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Rhodobacter capsulatus
8 proteinl, pramér hlavy 30 nm, bicik 30-50 nm. Nebyly identifikovany fagy pribuzné s GTA.

Pfenos je regulovan bakterialnimi geny, které indukuji expresi strukturnich genli GTA béhem specifické rustové
faze bunék
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GTA

Bakterialni kmeny:

Donor: Rhodobacter capsulatus DE442 (Rif rezistentni, producent GTA)
Recipient: Rhodobacter capsulatus B10 (Rif citlivy)

*1 ml bunék (12 000g/2 min), kontrola absorbance supernatantu spektrometrem
pro vinové délky 750-950 nm, jako blank pouzit YPS medium. Pfi indukci GTA by méli
byt vidét dva piky (absorbance intracelularnich pigmentd, které jsou uvolfiovany pfi
bunécéné lyzi indukované GTA)

e filtrace supernatantu bakteriologickymi filtry 0,8 um nebo 0,4 um do normalnich a
nasledné filtrem 0,22 um do sterilnich zkumavek.
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ecentrifugovat 28 h. recipientni kulturu (6000 g/ 4 min) a resuspendovat v % objemu sterilniho G
pufru (pro 20 ml tedy v objemu 10 ml)

edo sklenéné zkumavky pridat 0,4 ml G pufru, 0,2 ml kultury a 0,1 ml filtratu z Rhodobacter
capsulatus DE442 (Rif rezistentni, producent GTA).

KONTROLY:

1. Kontrola spontannich mutant -0,5 ml G pufru, 0,2 ml recipientni kultury

2. Kontrola kontaminace filtratu — 0,6 G pufru, 0,1 ml filtratu

3. Kontrola zivotaschopnosti bunék — 0,5 ml G pufru, 0,2 ml recipientni
kultury (vyset na YPS misky bez rifampicinu)

4. Pozitivni kontrola — 0,4 ml G pufru, 0,2 ml recipientni kultury, 0,1 ml
filtratu s GTA (provedeno pracovniky LMDM)

einkubovat smés 1 h./35° C/ 150 rpm

ek smési pridat 0,9 ml RCV media a inkubovat dalsi 3 hodiny.
ecentrifugovat 4 min. / 6000g ve 2 ml Eppendorf zkumavkach, pellet
resuspendovat ve zbytku sepernatantu a vysét na YPS petriho misky s
rifampicinem (vysl. koncentrace 100 pg/ml)

einkubovat ve 35° C/2-3dny



Transdukce

Bacteriophage

Host bacterial
cell (donor cell)

Bakteriofagem zprostfedkovany HGT.
Generalizovana transdukce — defektni
fagova Castice sbaluje nahodnou cast
bakterialniho chromozomu.
Specializovana transdukce — SaPI
Lyzogenni konverze — bakteriofag se
integruje do chromozomu
hostitelského kmene a poskytuje
hostiteli néjakou ,,novou vlastnost”
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Uloha transdukce

Material:

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

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

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

2008mim
NN recipientni kmen
RN4220
‘ a) selekce na MPA s kadmiem
Indukce fa ng
ndukce faga koncentrace Cd: 2,5x104 M
,@‘ transdukce
donorovy kmen recipientni kmen

A
levons B @JB RN4220
b) selekce na MPA s tetracyclinem
koncentrace tetracyclinu: 5ug/ml

Donorovy kmen Jevons B — v genomu dva rzné plazmidy, tetracyclinovy plazmid
(pT181; 4,4 kb) a B-laktamazovy plazmid s rezistenci ke kadmiu (28 kb)

Bakteriofag ¢JB — fag sérologické skupiny B, morfotyp B1, dlouhy, nekontraktilni bicik
Recipientni kmen — S. aureus RN4220, restrikéné-deficientni laboratorni kmen, citlivy
k ATB, bezplazmidovy




Postup transdukce
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+ CaCl, do transdukéni smési
(1/10 celkového objemu)

Inkubace 37°C/ 25 min.

+ 0,03M citrat sodny (1:1 k
celkového objemu)

Centrifugace 3000 rpm/10min./4°C.
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Pelet resuspendovat v 0,017M citratu sodném _
b) misky s tet



