Uloha: Izolace spontannich mutant rezistentnich ke streptomycinu metodou
gradientnich ploten

Teorie a zahajeni pokusu: Molekularni podstata spontdnnich 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 souc¢asné ve vSech bunkach. Spontanni mutace
- rezistence k antibiotikim probihaji dvéma zplsoby. Bud' se rezistence k antibiotikim vytvareji
postupné v nékolika stupnich (napf. u penicilinu) nebo hned v prvnim stupni ziskdme mutanty
rezistentni k riznym koncentracim antibiotika. Takto se vytvaii rezistence k tetracyklinu.

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. aureus dle vybéru,
kazda skupina ma sviij kmen.

Postup: Prvni den.

1. Z 18 hod. kultury vyrostlé na MPA agaru, odebrat 5 kli¢ek a resuspendovat ve 3 ml MPB. Je
nutno vyjit z husté bakterialni suspenze (cca 10° bungk/ml), protoZe frekvence str® mutantt
je velmi nizka.

2. Z takto pripravené husté kultury provést rozsev ze ztedéni 10, 107, 10® vzdy na 3 plotny,
pro stanoveni celkového poétu bunék v em’ (1. titr bunék). Kultivace pti 37 °C/20 hod.

3. Pripravit gradientni plotny se streptomycinem o vyslednych koncentracich: 10, 50, 100 a
500 pg/ml. Pro ptipravu zdsobniho roztoku rozpustit 0,3 g krystalického streptomycinu ve 3
ml sterilni destilované vody (pfidavat do roztavené MPA puidy o teploté max 55 °C).

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

5. Naockované plotny inkubovat dnem vzhiiru pii 37 °C /24 hod

18 hod kultura S. aureus Str°
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U kmentl bakterii vybranych do pokusu je tfeba provést test citlivosti k antibiotiku.

Z ptipravené suspenze kmene odebrat 0,1 ml a vyockovat pies 0,7% soft MPA (45 °C) na plotnu
s 1,5% MPA. Po utuhnuti vyképnout antibiotikum (10, 50, 100 a 500 pg/ml) na povrch agarové
plotny, a po vsaknuti kultivovat pti 37 °C/20 hod.

Druhy den.
Stanovit titr bunék ve vychozi suspenzi
Vyhodnotit test citlivosti kmene k antibiotiku

Rozhodnout o dal$im pokracovani pokusu dle nartistu ,,mutant®.

Jednotlivé kolonie za linii kompaktniho nartstu ptedstavuji domnélé mutanty (viz obr. 1).
Dle nartstu je tfeba rozhodnout, zda je nutno prodlouzit kultivaci o dalsi den.

Pokradovani pokusu se bude rozhodovat dle narustu mutant.

Ukonceni pokusu.

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

Vypocet mutacniho indexu (frekvence) mutant: F = titr mutant : titr bun¢k

Vypracovat protokol: protokol obsahuje fotografickou dokumentaci vysledkt pokusu



Material na 1 skupinu.

Na inokulum dvou kmenti 2 misky s 2% MPA — ockuje se kfizovym roztérem den
pred zahajenim pokusu

Kmeny: dle vybéru vyucujicim

3 dny pted pokusem vyset ze zmrazenych konzerv na Petri misky a ovéfit schopnosti
rustu.

MPB: na fedéni: 20 ml MPB
Na prouzkovani: 20 ml MPB
Na suspenzi mutant: 3 ml MPB
MPA: Na titr bunék SAU: 300 ml MPA

MPA na gradientni plotny: 160 ml na podkladovou vrstvu

4 x 50 ml MPA (zvlast v Erlenkéch) na 4 rtizné koncentrace streptomycinu
Navazka STRE 0,3 g antibiotika. Rozpousti se az tésné pied pouzitim ve ve 3 ml
sterilni destil. vodé a uchovéva se v temnu a chladu.

Na test citlivosti ke STRE 2 Petri misky s 2% MPA.

Je nutné mit sterilni hokejky a 25 ml pipety s upravenou Spickou



