stejné, DNA migruje rovné gelem cik-cak zptisobem.

Pouzivané terminy: Switch interval (pulzni ¢as) - doba po kterou je kazdé ze
stfidajicich se elektrickych poli aktivni. Reorientaéni uhel: thel mezi dvéma stiidajicimi se
poli. Inverzni pole - Uspoiadani pulzni elektroforézy, kdy se stiidaji pole orientovand v
opacném smeéru (reorientacni thel je 180°).

Pouzivané hmotnostni standardy: konkatemery pfipravené z DNA bakteriofaga A
maji obvykle 1 - 20 -mert (ladder); konkatemery z ligovanych plazmidl; chromozémy
Saccharomyces cerevisiae nebo S. pombe

Pii pfiprave vzorkii DNA vétSich nez 500 kb je nutné molekuly chranit jak pied
mechanickym poskozenim (piisobenim stfiznych sil), tak pfed nukleolytickou degradaci
béhem izolace. K tomuto ucelu se pouziva specialni metoda izolace, pfi které jsou buiky
nejprve fixovany v nizkotajici agaroze a teprve potom provadéna lyze a purifikace DNA.

Princip izolace DNA:
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Objekt: Kmeny Staphylococcus aureus:

Postup:
Izolace DNA pro pulzni gelovou elektroforézu (PFGE)
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20 ml 2% YT-media naockovat bakterialni kulturou (z 18 hod. kultury) a inkubovat pti
37 °C do ODy,, = 0,2 (ca. 1-2 hodiny na tfepacce).

Ptidat 200 ul 0,5 M EDTA a kulturu zchladit na 4 °C /10 min.

Centrifugovat pti 3000 min™', 4°C, 15 min, centrifuga K23.

Dvakrat promyt 2 ml promyvaciho roztoku zchlazené¢ho na ledé¢ (10 mM Tris.Cl,
10 mM EDTA, 10 mM EGTA, 1 M NaCl, pH 7,5) a resuspendovat v 200 ul stejného
roztoku.

100 pl bakterialni suspenze zahtat v mikrozkumavcee na 55 °C (2-3 min.), pfidat 7 pul
lyzostafinu ze zéasobniho roztoku 0,5 mg/ml (lyzostafin piidavat pouze k
Staphyloococcus) a smichat se 100 ul 2% low melting point agarose (roztok v 50 mM
Tris.Cl, 5 mM EDTA, pH 8), piedem vytemperované na 55 °C.

Suspenzi rychle ptepipetovat do komirek tvotitka po 200 pl a uloZit na 20 min. pfi
4 °C.

Vzorky prenést do 1 ml lyza¢niho roztoku (6 mM Tris.Cl, 100 mM EDTA, 1 M NaCl,
0,5% Brij 58, 0,2% Na-Deoxycholat, 0,5% Laurylsarkosin, pH 7,6), 500 ug lysozymu
(zdsobni roztok 50mg/ml), 1 pg RNasy (zésobni roztok 10 mg/ml). Inkubovat za
mirného tiepani pii 37 °C na vodni lazni 2-3 hod.

. Lyzatni pufr vyménit za deproteinizacni (25 mM EDTA, 20 mM EGTA,

1% laurylsarkosin, pH 9,0) a ptidat 500 pg proteinasy K (zasobni roztok 10 mg/ml).
Inkubovat 12 hod. pti 55 °C za mirné€ho tfepani.

4 -5 x promyt v 10 ml TE (pH 8,0) pii 4 °C. TE pufr vyméiovat po 2 hodinach (za
mirného tiepani) nebo nechat stat vzdy 24 hod.

Agar6zové vzorky se mohou skladovat 12 mésicti v TE pufru pii 4 °C (1x za mésic
vymeénit) nebo delsi dobu v 0,5 M EDTA pH 8,0.

Restrik¢ni Stépeni velkych fragmenti DNA v agaréze
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Pro restrikéni $tépeni ufiznout ca. 1x1x5 mm blo¢ek a pienést do Eppendorf
zkumavky.

Ptidat 10 pl 10x restrikéniho pufru, 85 pul vody a 5-10 U restriktazy. Inkubovat pii
pozadované teploté ptes noc. Nastépené vzorky se mohou pfimo nanaset na gel.

Priprava gelu a nastaveni elektroforézy

1.

Ptipravit 1,2% agarézovy gel v IXTAE pufru

2. Nanést vzorky naStépené DNA do jamek na gelu a zalit 0,8% low-melting agar6zou v
1% TAE pufru, vytemperovanou na 45 °C.

3. Optimalni podminky pro rozdéleni fragmentli chromozomalni DNA (s CHEF-DRII
zafizenim): Pulzni ¢asy 1 - 90 s, linedrni vzestup; Koncentrace agar6dzy (Lachema)
1,2 %; Teplota 14°C; Napéti 170 V; Doba elektroforézy 28 hod. pro gel délky 14 cm

4. Obarvit gel v roztoku ethidiumbromidu 1 pg/ml 1 - 2 hodiny, odbarvit v dest. vodé a
fotografovat pod UV svétlem 302 nm.

Poznamky:

1. 2x YT médium: Trypton ...16g, Yeast-extrakt ...10g, NaCl ...5g, voda do 1000 ml,
pH 7,0.

2. Laurylsarkosin sterilizovat filtraci, ostatni roztoky sterilizovat autoklavovanim.



Uloha: 1zolace spontannich mutant rezistentnich ke streptomycinu metodou
gradientnich ploten

Princip: Molekularni podstata spontannich a indukovanych mutaci je stejna. Lisi se vSak ve
frekvenci. Frekvence spontdnnich mutaci je podstatné niz§i. Tim se také 1iSi od fenotypové
modifikace, nebot' ta probéhne prakticky soucasné ve vSech buitkédch. Spontanni mutace - rezistence
k antibiotikim probihaji dvéma zplsoby. Bud' se rezistence k antibiotikim vytvareji postupné
v n€kolika stupnich (napf. u penicilinu) nebo hned v prvnim stupni ziskdme mutanty rezistentni
k riznym koncentracim antibiotika.

Upozornéni: ockovani provadeét ve sterilnim prostredi flow-boxu,; pouzity material peclivée roztiidit
a odnést do umyvarny.

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: Prvni den.

1. Z 18 hod. kultury vyrostlé na MPA agaru, odebrat 5 klicek a dikladné€ resuspendovat ve
3 ml MPB. Je nutno vyjit z husté bakterialni suspenze (cca 10° bundk/ml), protoze
frekvence str™ mutantd je velmi nizka.

2. Z takto ptipravené husté kultury provést rozsev ze zfedéni 10, 107, 10® vizdy na 3 plotny
s MPA, pro stanoveni celkového po&tu bungk v cm? (4. titr bungk). Kultivace pii 37 °C/24
hod.

3. Prtipravit gradientni plotny (Obr. 1) se streptomycinem o vyslednych koncentracich: 10, 50,
100 a 500 pg/ml. Pro ptipravu zasobniho roztoku rozpustit 0,5 g krystalického
streptomycinu v 5 ml sterilni destilované vody (ptfidavat do roztavené MPA pudy o teploté
max 55 °C).

Obr. 1 ( Priprava gradientnich ploten

MPA 13 ml/PVC misky
\ 15 ml/ sklenéné
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e

MPA nechat ztuhnout pfi laboratorni teploté

{ MPA + streptomycin

— _ 13 mI/PVC misky
— 15 ml/ sklenéné

4. Provést rozsevy po 0,1 ml na gradientni plotny (vzdy 3 plotny od ptislusné koncentrace, viz
obr. 2) a peclivé rozetiit hokejkou po celé plose.




Obr. 2
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5. Naockované plotny inkubovat dnem vzhiru pii 37 °C /24 hod

Druhy den.

Jednotlivé kolonie za linii kompaktniho naristu pfenést do mikrozkumavek s 0,5 ml MPB.
Preockovat na plotny s riiznymi koncentracemi streptomycinu (5, 10, 25, 50, 100 a 500 pg/ml)
formou prouzkli (viz obr. 3). Pfiprava ploten: Do zndmého objemu roztaveného MPA a
vytemperované¢ho na max. 55 °C pfidat vami vypocitané mnozstvi zasobniho roztoku streptomycinu
tak, aby bylo dosazeno pozadované vysledné koncentrace.

Obr. 3.

Gradientni plotna

MPA + streptomycin

1 prouzek = 1 kolonie
resuspendovand
> v 0,5 ml MPB

37 °C /24 hod
Tieti den.

Z vysledki stanovit nejvyssi koncentraci, ke které je kmen rezistentni a urcit frekvenci mutaci k
jednotlivym koncentracim streptomycinu.

Vypocet frekvence mutant: F = titr mutant / titr bunék

Vypracovat protokol a odevzdat vyucujicimu. Protokol bude obsahovat: Nazev tlohy; Objekt;
Princip metody strucné; Vysledky (titry bungk, titr mutant....Zaver (hodnoceni a diskuze o
vysledcich).



3. uloha. Fluktuaé€ni test na rezistenci ke streptomycinu a stanoveni muta€ni
rychlosti

Fluktua¢ni test slouzi k tomu, abychom bezpecné rozlisili, zda pod vlivem wvnéjSich
zménénych podminek dosSlo k fyziologické adaptaci nebo zda nova vlastnost bunck je
vysledkem spontdnni mutace. Nechame-li rast paraleln¢ v nékolika zkumavkéach stejné
mnozstvi inokula bakterialniho kmene napf. citlivého ke streptomycinu po nékolik bunéénych
generaci a pak vysejeme na plotny se streptomycinem, dostaneme vysledky:

a) Slo-li o fyziologickou adaptaci (kterd je moznd az ve styku s faktorem, ktery ji vyvolava)
pak se vyskyt rezistentnich kolonii na jednotlivych plotnach ¥idi Poissonovou distribuci a s°=
X ax <A

b) Slo-li o spontanni mutace (které vznikaly 1 v dobé mimo styk se streptomycinem) pak se
vyskyt rezistentnich kolonii nefidi Poissonovou distribuci, z &ehoz plyne s’>>x a *> x’...
Mutacni rychlost udava pravdépodobnost, ze bunka bude za urcitou dobu v ur¢itém znaku
mutovat. Udava se napt. jako pravdépodobnost na 1 buiiku a 1 generaci.

Objekt: Staphylococcus aureus HS 1160 Str®, Staphylococcus aureus 8511 Str’,
Staphylococcus aureus ISP8 Str®

Ukol: Dokazte, zda vznikla rezistence ke streptomycinu je vysledkem spontanni mutace nebo
fyziologické adaptace. V ptipad¢, Ze se jednd o spontanni mutaci, stanovte mutacni rychlost.

Schema postupu:
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titr po inkubaci.




4. Uloha. Konjugace kmenu Escherichia coli Hfr a F

Konjugace je proces, pii kterém je DNA prenasena z donorové bunky do recipientni v
dasledku kontaktu bunck a vytvofeni konjugacniho mustku. Uskute¢néni konjugace lze
dokazat vznikem rekombinantii, které nemohly vzniknout jinak, nez rekombinaci mezi
genomem donorového a recipientniho kmene. Konjugace u E. coli je zavisla na pfitomnosti a
stavu F faktoru. F je plazmid (94,5 kb), ktery se mlize autonomné replikovat v buiice nebo
integrovat do hostitelského chromozému. Podle stavu F faktoru se oznacuji prislusné kmeny:

Oznaceni Stav F faktoru Vlastnosti

F- F faktor neni pfitomen v Vhodny recipient béhem konjugace.
buiice

F’ F faktor je pfitomen v Miize byt ptrenaSen konjugaci do recipientni
cytoplazmé bunky; pfenos chromozomadlnich genli miize

zprostiedkovat pii velmi nizké frekvenci.

F' F faktor nese segment Muze byt pfendSen spolu s asociovanym
bakteridlniho bakteridlnim segmentem chromozému; mize
chromozému zprostiedkovat  pfenos  chromozomalnich

genti pii stfedni frekvenci v duasledku
integrace do chromozomu v homologickych
oblastech

Hfr F faktor je integrovan do Muze prenaset chromozomalni znaky pfi
bakterialniho vysoké frekvenci (od pevného bodu na
chromozému chromozému, ktery je charakteristicky pro

kazdy Hfr)

Objekt:

Donor: Escherichia coli HfrH Reich ~ tre" leu’ pro” ade” thi str®

Recipient: Escherichia coli F 28R801 tre” leu pro” ade” thi str'

Do recipientnich bunék prechazi segment tre” leu” pro” ade’ thi.
Marker str ziistadva v endogenotu.

Postup:

1. Piiprava mladych kultur donorového a recipientniho kmene: Naockovat 1 klicku do
20 ml PNS média a inkubovat pii 37 °C 18 hodin (do log. faze riistu).

2. Smichat kultury donorového a recipientniho kmene v poméru 1 : 1 (5 ml + 5 ml) a
inkubovat za aerace (pfi Setrném michani na vodni l4zni) pfi teploté 37 °C 3 hodiny.

3. Soucasné¢ stanovit titr donorového kmene HfrH rozsevem na plotny MPA ve zifedéni
102, 10°, 107, vzdy po 3 plotnach.

4. Presvédcit se, ze ani kmen HfrH ani F ~ nerostou na selektivni piid€. Kontrolu provést
vysevem po 0,1 ml kultury zfedéné 10" na 3 plotny MA + streptomycin 100 pg/ml +
thiamin 5 pg/ml. Redéni provadét ve fyziologickém roztoku!

5. Po 3 hodinach inkubace vyset nefedénou smés na selektivni pidu po 0,1 a 0,2 ml
(vzdy po 3 plotnach).

6. Hodnoceni pokusu: vyjadriit frekvenci rekombinantii na pocet bunék Hfr.



Zivné pudy:

PNS bujon  ptda pro konjugaci

glukoza lg
Bacto beef extract 1,5¢g
Yeast extrakt I5¢g
pepton S5¢g
NaCl 35¢g
K,HPO, 3,68 ¢
KH,PO, 1,32 ¢
H,O dest. 1000 ml

pH 7,2 (upravit 10M NaOH)
autoklavovat 20 min. /121 °C

MPA masopeptonovy agar (kompletni ptida)
MA minimalni agar:
slozka A 1,5% vodni agar, pH 7,2
slozka B (4% koncentrovany roztok soli)
NH,CI 20g
NH,NO, 4¢g
Na,SO, 8g
K,HPO, 12¢g
KH,PO, 4¢g
H,O dest. 1000 ml
MgSO,- 7TH,0 1,6 ml z 1M zasobniho roztoku sterilné piidat
po autoklavovani
slozka C 20% glukoza - ptidat 1ml na 100 ml MA
slozka D streptomycin - pfidat do konecné koncentrace100 pg/ml ze zdsobniho

roztoku 100 mg/ml

slozka E thiamin pfidat do konecné koncentrace 5 pg/ml ze zasobniho roztoku
50 mg/ml

Pti ptipravé MA smichat slozky B (1 dil) + C + D + E, vytemperovat na 45 °C a
smichat se slozkou A (3 dily).



Priprava minimalniho agaru na konjugaci

SLOZKA A vodni agar 180 ml

vytemperovatna 47 °C

SLOZKA B roztok soli 60 ml

vytemperovatna 47 °C

SLOZKA C glukéza 2,5 ml
SLOZKA D streptomycin 100 ug/ ml
SLOZKA E thiamin 5 ug/ mi



KONJUGACE

Kontrpla na MA + str + thi
10 redit ve fyziol. rozt. Kontrpla na MA + str + thi
1 plotna (0,1 ml) 10 fedit ve fyziol. rozt.
1 plotna (0,1 ml)

SN 2

E. coli HfrH Reich E. coli F- 28R801
/ 5 ml 5 ml
T| rna LBA
10 , 10 10

po 3 plotnéch (po 0,1 ml)

—
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KONJUGACE
37 °C/ 3 hod / Setrné trepat
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Vysev na MA + str + thi
neredéné
3 plotny (0,1 ml) + 3 plotny (0,2 ml)
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