3. Uloha; Transdukce plazmidi do restrikéné-deficientniho kmene S. aureus
RN4220

Cilem ulohy bude prenos plazmidl kodujicich geny rezistence do bezplazmidového recipientniho
kmene S. aureus RN4220 prostfednictvim bakteriofaga ¢JB (Obr. 1). Tento zplsob pfenosu DNA
z donorového do recipientniho kmene se oznacuje jako transdukce (Obr. 2).

V Uloze se pracuje s bakteriofagem ¢JB, ktery byl indukovan z donorového kmene S. aureus Jevons B.
Tento donorovy kmen obsahuje dva plazmidy (pT181, pHOUMR-like). Plazmid pT181 kdduje gen pro
rezistenci k tetracyklinu, plazmid pHOUMR-like gen pro rezistenci ke kadmiu a k B-laktamovym
antibiotikdm. Ukolem bude pfipravit kmen RN4220 obsahujici plazmid pT181 a dale kmen RN4220
s plazmidem pHOUMR-like.

Obr. 1: Bakteriofag ¢pJevons B (elektronova mikroskopie)
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Obr. 2: Schéma transdukce
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b) selekce na MPA s tetracyclinem

Material:

e Pripraveny fagovy lyzat JB (cca 500ml), recipientni kmen RN4220.

e MPA, soft agar, roztoky tetracyklinu, kadmia, citratu sodného a roztok CacCl,.

e Sterilni odmérny valec, kdnické zkumavky (50ml), petriho misky, sada pipet, Spicky, epinky,
vodni tfepaci lazen




1. Postup transdukce plazmidii:

1. Zaockovani recipientniho kmene (20 pl zamraZzené kultury do 20 ml MPB) a inkubace 37 °C/ 18
hod.

2. Stanoveni titru recipientniho kmene (pro vypocet frekvence transdukce).
3. Pridani roztoku CaCl, ke kulture recipientniho kmene do vysledné koncentrace 2 mM.

4. Smichani 1 ml kultury recipienta s 1 ml transdukujiciho fagového lyzatu tak, Ze hodnota multiplicity
infekce (pomér poctu fagovych castic k poctu bunék) bude max. 1.

5. Inkubace transdukéni smési pti 37 °C / 25 min. za stalého tfepani.

6. Pridani roztoku citrdtu sodného k transdukéni smési do vysledné koncentrace 15 mM, centrifugace
3000 rpm / 10 min. / 4-8 °C a resuspendace peletu v roztoku 17mM citratu sodného (objem pro
resuspendaci zavisi na poctu misek, na které se bude transdukéni smés vysévat a na mnoZzstvi smési
vyseté na jednu misku (idedlné 100-300 pl)).

7. Vyseti transdukéni smési na misky s MPA obohacenym o citrat sodny (20 mM) a tetracyklin (5
ug/ml) nebo kadmium (2,5.10*M).

8. Inkubace misek pfi 37 °C / 24—48 hod.

Ukol: Zjisténi poctu kolonii transduktant na miskach a vypocet frekvence transdukce jako podil poctu
transduktant (CFU/ml — colony-forming units / 1 ml) k po¢tu fagovych ¢astic v transdukujicim lyzatu
(PFU/mI = plaque-forming units / 1 ml).

Frekvence transdukce:

Parametry charakterizujici transdukci plazmidi (Rosypal, 1981)
Y= mpa = Ybca = aca-1p
A=Y/p=aca-1

Y —teoreticky pocet transduktant na 1ml transdukéni smési

p — pocet virionl (PFU) transdukujiciho faga v 1ml transdukéni smési

A - frekvence transdukce = Y/p

m - koeficient poctu prfenesenych plazmidd na 1ml transdukéni smési p = 1. Teoreticky
reprezentuje pocet transduktant v transdukéni smési obsahujici jeden virion.

o — koeficient, jehoz hodnota je vyjadrena vztahem:

a=(logY-logm)/logp

Yb — teoreticky pocet prenesenych plazmid( na 1ml transdukéni smési, pokud plati p = b;

b — podet bunék (CFU) recipientniho kmene v 1ml transdukéni smési; ¢ = p/b - vstupni pomér
a — konstanta vyjadtujici frekvenci transdukce, pokud platic=1



Stanoveni titru bakterii nebo bakteriofagi

Stanoveni titru bakterii nebo fagovych ¢astic vychazi z ovéreného predpokladu, Ze z 1 Zivotaschopné
bunky/fagové cCastice vyrlsta 1 kolonie/1 plaka. Bakterialni kulturu nebo fagovy lyzat je tfeba redit,
aby se kolonie/plaky po narlstu neprekryvali a Slo je spocitat. Titry se provadi na 3 miskach od
kazdého fedéni, aby se odhalila pfipadna chyba v provedeni, vysledné pocty se zpriméruji. Vysledek
se uvadi v CFU/ml (colony forming units) pro bakterie a v PFU/ml (plaque forming units) pro fagy.

2. Postup stanoveni titru recipientniho kmene (CFU/ml):

1. nafedit kulturu 102#° dle oekavaného vysledku
e fedit desitkovou rfadou: do 900 ul bujonu 100 pl kultury, promichat, vyménit Spicku a
novou S$pickou prenést 100 pl kultury do dalSich 900 pl bujénu atd.
e fedéni do plastovych epinek a plastovymi Spickami nebo do sterilnich wassermannek
a sklenénymi pipetami

2. do zkumavky s vytemperovanym 0,7% LBA na 50 °C pfidat 100 ul 18hod bakt. kultury v fedéni
3. od jednoho fedéni provést vysev na 3 misky

4. kultivace 18 hod / 37 °C, misky otoc¢it dnem vzhiru

3. Postup stanoveni titru fagového lyzatu (PFU/ml):

1. natedit fagovy lyzat 10%#7 dle otekavaného vysledku
e fedit desitkovou rfadou: do 900 pl bujonu 100 pl lyzatu, promichat, vymeénit Spicku a
novou $pickou prenést 100 pl lyzatu do dalSich 900 ul bujénu atd.
e fedéni do plastovych epinek a plastovymi Spickami nebo do sterilnich wassermannek
a sklenénymi pipetami

2. do zkumavky s vytemperovanym 0,7% LBA na 50 °C pfidat 250 pl 0,02 M CaCl,, 100 pl 18hod
bakt. kultury, 100 pl lyzatu v fedéni

3. od jednoho fedéni provést vysev na 3 misky

4. kultivace 18 hod / 37 °C, misky otoéit dnem vzhiru



