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Uvod

Studium molekularni biologie prokaryot zasadné ovliviiuje humanni a veterinarni medicinu i pramysl. V
klinické praxi jsou poznatky tohoto oboru nezbytné pro tuspésnost IéCby, ktera se stava stale obtiznéjsi
kvali rostouci rezistenci k antibiotikim vznikajici v disledku evoluce novych bakterialnich kment. V
primyslu  jsou mikroorganizmy nezastupitelné v biotechnologickych procesech potravinarského,
chemického ¢&i farmaceutického pramyslu. Porozuméni molekularnim mechanizmim u prokaryot umoZzriuje
vytvaret nova léciva, technologie Ci zefektiviiovat soucasné postupy a ve svém disledku vede ke zlepSeni
kvality Zivota nas vsech.

Jak ukazuje posledni desetileti vyzkumu, evoluci prokaryot vyznamné ovliviiuje horizontalni pfenos gend.
V prabéhu praktika se studenti seznami s analyzami pro identifikaci zmén v prokaryotickych genomech
vlivem mutaci, horizontalniho pfenosu gent transdukci, konjugaci a transformaci, coz prakticky doplni
napln prednasek. Studenti pochopi mechanizmy evoluce prokaryot v praxi a ziskaji pfehled o technikach
vyuZzitelnych k manipulaci bakterialnich genomd.



Obecné zasady bezpecnosti prace v mikrobiologické a molekularné-
biologické laboratori

Biologické riziko pfi praci v mikrobiologické a molekuldrné-biologické laboratofi je spojeno se zvySenym
rizikem infekce pracovnikd (studentl) organizmy, s nimiz manipulujeme. Dulsledné dodrZovani pravidel a
kontrola pracovnich postupll ma preventivni charakter. VSechny mikroorganizmy povaZujeme za
potencionalné patogenni.

Za biologicky infekéni materidl povaZzujeme veskeré mikroorganizmy (bakterie, viry) a laboratorni material,
ktery s nimi pfisel do styku.

Vstup do laboratofe je povolen pouze pracovniklim a studentlm Ucastnicim se daného praktika.
V laboratofi vykonavame pouze Ukony souvisejici s naplni a obsahem cviceni.

V laboratofi je zakdzano pit, jist a koufit.

Béhem cviceni pouzivame ochranné pracovni pomucky (plast, pfezivky).

V laboratofi je zakdzano otevirat okna, cirkulaci vzduchu zajistuje klimatizace.

Pred pfichodem do laboratore je vhodné sezndmit se s obsahem cviceni.

Pred zapocetim a po ukonceni prace provedeme dezinfekci ploch a rukou vhodnymi prostredky.
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Na pracovni plochu nepatfi osobni véci. Obleceni, batohy, tasky odkldadame v $atné. Hodinky, Sperky

(ndramky, prsteny) jsou zakazany, mobilni telefony béhem praktika nepokladame na pracovni plochu.

9. V laboratofi udrzujeme poradek a Cistotu. Dekontaminaci pracovisté a pristroji provadime ihned po
znecisténi.

10. S mikroorganizmy pracujeme ve flow-boxech a s vhodnymi ochrannymi pomuckami (plast, rukavice).

11. Kahany nechavdme hofet pouze po dobu, kdy je uzivame.

12. Manipulace s tlakovymi nddobami, centrifugami, autoklavy a pfistroji je povolena pouze pod dozorem
proskolené osoby (vyucujici).

13.  Poutité sklo a zbytky mikrobidlnich kultur odkladejte na uréena mista. Veskery kontaminovany material
je nutné sterilizovat nebo dezinfikovat vhodnymi prostfedky, pfipadné vyhodit do nadob uréenych na
nebezpeény odpad.

14. Dojde-li k ndhodnému potfisnéni pokozky infekénim materidlem nebo k poranéni, oznamte tuto
skute¢nost vyucujicimu. Pokozku je nutné osetfit vhodnym dezinfekénim prostfedkem.

15. Po ukonceni prace je nutné uklidit a dekontaminovat pracovni plochu. Odchod z mistnosti je povolen

pouze se svolenim vyucujiciho.



Mutace a reparace

Mutanta je varianta daného kmene nebo druhu, u nichz je modifikovan jeden nebo vice znakd,
prenasejicich se do potomstva. Aby mohla byt zména dédi¢nd, musi dojit ke zménam na drovni
genetického materidlu (DNA, RNA).

Mutanty bakteridlnich kmenu jsou vyuZivany v praxi ke studiu metabolickych drah, zpUsobu regulace
genové exprese a k pripravé laboratornich kmenl vhodnych pro klonovani. Pfiprava mutantnich
variant ma znacny vyznam pro pripravu primyslové a zemédélsky vyuzivanych bakterialnich kmend,
napf. kmeny s nadprodukci urcitych latek (enzym(, mastnych kyselin, vitamind, antibiotik aj.) nebo
kmenU vhodnych k vakcinaci.

Proces vedouci ke vzniku novych variant daného bakteridlniho kmene se oznacuje jako mutageneze.
K mutagenezi Ize pouzit chemické, fyzikdlni nebo biologické mutageny. Po plUsobeni mutageny je
tfeba ponechat bakterie rdst, aby doslo k fenotypové expresi navozenych zmén v genetickém
materialu (DNA, RNA). Obvykle je mutovan jen jeden rfetézec DNA. Burika tak obsahuje zdsobu
standardnich genovych produktll. Mutantni bunky proto vykazuji fyziologicky normalni fenotyp,
dokud nedojde kvyredéni produktli nemutovanych gen(. Naslednou replikaci genomu dojde
k separaci retézce obsahujiciho mutovanou variantu genu do dcefinych bunék. Prodleva v projevu
mutantniho fenotypu je oznaCovdna jako fenotypové zdrieni (lag). Tento jev mizeme sledovat u
mutaci navozujicich rezistenci k antibiotikim (rifampicinu, streptomycinu aj.). Aby doslo k projevu
rezistentniho fenotypu, musi dojit k rozdéleni bunék a expresi mutované varianty genu zodpovédné
za navozeni rezistence.

Vznikne-li mutace puUsobenim urcitého fyzikalniho nebo chemického faktoru, mluvime o mutaci
indukované. Pokud je vznik mutace nahodny, jednda se o mutaci spontanni. Tato mutace vznik3
béhem nékterého z molekuldrnich procest (replikace, transkripce, rekombinace, reparace)
odehravajicich se vbunce bez pusobeni vnéjsich faktor(. Molekularni podstata spontannich a
indukovanych mutaci je stejna (delece, inzerce nebo substituce nukleotidll). Frekvence spontannich
mutaci je podstatné nizsi nez u mutaci indukovanych.

Je dllezité odliSovat mutaci od adaptace. Adaptace je schopnost organizmu ptizplsobit se danému
prostfedi. K adaptaci organizm( vlivem fady faktor( v prostfedi dochdzi v delSim ¢asovém horizontu a
proces adaptace je reverzibilni. Dédi se pouze schopnost organizmu adaptovat se na dané podminky.



Fluktuacni test

Cilem testu je prakticky prokdzat, zda mutace vznikaji v organizmu spontdnné, nebo jako odpovéd
na vliv prosttredi. Fluktuaéni test odpovida na otdzku, zda jsou mutace ptitomny v organizmu pred
pusobenim danym mutagenem, nebo vznikaji v organizmech po vystaveni tomuto faktoru.

Tedy zplsobem prirozeného vybéru popsanym Darwinem, nebo jak se domnival Lamarck, Ze se
organizmy pfizpGsobuji pouze diky okolnimu prostiedi.

Teoretické predpoklady fluktuaéniho testu:

¢ Pravdépodobnost mutace je velmi nizkd, ale stejna pro kazdou burnku (10-6-10-10).

o Pfi fyziologické adaptaci reaguji bunky na pfitomnost latky v prostfedi. Ta plsobi jako
selekéni faktor, ktery indukuje adaptivni odpovéd (napf. tvorbu enzyml apod.). Pocet
reagujicich bunék v rliznych populacich je zhruba stejny.

¢ Uvazujeme-li urcitou kulturu pochazejici z jedné burky, pak na konci kultivace bude pocet
mutant odrdzet dobu, ve které mutace vznikla (tj. ve které generaci). Vzhledem k nizké
pravdépodobnosti mutace lze predpokladat, Ze i pocty mutant v jednotlivych klonech
budou rozdéleny podle Poissonovy fady - to proto, Ze zaleZi na generaci, ve které k mutaci
doslo. Proto se budou vyznamné lisit pocty mutant v jednotlivych kulturach a v kulture, kde
byly bunky péstovany dohromady.

Uloha: Izolace spontannich mutant rezistentnich ke streptomycinu metodou gradientnich ploten

Cil ulohy: Cilem ulohy je izolovat kolonie S. aureus rezistentni ke streptomycinu, které vznikly spontanni mutaci
u citlivého kmene S. aureus pfi inkubaci na gradientnich plotnach.

Seznam materialu

o 18-ti hodinové bakterialni kultury na MPA (kmeny Staphylococcus aureus citlivé ke
streptomycinu).

o Misky s 2% MPA, MPB na pfipravu suspense bakteridlni kultury.

o MPA na gradientni plotny: 160 ml na podkladovou vrstvu, 4 x 50 ml MPA na rlizné
koncentrace streptomycinu (zvlast v Erlenmeyerovych barikach).

o MPA (5 x 300 ml) na selekci spontannich mutant na plotnach s 5 rdznymi

koncentracemi antibiotika (pfipravuji se vzdy cerstvé aZ dle vyhodnoceni narlistu na
gradientnich plotnach).

o Zasobni roztok streptomycinu (100 mg/ml).

o Sterilni hokejky, sterilni Petriho misky, pipety a 25 ml pipety s upravenou spickou,
plastové Spicky, sterilni paratka.




Postup:
A. lzolace spontannich mutant

1.den

1. Z 18-ti hodinové bakterialni kultury kultivované na MPA odebrat 5 klicek a resuspendovat ve 3 ml
MPB.

2. Z pfipravené suspenze stanovit titr bunék (CFU/ml) rozsevem 100 pul z fedéni 10+, 107, 10%, od
jednoho fedéni provést vysev na 3 misky s MPA. Kultivace pfi 37°C/20 hod.

3. Pfipravit gradientni plotny se streptomycinem o vyslednych koncentracich: 10, 50, 100 a 500
pg/ml. Zasobni roztok streptomycinu pfidat do rozvafené MPA puady, pfedem vytemperované na
max. 55°C.

4. Proveést rozsevy bakterialni suspense po 100 ul na gradientni plotny, 3 plotny od pfislusné
koncentrace (Obr. 1).

5. Kultivovat pfi 37°C/48 hod.

2.—3.den

1. Vyhodnoceni narlstu kultury na gradientnich plotnach s antibiotikem. Jednotlivé kolonie za linii
kompaktniho nardstu Ize povazovat za mutované bakterie (Obr. 2.). Spocitat vS8echny domnélé
mutanty.

Obr. 2. Narust kultury bakterialniho kmene na gradientni plotné
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2. PrecCarkovat vybrané mutanty sterilnim paratkem na MPA se streptomycinem o
koncentracich 5, 10, 50, 100 a 500 pug/ml (Obr. 3).
3. Kultivovat pfi 37°C/20 hod.

4. Hodnotit izolované mutanty testovaného kmene S. aureus (Obr. 4).

Obr. 3. Ovéreni necitlivosti mutant k antibiotiku
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5. Hodnotit izolované mutanty testovaného kmene S. aureus dle obr. 4.

Obr. 4. Nartist mutant S. aureus na MPA s antibiotikem

Kompaktni
narust
(+++)

B. vypocet frekvence spontannich mutaci.

Stanovit pocet ziskanych mutant a urcit frekvenci mutaci k jednotlivym koncentracim streptomycinu. Vypocet

mutacniho indexu (F):

F = Mu/N

Mu — pocet ziskanych mutant v 1 ml plvodni suspenze
N — pocet bunék v 1 ml plvodni suspenze



C. Stanoveni citlivosti kmen( ke streptomycinu

1.den

1. Stanovit citlivost kmenU k streptomycinu. Z pfipravené suspense testovaného kmene odebrat 100
pl a vyset pfes 0,7% MPA vytemperovany na 45°C na plotnu s 2% MPA. Po utuhnuti vykapnout
antibiotikum (10, 50, 100 a 500 ug/ml) na povrch agarové plotny a po vsaknuti kultivovat pfi
37°C/20 hod. Jako kontrolu pouzit kmen S. aureusrezistentni ke streptomycinu.

2.den

1. Vyhodnotit test ovéreni citlivosti testovaného kmene k antibiotiku.
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Transdukce

Bakterialni genomy se vyznacuji velkou genetickou variabilitou, kterd souvisi se schopnosti bakterii adaptovat
se na ménici se podminky prostredi. Vysoka adaptabilita a rychla evoluce bakteridlnich genom( je spojena
s prezivanim bakterii pod neustdlym selekénim tlakem, napt. antimikrobidlnich latek. Variabilita genom je
vysledkem spoluplsobeni mutaci gen(ll a ziskem nebo ztratou DNA. Akumulace mutaci je pomaly proces, sam o
sobé nedostacujici k rychlé adaptaci bakteridlnich populaci. Hlavni evolucni silu tak predstavuje horizontalni
prenos genl (HGT), zprostfedkovany nékolika mechanizmy: (a) transformaci — prenos samotné DNA; (b)
konjugaci — prenos DNA zprostiedkovany pfimym kontaktem bunék prostfednictvim pilusu; (c) transdukci
(Obr. 5) — prenos genetického materidlu v populaci bakteridlnich bunék prosttednictvim virovych castic
(bakteriofagu).

Obrazek 1: Transdukce. Transdukce zahrnuje nékolik krokl: (a) fag infikuje hostitelskou burnku, (b) fag se replikuje

v hostiteli, (c) sestavovani fagovych viriona, nékteré viriony chybné sbaluji i hostitelskou DNA — vznik transdukujicich ¢astic,
(d) uvolnéni fagového potomstva do prostiedi.
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bunka §

Bakterialni chromozom \ ﬁv\\ Fag
vpravuje

DNA do Transdukujici g
buriky. | fag % %\\\

Recipientni § \ P

Fagova DNA l LA Enzymy g;ifl'esgg%”ﬂc'
> ) (2) kédované voranuie g
8 \ % fagovymi DNA do
geny o
) o degraduji recipienta.
O hostitelskou
DNA. Transduktanta l
Fagové Castice s l Donorova
donorovou DNA - DNA je do
Sestavovani chromozomu
\iﬂ\ ci[rJivgnCﬂhv recipienta
4‘}& % f ; . zatlenéna
/N m A 7 gﬁ;?;t:ls\ﬁnik rekombinaci.
transdukujici
| ch viriond,

Copyright @ 2006 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.

Proces transdukce u rodu Staphylococcus je nejcastéji zprostfedkovan mirnymi (temperovanymi) fagy z radu
Caudovirales, ¢eledi Siphoviridae. V prabéhu transdukce je geneticky material zaclenén do virionu bakteriofaga



a je prenesen do jiného mikroorganizmu. Transdukujici fagova castice je stabilni, chranéna proteinovym
obalem, proto se sbalenda DNA Siti snadnéji nez volna DNA. Geneticky material je chranén pred degradaci
hostitelskymi restrikénimi endonukledzami.

Klicovym krokem transdukce je sbaleni DNA do virionu béhem lytického cyklu faga. Tento proces je vysoce
specificky pro fagovou DNA. Pfi chybném sbaleni muze s frekvenci 10*-10® dojit k zaclenéni bakteridlni DNA
(plazmidy, ¢asti chromozomu) do hlavy faga a preneseni segmentu DNA do nového hostitele. Transdukce mze
byt obecnd nebo specifickd, podle specifity sbalovani bakteridlni DNA.

Zivotni cyklus mirnych fagh se sklada z lyzogenniho a lytického cyklu. Béhem lytického cyklu dochazi ke vzniku
transdukujicich c¢astic (Obr. 1). Pfechod bakteriofagl z lyzogenniho do lytického cyklu mize byt v laboratornich
podminkach indukovan rlznymi chemickymi nebo fyzikdlnimi cinidly (napf. UV zafeni, mitomycin C,
ciprofloxacin aj.) (Obr. 2).

Obrazek 2: Vznik transdukujicich fagovych ¢&astic. Po indukci profaga prostfednictvim UV zafeni dojde k uvolnéni
fagového potomstva. S rlznou frekvenci dochazi ke vzniku transdukujicich €astic pfenasejicich casti bakterialniho
chromozomu.
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Uloha: Transdukce plazmidd do restrikéné-deficientniho kmene S. aureus RN4220
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bacterial bacterial
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Cil ulohy: Cilem ulohy je pfenos plazmidd kodujicich geny rezistence do bezplazmidového recipientniho kmene
S. aureus RN4220 prostiednictvim bakteriofaga ¢JB (Obr. 3).

Obrazek 3: Bakteriofag c¢bJB. Snimek z transmisniho elektronového mikroskopu (TEM).




V Uloze se pracuje s bakteriofagem ¢JB, ktery byl indukovan UV zarenim 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 k B-laktamovym antibiotikiim a ke kadmiu.
Ukolem bude pfipravit kmen RN4220 obsahujici plazmid pT181 a déle kmen RN4220 s plazmidem pHOUMR-
like (Schéma l).

Schéma I. Pfenos plazmidi pT181, pHOUMR-like do recipientniho kmene RN4220 transdukci. Po indukci bakteriofaga
z donorového kmene Jevons B dochazi k uvolnéni fagového potomstva. Transdukujici lyzat je pomnozZen na recipientnim
kmeni RN4220 a pomoci vhodnych selekénich médii jsou selektovany burky obsahujici plazmidy s geny rezistence
(transduktanty).

() A
™ recipientni kmen
RN4220
. a) selekcena MPA s kadmiem

»
Indukce faga / koncentrace Cd: 2,5x10* M
transdukce

. ——-
donorovy kmen 'g‘ recipientni kmen
Jevons B (P-I B RN4220

b) selekce na MPA s tetracyclinem

koncentrace tetracyclinu: Sug/ml

Seznam materialu:

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

e MPA, 0,7% soft agar, roztoky tetracyklinu (5 mg/ml), kadmia Cd(NOs). (0,01 M), citratu sodného
(0,1 M) a roztok CaCl2 (20 mM).

e  Sterilni odmérny valec, kdnické zkumavky (50 ml), Petriho misky, sada pipet, Spicky, Eppendorfovy
mikrozkumavky, Wassermannovy zkumavky s kovovym kloboukem, vodni tfepaci lazen

Postup:

Uloha zahrnuje né&kolik dil&ich krok(:

A. transdukce plazmida.

B. stanoveni titru recipientniho kmene (CFU/ml) a titru fagového lyzatu (PFU/ml).
C. vypocet frekvence transdukce.

D. ovéreni prenosu plazmidovych genu rezistence (tetK a blaZ) pomoci PCR

E. ovéreni Uspésnosti transdukce pomoci pulzni gelové elektroforézy (PFGE)



A. transdukce plazmida.
1. Zaockovat recipientni kmen (20 pl zamrazené kultury do 20 ml MPB) a inkubace 37 °C/ 18 hod.
3. Pridat roztok CaCl; (zas. roztok 20 mM) ke kulture recipientniho kmene do vysledné koncentrace 2 mM.

4. Smichat 1 ml kultury recipienta s 1 ml transdukujiciho fagového lyzatu tak, Ze hodnota multiplicity infekce
(pomér poctu fagovych ¢astic k po¢tu bunék) bude max. 1.

5. Inkubovat transdukéni smés pfi 37 °C / 25 min. za stalého tfepani.

6. Pridat roztok citratu sodného (zas. roztok 0,1 M) k transdukéni smési do vysledné koncentrace 15 mM,
centrifugovat 3000 rpm / 10 min. / 4—8 °C a resuspendovat pelet v roztoku 17 mM citratu sodného (objem
pro resuspendaci zavisi na poctu misek, na které se bude transdukéni smés vysévat a na mnozstvi smési
vyseté na jednu misku (idedlné 100-300 pl).

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

8. Inkubovat selekéni misky s transdukéni smési pti 37 °C / 24-48 hod.
B. Stanoveni titru recipientniho kmene (CFU/ml) a titru fagového lyzatu (PFU/ml).

Stanoveni titru bakterii nebo fagovych Castic vychazi z ovéreného predpokladu, ze z 1 Zivotaschopné
bunky/fagové castice vyrlsta 1 kolonie/1 plaka. Bakteridlni kulturu nebo fagovy lyzat je tfeba redit, aby se
kolonie/plaky po nardstu neprekryvaly a $lo je spocitat. Titry se provadi na 3 miskach od kazdého redéni, aby
se odhalila pfipadna chyba v provedeni, vysledné pocty se zprlméruji. Vysledek se uvadi v CFU/ml (colony
forming units) pro bakterie a v PFU/ml (plaque forming units) pro fagy.

Postup stanoveni titru recipientniho kmene (CFU/ml):

1. nafedit kulturu 102az 10 dle ocekavaného vysledku.
e fedit desitkovou fadou: do 900 pl bujénu 100 ul kultury, promichat, vyménit Spicku a novou Spickou
prenést 100 ul kultury do dalSich 900 pl bujonu atd.
efedéni do plastovych mikrozkumavek a plastovymi Spickami nebo do sterilnich Wassermannovych
zkumavek a sklenénymi pipetami.

2. do zkumavky s 0,7% mékkym masopeptonovym agarem vytemperovanym na 45 °C pridat 100 ul 18-ti hod.
bakterialni kultury pfislu§ného redéni (103 az 10°®).

3. od jednoho fedéni provést vysev na 3 misky s MPA.
4. kultivovat 18 hod. / 37 °C, misky otocit dnem vzhiru (kondenzujici voda).

Postup stanoveni titru fagového lyzatu (PFU/ml):

1. nafedit fagovy lyzat 102aZ 107 dle oc¢ekavaného vysledku.
e fedit desitkovou fadou: do 900 ul bujonu 100 pl lyzatu, promichat, vyménit Spicku a novou $pickou
prenést 100 ul lyzatu do dalSich 900 pl bujénu atd.
e fedéni do plastovych mikrozkumavek a plastovymi $pickami nebo do sterilnich Wassermannovych
zkumavek a sklenénymi pipetami (material zvolit na zakladé doporuceni pro daného faga).

2. do zkumavky s 0,7% mékkym masopeptonovym agarem vytemperovanym na 47°C pfidat 250 pl 0,02 M
CaCly, 100 pl 18-ti hod. bakteridlni kultury (titracni kmen pro daného faga), 100 ul lyzatu v pfislusném
fedéni (103aZ 107).



3. od jednoho fedéni provést vysev na 3 misky s MPA.

4. kultivovat 18 hod. / 37 °C, misky otocit dnem vzhUru.

C. vypocet frekvence transdukce.

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

Titry bakteridlni kultury a fagového lyzatu pocitdme jako priimérné pocty kolonii/plak na miskach pfislusného
fedéni. Pocty je nutné prepocitan na objem 1ml kultury/lyzatu.

Frekvence transdukce:
A=Y/p
Y — teoreticky pocet transduktant na 1ml transdukéni smési

p — pocet viriond (PFU) transdukujiciho faga v 1ml transdukéni smési
A - frekvence transdukce = Y/p

D. ovéfeni pfenosu plazmidovych genl rezistence (tetK a cadD) pomoci PCR.

Uspé&nost transdukce Ize v prvnim kroku ovéfit pFitomnosti genl rezistence v transduktantech pomoci
jednoduché PCR. U transduktant selektovanych na plotnach s tetracyklinem zjistujeme pfitomnost genu tetk, u
transduktant selektovanych na kadmiu pritomnost genu cadD.

Seznam materialu:

e Prededem pripravena plazmidova DNA: donorovy kmen S. aureus Jevons B, recipientni kmen S. aureus
RN 4220

e PCRreagencie: voda pro PCR, nukleotidy, DNA-polymeraza, MgCl,

e sada pipet, Spicky, Eppendorfovy mikrozkumavky, cycler, vybaveni pro provedeni elektroforézy

Postup:

Nejprve zjistime sekvenci obou plazmid(i a genl tetK a cadD pomoci databdze NCBI. Zkontrolujeme sekvenci
primeru, zda odpovidaji sekvencim sledovanych gend.

Nazev primeru Sekvence primeru Velikost produktu (bp) Reference
tetK-F TCGATAGGAACAGCAGTA 169 Ng et al., 2001
tetK-R CAGCAGATCCTACTCCTT

cadD-F GGATATTAGGTTTATTGGGTT 162 Varga et al., 2012

cadD-R CGCCACAACTTGCTATCGTA




Reakéni smés pro PCR michame dle doporuceni vyrobce (napt. FasrStart PCR Master, Roche Diagnostics).

Protokol PCR:

Pocatecni denaturace 94°C/4 min
Amplifikace (30 cykld) 94°C/30 s
55°C/30 s
72 °C/4 min
ZavéreCna extenze 72°C/4 min
Literatura:

Efficient plasmid transduction to Staphylococcus aureus strains insensitive to the lytic action of transducing phage. Maslariova |,
Stfibna S, Doskar J, Pantlcéek R. FEMS Microbiology Letters 2016; 363(19): fnw211, doi:10.1093/femsle/fnw211.

Molecular characterisation of a new efficiently transducing bacteriophage identified in methicillin-resistant Staphylococcus aureus.
Varga M, Pantliéek R, Rdzickova V, Doskar J. Journal of General Virology 2016; 97(1):258-268.

Phage transduction. Shan G., Roberts A., Mullany P. (eds) Clostridium difficile. Methods in Molecular Biology, 2016, vol 1476. Humana
Press, New York, NY, doi.org/10.1007/978-1-4939-6361-4_13.

Bacteriophage Transduction in Staphylococcus aureus. Olson M.E. In: Bose J. (eds) The Genetic Manipulation of Staphylococci.
Methods in Molecular Biology, 2014, vol 1373. Humana Press, New York, NY

Bacteriophages of Staphylococcus aureus efficiently package various bacterial genes and mobile genetic elements including
SCCmec with different frequencies. Maslariova |, Doskar J, Varga M, Kuntova L, Muzik J, Maluskova D, Razickova V, Panttcek R. Env
Microbiol Reports 2013; 5(1):66-73.



Konjugace - prenos F faktoru

Konjugace je proces, pii kterém je DNA prenasena z donorové burnky do recipientni v dlsledku
kontaktu bunék a vytvoreni konjugacniho mustku (Obr. 4). Uskutecnéni konjugace lze dokazat vznikem
rekombinantl, které nemohly vzniknout jinak, neZz 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 mlze
autonomné replikovat v bunce nebo integrovat do hostitelského chromozédmu. Podle stavu F faktoru se
oznacuji pfislusné kmeny:

Oznaceni Stav F faktoru Vlastnosti
F- Eufrv?(l;((taor neni pritomen v Vhodny recipient b&hem konjugace.
MGzZe byt pfenaSen konjugaci do recipientni buriky;
F F faktor je pfitomen v pfenos chromozomalnich gend muze zprostfedkovat pfi
cytoplazmé velmi nizké frekvenci.
Mlze byt prfenasen spolu s asociovanym bakterialnim
segmentem chromozému; muze zprostfedkovat pfenos
= F faktor nese segment chromozomalnich gen(i pfi stfedni frekvenci v
bakterialniho chromozomu dusledku integrace do chromozému v homologickych
oblastech
o . Mlize prenaset chromozomalni znaky pfi vysoké
Hfr F faktor je integrovan do frekvenci (od pevného bodu na chromozomu, ktery je
bakterialniho chromozomu charakteristicky pro kazdy Hfr)

Obrazek 4: Konjugace u E. coli. (1) Donorova burika vytvafi pilus, kterym kontaktuje recipientni buriku. (2) Dochazi k
vytvofeni péru mezi obéma burikami. (3) Jeden plazmidovy fetézec pfechazi do dcefinné buriky. (4) Dosyntetizovani
komplementarniho plazmidového fetézce v donorové | recipientni bunce — vzik F+ bunék.

F plazmid konjugaéni mistek bakterialni chromozom
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Uloha: Konjugace kment Escherichia coli Hfr a F

Cil tlohy: Cilem ulohy je stanovit frekvenci konjugace mezi donorovym kmenem E. coli HfrH Reich a E. coli F-

28R801, ovérit vznik transkonjugant. Pozorovani zmény fenotypovych vlastnosti transkonjugant.

Kmeny pouzité v experimentu Fenotypové vilastnosti kmenu*

+

Donor Escherichia coli HfrH Reich tre+ leu pro+ ade+ thi- strs

Recipient Escherichia coli F~ 28R801 tre— leu— pro— ade— thi— str'

* auxotrofni mutanty pro esencialni aminokyseliny threonin, leucin, adenin, thimin; rezistentni / senzitivni k streptomycinu

Do recipientnich bunék prechazi segment tre*, leu®, pro*, ade”, thi”. Marker str™® z¢istava v endogenomu.

Seznam materialu:
Bakterialni kmeny:
Escherichia coli HfrH Reich, Escherichia coli F 28R801

Média a material:
e Sterilni laboratorni sklo — Erlenmayerovi bariky 250 ml, 100 ml, 50 ml, 25 ml, petriho misky

Minimalni agar: micha se ze slozek A+B+C+D+E

A. vodni agar: 3,96g agaru ¢. 3 do 180 ml dH20; autoklavujeme

B. roztok soli (4x koncentrovany roztok soli):
20 g NH4Cl; 4g NH4(NO)2; 8g Na2S04; 12g KaHPO4; KH2PO4; rozpusténo v 11 dH20; pfidat 1,6 ml z 1M
zasobniho roztoku MgS0a4.7H20 po autoklavovani

C. 2,5ml 20% glukdzy

D. streptomycin (vysl. konc. 100 g/ml, zas. roztok 100 mg/ml)

E. thyamin (5 g/ml, zas. roztok 50 mg/ml)

LBA médium: do 1 1dH20 — 10 g Trypton, 5 g Yeast extract, 10 g NaCl, pH 7, autoklavujeme, pro agar pfidavek
agaru €. 2, na 1 | media 15 g agaru

PNS médium: do 1 1 dH20 — 1 g glukodzy, 1,5 g Bacto beef extract, 1,5 g Yeast extrakt, 5 g pepton, 3,5 g NaCl,
3,68 g K2HPO4, 1,32 g KH2PO4, pH 7,2 (upravit 10M NaOH) autoklavovat 20 min. /121 °C




Priprava minimalniho agaru (MA) pro konjugaci:

Slozka A: vodni agar 180 ml (vytemperovany na 45 °C)

Slozka B: roztok soli 60 ml (vytemperovany na 45 °C)

Slozka C: 20% glukdza

Slozka D: streptomycin (vysl. konc. 100 pg/ml, zas. roztok 100 mg/ml )

Slozka E: thyamin (vysl. konc. 5 pg/ml, zas. roztok 50 mg/ml)

Slozka A

/o

& Slozka B
\Sloika C+D+E

(glukdza, streptomycin, thyamin)

Schéma konjugace

Kontrola (MA, str, thi) Kontrola (MA, str, thi)
Redéni kultury na 10", ve fyziologickém Redéni kultury na 107", ve fyziologickém
roztoku, vysev 0,1 ml, 1 plotna. roztoku, vysev 0,1 ml, 1 plotna.

= —
N\ /

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

Konjugace &
/ 5ml + 5ml (Inkubace 37°C/ 3 hod.)

Stanoveni titru kultury na LBA
Redé&ni 105, 106, 1077, po tfech plotnach (0,1 ml)
Vysev transkonjugant

MA, streptomycin, thiamin

(3 plotny po 0,1 ml, 3 plotny po 0,2 ml)
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Postup:

1.

Zaockovat kulturu donorového a recipientniho kmene: naockovat 1 klicku do 20 ml PNS média a inkubovat
pfi 37 °C 18 hodin (do logaritmické faze rlstu).

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

3. Stanovit titr donorového kmene HfrH rozsevem na plotny LBA ve ziedéni 10, 10, 107, vidy po 3 plotnach.

4. Presvéddit se, Ze ani kmen HfrH ani F nerostou na selektivni pldé. Kontrolu provést vysevem po 0,1 ml
kultury zfredéné 10 na 3 plotny MA + streptomycin 100 pg/ml + thyamin 5 pg/ml. Redéni provadét ve
fyziologickém roztoku!

5. Po 3 hodinach inkubace vyset nefedénou konjugaéni smés na selekéni pldu po 0,1 a 0,2 ml (vidy po 3
plotnach).

Literatura:

Conjugation in Escherichia coli. Phornphisutthimas S., Thamchaipenet A., Panijpan B. (2007) Biochemistry and Molecular
Biology Education 35 (6): 440-445, https://doi.org/10.1002/bmb.113

Developing an efficient and reproducible conjugation-based gene transfer system for bifidobacteria. Wilfredo
Dominguez and Daniel J. O’Sullivan. (2013) Microbiology 159: 328—-338.

Bacterial conjugation. Griffiths A. J. F., Miller J. H., Suzuki D. T., et al. An Introduction to Genetic Analysis. 7th edition.
New York: W. H. Freeman; 2000.



Gene transfer agents

Horizontalni prenos genl hraje vyznamnou roli v evoluci bakteridlnich a archedlnich genomd(. Zajimavym
prikladem je pfenos genl zprostiredkovany cCasticemi, které se oznacuji jako gene transfer agents (GTA). Tyto
Castice lze identifikovat u Sirokého spektra prokaryot. Ackoli GTA pfipominaji fagy, postradaji nékteré jejich
charakteristické znaky. GTA sbaluji do svych kapsidi nahodné ¢asti chromozomu svého hostitele a zaroven
nesbaluji geny kodujici jejich virion, které jsou béhem sbalovani silné transkribovany a tudiz pro sbalovani
blokovany transkripénim apardtem. Toto je hlavni rozdil oproti bakteriofaglim, ucéastnicich se obecné
transdukce. Produkce GTA neni vysledkem infekce, ale geny kddujici tyto fagim podobné castice jsou
lokalizovany v genomu bunky, ktera je producentem GTA.

VSechny znamé GTA maji strukturu podobnou bicikatym faglim a jsou uvolfiovany do vnéjsiho prostredi lyzi
své hostitelské buriky. Uvolnéné GTA pak prenaseji ¢asti DNA hostitele do nového recipienta. Oproti tomu,
transdukujici fagové Castice vznikaji béhem replikace fagovych castic uvnitf hostitelské buriky a pouze zlomek
noveé vzniklych virion obsahuje DNA svého hostitele (Obr. 5).

Obrazek 5: Srovnani GTA s transdukujici fagovou c¢astici.

(a) Geny kddujici GTA jsou lokalizovany na hostitelském chromozomu (Cervené) a jejich exprese vede k tvorbé Eastic
(€¢erna). Nahodné segmenty DNA z produkujici bunky jsou zabaleny v ¢asticich (modré viriony) a pouze nékteré Castice
obsahuji geny pro vlastni produkci GTA (Cerveny virion). Pro GTA je charakteristické, Za kapacita hlavicky je nedostatecna,
aby sbalila DNA s geny kodujicimi vSechny strukturni proteiny pro tvorbu virionu (naznaceno malymi hlaviCkami). GTA
vyzaduji pro uvolnéni z bunék lyzi svého hostitele (pferuSovana ¢ara). (b) PFi produkci transdukénich fagovych &astic
dochazi k expresi fagovych nebo profagovych genu v genomu hostitele, coz vede k produkci novych virionu (¢ernd) a
replikaci fagového genomu. Nasledné vznika nové fagové potomstvo (oranzové viriony) a s nizkou frekvenci pfi chybném
sbaleni DNA dochazi ke vzniku transdukujici ¢astice (modry virion).
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Prvni objevena faglim podobna ¢astice (GTA) je oznacovana jako RcGTA podle jejiho producenta, purpurové
zbarvené fotosyntetizujici bakterie druhu R. capsulatus. U smésnych kultur kmend s rdznymi fenotypy
rezistence k antibiotikim byly pozorovany dvojité rezistentni kmeny a zpUsob genetické vymény byl podobny
transdukci. NevyZadoval kontakt mezi burikami a proces prenosu nebyl ovlivnén plisobenim DNazy.

Céstice GTA je kédovana nékolika klastry gen(, pficemz nejvyznamnéjsi je 14 kb klastr 17 gend. Kazd4 ¢astice
RcGTA obsahuje ve svém virionu pfiblizné 4kb of DNA, cozZ je pouze 30% z minimalniho poctu bp pro tvorbu
jeji vlastni struktury (Obr. 6).



Obrazek. 6: Struktura faglim podobnych ¢éastic — GTA.
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Uloha: PFiprava GTA a pfenos rifampicinové rezistence do recipientniho kmene Rhodobacter capsulatus

Cil ulohy: Cilem ulohy je pfipravit filtrat obsahujici GTA indukované z hostitelského kmene Rhodobacter
capsulatus DE442 (Rif rezistentni, producent GTA) a prokdzat prenos genu pro rezistenci k rifampicinu
prostfednictvim GTA do recipientniho kmene Rhodobacter capsulatus B10 (Rif citlivy).

Seznam materialu:

Bakteridlni kmeny:

Rhodobacter capsulatus DE442 (Rif rezistentni, producent GTA); Rhodobacter capsulatus B10 (Rif citlivy)
Média a material:

Rifampicin, Petriho misky s YPS médiem s ATB a bez ATB, bakteriologické filtry 0.22 um, sterilni sklenéné
zkumavky (15 ml)

RCV bujén/agar (objem 1 I; autoklavujeme): 4 g D, L- kyseliny jable¢né; 1 g (NH4),SO4; 10 mM pufr
fosforecnanu draselného; 200 mg MgS0..7H,0; 75 mg CaCl,.2H,0; 12 mg FeS04.7H,0; 20 mg Na,EDTA; 1
ml roztoku stopovych prvkl; 1 mg thiamine hydrochloride (vitamin B1 hydrochlorid). pH upravit na 6.8
pomoci NaOH pred autoklavovanim. (pro agar pridat agar ¢. 1 — 1,5%)

Roztok stopovych prvkt (v 250ml dH,0): 0.7 g H3BOs ; 398 mg MnSQO4.H,0; 188 mg Na,Mo04.2H,0; 60
mg ZnS0,4.7H,0; 10 mg Cu(NOs).3H,0

G pufr (sterilizovat filtraci): 10 mM Tris-HCI (pH 7.8); 1 mM MgCl,; 1 mM CaCl,; 1 mM NacCl; 0.5 mg/ml
Bovine Serum Albumin (BSA)

YPS médium (autoklavujeme): 0.3% yeast extract; 0.3% Bactopeptone; 2 mM CaCly; 2 mM MgSOs; (pro
agar pridat agar ¢. 2 do koncentrace 1 — 1,5%, pro selekci pridat Rifampicin do koncentrace 100ug/ml)




Postup:

A. Priprava filtratu obsahujiciho GTA

1. den:

2. den:

rano naockovat R. capsulatus DE442 do 20 ml RCV bujénu, inkubovat 28 h./ 35 °C /200 rpm

preockovat 28 h. kulturu R. capsulatus DE442 do YPS media (1% celkového objemu)

naplnit sterilni sklenéné zkumavky po vrch, peclivé uzavfit a ujistit se, Ze uvnitf nejsou vzduchové
bubliny, vicko zkumavek utésit parafilmem

inkubovat stacionarné 65 h./35°C v osvétleném termostatu

centrifugace 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 bunécné lyzi indukované GTA) -
(Obr. 7).

centrifugace zbytku bunék (8000 g/30 min/4°C ), filtrace supernatantu bakteriologickymi filtry 0,8 um
nebo 0,4 um do normalnich a nasledné filtrem 0,22 um do sterilnich zkumavek.

uchovavame ve 4°C.

Obrazek 7: Absorpéni spektrum intracelularnich pigmentti R. capsulatus (Fogg et al., 2012).
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B. Pfenos Rif rezistence do recipientniho kmene prostfednictvim GTA

1. den:

2. den:

zaocCkovat R. capsulatus B10 do 20 ml RCV bujénu, inkubovat 28 h. /35 °C/ 200 rpm

centrifugovat 28 h. kulturu (6000 g/ 4 min) a resuspendovat v % objemu sterilniho G pufru (pro 20 ml
tedy v objemu 10 ml)

do 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). Jako kontrolu spontannich mutant pfiddme do dalsi zkumavky
misto filtratu G pufr. Jako kontrolu kontaminace filtratu prfiddme do dalsi zkumavky jenom 0,6 ml G



pufru a 0,1 ml filtrdtu. Pro kontrolu Zivotaschopnosti buniek pfidame do dalsi zkumavky 0,5 ml G pufru,
0,2 ml kultury a tuhle smés na konci protokolu vysejeme na YPS plotnu bez rifampicinu.

e inkubovat smés1h./35°C/ 150 rpm

ek smési pfidat 0,9 ml RCV media a inkubovat dalsi 3 hodiny.

e centrifugovat 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)

e inkubovat ve 35°C/ 2 -3 dny

Literatura:

One for All or All for One: Heterogeneous Expression and Host Cell Lysis Are Key to Gene Transfer Agent Activity in Rhodobacter
capsulatus. Paul C., Fogg M., Alexander B., Westbye J., Beatty T. (2012), PLoS ONE 7(8): e43772.

Gene transfer agents: phage-like elements of genetic exchange. Lang A. S., Zhaxybayeva O., and Beatty J. T. (2012), Nat. Rev.
Microbiol. 10(7): 472—-482. doi: 10.1038/nrmicro2802.



Pulzni gelova elektroforéza (PFGE)

Pulzni gelova elektroforéza (PFGE) je elektroforetickd metoda umoznujici na rozdil od klasické elektroforézy
efektivni déleni molekul DNA vétsSich nez 15 kb (aZ do velikosti nékolika Mb).

Pti pulzni elektroforéze se periodicky méni orientace elektrického pole (Obr. 8). Molekuly DNA v agardze se
relaxuji pfi odstranéni jednoho pole a zaujimaji uréitou konformaci pfi plisobeni nového pole. Tento proces
reorientace je zavisly na velikosti molekul.

Obrazek 8: Pulzni gelova elektroforéza - elektrické pole se periodicky méni ve tfech smérech (a) smérem od stfedu gelu,
(b, ¢) v Uhlu 60° po obou stranach gelu.
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Pti ptipravé vzork(l vétsich nez 500 kb je nutné molekuly DNA chranit pfed mechanickym poskozenim
(plsobeni striznych sil) a pred nukleolytickou degradaci béhem izolace. Proto se pouZiva specidlni metoda
izolace, pfi které jsou buniky nejprve fixovany v nizkotajici agardze a teprve potom je provadéna lyze a
purifikace DNA (Schéma Il).

Schéma Il: Obecné schéma pfipravy vzorka pro PFGE.
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Zakladni pojmy:

Pulzni pole (pulsed field): Elektroforeticky proces, ktery pouziva vice nez jedno elektrické pole, a ve kterém se
elektricka pole stfidavé aktivuiji.

Pulzni interval (switch interval, switch time, pulse time): Cas, po ktery je kazdé ze st¥idajicich se elektrickych
poli aktivovano.

Reorientaéni uhel (reorientation angle): Uhel mezi dvéma st¥idajicimi se elektrickymi poli, tj. Uhel mezi
rlznymi sméry, ve kterych molekuly DNA putuiji.

Homogenni pole (homogeneous field): Elektrické pole, které ma uniformni potencialové rozdily po celém poli.

Uloha: Izolace bakteridlni DNA pro pulznf gelovou elektroforézu a provedeni pulznf gelové elektroforézy

Cil ulohy: Porovnat makrorestrikéni spektrum vybranych kmenG S. aureus, ovéfit makrorestrikéni spektrum

transduktant (viz Gloha Transdukce).

Bakterie druhu Staphylococcus aureus patfi mezi bézné humanni patogeny a jsou plvodcem Sirokého spektra
akutnich a chronickych onemocnéni. Vétsina rozdili mezi kmeny S. aureus je zplUsobena pFitomnosti mobilnich
genetickych elementd, jako jsou plazmidy, bakteriofagy, ostrovy patogenity, transpozony a inzeréni sekvence.

Kmeny poufZité v prvni ¢asti této ulohy (A.) patfi mezi bézné laboratorni kmeny, lisici se obsahem profagl ve
svych genomech. Na zdkladé vysledk(l PFGE mizZeme navzdjem odlisit jednotlivé kmeny a identifikovat, kde v
genomu doslo k zaclenéni profagl. Na zakladé zmény poctu fragmentl ¢i zmény jejich velikosti v
makrorestrikénim spektru je mozné urcit typ genetické zmény v genomu studovaného kmene (Tab.1).

V druhé c¢asti ulohy (B.) ovéfime na zakladé makrorestrikénich spekter Uspésnost transdukcéniho experimentu.
Ziskané transduktanty maji makrorestrikéni spektrum shodné s recipientnim kmenem S. aureus RN 4220. Jako
kontroly pouZijeme donorovy kmen S. aureus Jevons B a recipientni kmen S. aureus RN 4220.

Seznam materidlu:Bakterilni kultury inkubované v 2xYT médiu pfi 37°C/18h.

e 37°Cinkubator, vortex.

e  Sklenéné 10 ml zkumavky se Sroubovacim uzdvérem, mikrozkumavky
e Vodni lazen predehratd na 55°C.

e SeaKem Gold agardza (Lonza), Pulsed Field Certified Agarose (Bio-Rad)

e TE pufr (10 mM Tris. Cl, 1 mM EDTA, pH 8,0), 0,5M EDTA, promyvaci roztok (10 mM TrisCl, 10
mM EDTA, 10mM EGTA, 1M NaCl, pH 7,5), lyzostafin (0,5 mg/ml), lyzaéni roztok (6 mM Tris. Cl,
100 mM EDTA, 1 M NaCl, 0,5% Brij 58, 0,2% Na-deoxycholdt, 0,5% laurylsarkosin, pH 7,6),
deproteinizac¢ni roztok (25 mM EDTA, 20 mM EGTA, 1% laurylsarkosin, pH 9,0), lysozym
(50mg/ml), proteinaza K (10 mg/ml)

e  Vhodné restrikéni enzymy (pro S. aureus pouzivame Smal), sterilni deionizovana voda

Seznam bakterialnich kmenu:
S. aureus ISP8 [77+], ISP8 [53+], ISP8 [47+] a S. aureus PS47 [53+], PS47 [77+], PS47

S. aureus Jevons B, S. aureus RN 4220




Postup:
1. den

1. Zaockovat kulturu do 20 ml 2x YT média a inkubovat 18 h pti 37 °C

2.den

1. Odebrat 10 ml kultury, pfidat 100 pl 0,5 M EDTA a chladit kulturu 10 min. pfi 4 °C.

2. Centrifugovat 10 min. pfi 4 °C a 4000 ot. / min.

3. Dvakrat promyt v 5 ml promyvaciho roztoku zchlazeného na ledu.

4. Naredit bakterialni kulturu promyvacim roztokem na hodnotu optické hustoty OD¢y, = 0,2 —0,3.

5. Centrifugovat 10 min. pfi 4 °C a 4000 ot. / min., slit supernatant a odsat zbytky roztoku, tak, aby nedoslo k
poruseni peletu

6. Sediment resuspendovat ve 100 ul promyvaciho roztoku a pfenést do mikrozkumavek.

7. Mikrozkumavky s bakteridlni suspenzi postupné zahfivat 2-3 min. na 55 °C.

8. Kbunécné suspenzi pridat 10 pl lyzostafinu (zdsobni koncentrace 0,5 mg/ml), pfidat 110 pl 2% agardzy s
nizkym bodem tani (roztok v 50 mM Tris. Cl, 5 mM EDTA, pH 8,0) pfedem vytemperované na 55 °C a
peclivé promichat pipetou.

9. Suspenzi prepipetovat po 200 pl do komUrek tvofitka a uloZit na 20-30 min. do lednice.

10. Vzniklé agardzové blocky prenést do lyzacni smési, ktera obsahuje 1 ml lyzaéniho roztoku a 20 pl
lyzostafinu (zasobni koncentrace 0,5 mg/ml), a inkubovat je za mirného tfepani ve vodni lazni o teploté
37°C pro dobu 2 az 3 hodin

Pozn.: Lyzacni roztok pripravujeme do sklenénych zkumavek se sroubovacim uzdvérem. Jednotlivé roztoky ddle
jen vyméniujeme a s blocky nemanipulujeme. Pokud nedojde v tomto kroku k projasnéni blocki, ponechdme
lyzovat pres noc pri 4 °C.

11. Lyzaéni smés vyménit za smés deproteinizacni, ktera obsahuje 1 ml deproteinizacniho roztoku a 25 ul
proteindzy K (zasobni koncentrace 20 mg/ml), a inkubovat blocky za mirného trepani ve vodni lazni o
teploté 55 °C po dobu 12 hodin (roztok vyménit po Sesti hodinach).

Pozn.: Pfedem vyhradt Idzefi na 55°C.
3. den:

1. Blocky promyt alespon 5x v 10 ml 1x TE pufru pfi 4 °C, TE pufr vyménovat po 1,5 hodinach, pribézné
chladit na 8 °C.
2. Blocky lze po dlkladném promyti stépit restrikéni endonukledzou (nejcastéji Stépime pres noc).

Pozn.: nenastépené blocky je mozZné skladovat po dobu 1 roku v lednici (TE pufr vymériovat jednou za mésic).

Restrik¢ni Stépeni (postup)

e Pro restrikéni Stépeni ufizneme z bloc¢ku vzorek o velikosti cca 1x1x5 mm.

e S bloc¢ky manipulujeme sterilné pomoci nerezovych Spachtli, které sterilizujeme v etanolu a
naslednym oZihnutim nad plamenem.

e Blocky rezeme pomoci ostrého skalpelu, nejlépe na sterilni Petriho misce, kterou si miZeme
podloZit tmavou podlozkou pro lepsi manipulaci.

e Vlastni stépeni:
Do mikrozkumavky namichat restrikéni smés (na 1 vzorek: 10 pl 10x restrikéniho pufru, 85 pl vody a 5-10 U
restrikéniho enzymu). Inkubujeme pfi poZzadované teploté nékolik hodin nebo pres noc.



4.-5. den:

1. Vlastni provedeni PFGE.

Priprava gelu a nastaveni elektroforézy (poznamky)

e Pfipravit 1,2% agardzovy gel v 1XxTAE pufru. Vychladit 2000 ml 1xTAE pufru v elektroforetické vané.
e Pripravit 0,8% low-melting agardzu v 1xTAE pufru vytemperovanou na 45°C pro zaliti blockd do gelu.
e Jednotlivé blocky vkladdme pomoci nerezové Spachtle do jamek pripraveného gelu (mezi jednotlivymi
vzorky Spachtli sterilizujeme).
e Jamky s bloc¢ky zakdpnout pripravenou 0,8% low-melting agarézou.
e Podminky elektroforézy pro rozdéleni Smal fragment( chromozomalni DNA S. aureus:
o Pulzni ¢asy 1 —70s, linearni vzestup
o Teplota 14°C.
o Napéti6V/cm.
o Cascca 24 h. pro gel délky 14 cm.

Literatura:

Interpreting chromosomal DNA restriction patterns produced by pulsed-field gel electrophoresis: criteria for bacterial strain typing.
Tenover et al. (1995). J. Clin. Microbiol. 33 (9): 2233 —22309.



Plazmidy

Plazmidy jsou autonomni kovalentné uzaviené kruznicové replikony tvofené dsDNA, které se stabilné dédi v
extrachromozomalnim stavu a jsou pro burku, na rozdil od chromozomalni DNA, postradatelné. Nesou geny,
které nejCastéji koduji rezistenci k antibiotikim. Pocet kopii v burice je nepfimo Umérny velikosti plazmidu. K
ptipravé vektord jsou pouzivany plazmidové DNA o nizsi molekulové hmotnosti, nebot poskytuji vice kopii a
snadnéjSi manipulaci. V soucasnosti jsou plazmidové vektory vyuzivany ke klonovani v E. coli, Bacillus subtilis,
Pseudomonas putida aj.

Pro izolaci plazmidové DNA z bunék se pouZiva rfada rliznych metod. VSechny musi obsahovat ¢tyti zakladni
kroky:

(a) Rast bakterialni kultury. Plazmidy se nejcastéji izoluji z bakteridlni kultury (rostouci v médiu obsahuijici
pfislusné antibiotikum), kterd byla inokulovana jednou kolonii odpichnutou z agarové plotny. Vétsina
plazmidovych vektord pouZivanych v soucasné dobé (napf. pUC fada) se replikuje jako vicekopiové vektory a je
u nich mozné dosahnout vysokého vytézku pfi izolaci z kultury, kterd rostla ve standardnim LB médiu do
logaritmické faze rUstu. Avsak vektory drivéjSi generace (napf. pBR322), které se nereplikuji tak snadno,
vyzaduji  selektivni amplifikaci nékolikahodinovou inkubaci ¢3stecné rostouci kultury v médiu
s chloramfenikolem, ktery inhibuje syntézu proteind a tak zabraruje replikaci bakteridlniho chromozému,
avsak replikace relaxovanych plazmidd pokracuje a pocet jejich kopii se zvysuje.

(b) lzolace bakterii a jejich lyze. Bakterie jsou ziskany centrifugaci a lyzovany jednou z mnoha metod
zahrnujicich plsobeni detergent(, organickych rozpoustédel, alkalického pH nebo tepla. Volba jedné z téchto
metod zavisi na velikosti plazmidu, bakteridlnim kmeni a metodé, ktera bude nasledné pouzZita pro purifikaci
plazmidové DNA. Velké plazmidy (> 15 kb), které jsou citlivé na poskozeni, by mély byt izolovany metodou
minimalizujici ptsobeni fyzikalnich sil (lyze dodecylsulfatem sodnym). Pro malé plazmidy je mozné pouZit vice
metod.

(c) Oddéleni plazmidové DNA od ostatnich vysoko a nizkomolekularnich komponent. Po pfidani EDTA a v
nékterych pripadech lyzacnich enzymi jsou buriky vystaveny plsobeni detergentu a lyzovany varem nebo
alkalicky. To zpUsobi denaturaci chromozomadlni DNA, kterd je obvykle jiz ve formé linedrnich fragment( a
béhem renaturace se spoji se zbytky lyzovanych bunék a rychle klesa pfi centrifugaci na dno zkumavky. Naproti
tomu vldkna plazmidové DNA, tvorend kovalentné uzavienymi molekulami se pfi denaturaci nerozchazeji,
protoze jsou v dlsledku nadsrubovicové struktury vzajemné propletend a mohou na rozdil od linedrnich
fragmentd rychle renaturovat. Lyze varem neni doporucovdna pfi izolaci z kmen produkujicich endonukleazu
A. Endonukledza A neni varem kompletné inaktivovdna a plazmidova DNA muze byt degradovana béhem
naslednych inkubaci za pFitomnosti Mg?. Tomuto problému lze pFedejit zafazenim extrakce s fenol-
chloroformem.

(d) Purifikace plazmidové DNA a stanoveni koncentrace a Cistoty. Proteiny odstrariujeme extrakci smési fenol-
chloroform. Precipitaci DNA provadime 96 % ethanolem po ptidani jednomocnych iontld. Odstranéni RNA
provadime pUsobenim pankreatickou RNazou. Vysoce Cisté kovalentné uzaviené kruznicové DNA je mozné
ziskat po centrifugaci v gradientu CsCl-ethidium bromid. Z dalé¢ich metod je mozné pouzit pro purifikaci
plazmidové DNA precipitaci polyetylén glykolem, chromatografii a komeréni metody vyuZivajici adsorpci na
silikagelovou kolonku.

Obecné béhem izolaénich postupt je tfeba dodrzovat nasledujici zasady:

Spravné volit iontovou silu extrakéniho a purifikacniho roztoku a udrzovat ji v prlibéhu celého experimentu.

Udrzovat optimalni hodnotu pH prostredi (vétSinou neutralni, tj. pH 7,0 az 7,5). Vyrazné vyssi nebo nizsi
hodnoty pH zplsobuji denaturaci DNA.

Zabranit pGsobeni nukleaz, tj. enzym{, které degraduji nukleové kyseliny:



To Ize docilit:
(a) provadénim izolace pfi nizkych teplotach
(b) pfidanim inhibitor( nukledz (napf. EDTA, citronan sodny aj.)

(c) zabranénim exogenni kontaminace mikroflérou, tzn. pracovat se sterilnim materidlem

Uloha: 1zolace plazmidové DNA z transduktant a elektroforéza plazmidi v agarézovém gelu

Cil ulohy: Cilem ulohy je izolace plazmidd z transduktant, donorového a recipientniho kmene pro jejjich
pozdéjsi kvantifikaci pomoci qPCR.

Seznam materialu:

o 18-ti hodinové bakteridlni kultury (donorovy kmen Jevons B, transduktanty)
o Komercni kity pro izolaci plazmidové DNA (pro PCR, klonovani, sekvenovani, in vitro transkripce) :
- High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche)
- nebo NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel)
o Plastové Spicky, pipety, mikrozkumavky, PBS, lyzostafin, konické 15 ml zkumavky.
o SERVA agaroza, elektroforeticka vana a prislusenstvi, velikostni marker.

A. 1zolace plazmidové DNA

Kit je urcen pro izolaci plazmidové DNA metodou zaloZenou na alkalické lyzi u E. coli a s niZe uvedenou
modifikaci u druhu S. aureus.

Postup:

1.den
1. Naockovat stafylokokovou bakteridlni kulturu s pfislusnym plazmidem, inkubovat 18h/37 °C ve 20 ml MPB.

2.den
Pracujeme v lamindrnim boxu, sterilné

Centrifugovat cca 7 ml bakterialni kultury pfi 4500 rpm/15 min.
Odstranit supernatant, promyt v 5 ml PBS, resuspendovat pelet.
Centrifugovat pfi 4500 rpm/15 min., odstranit veskery supernatant.

PN PR

Pripravit lyzacni smés: 235 pl suspenzni pufr (soucast kitu: Roche roztok €. 1, Macherey-Nagel roztok A1),
15 pl lyzostafinu.

5. Pelet dikladné resuspendovat v pfedem pfipravené lyzacni smési (250 ul), prepipetovat do Eppendorfovy
mikrozkumavky a inkubovat pfi 37 °C do lyze bunék (projasnéni, zvyseni viskozity) cca 30 min.— 2 h.

Pracujeme na stole podle ndvodu vyrobce kitu
6. Pridat 250 pl lyza¢niho pufru (Roche roztok €. 2, Macherey-Nagel roztok A2), promichat pomalym

prevracenim zkumavky, inkubovat 5 min/pokojova teplota.

7. Pridat 250 pl (roztok ¢. 3, Roche) nebo 300 pl (roztok A3, Macherey-Nagel) vazebného pufru. U kitu Roche
inkubovat na ledu 5 min a roztok €. 3 pfedem vychladit. Zkumavku opatrné promichat, abychom dosahli co
nejvyssi vytéZzek plazmidové DNA bez chromozomalni DNA.

8. Centrifugovat 10 min pfi max. otackach.

9. Supernatant pfenést na filtr kolonky umisténé do sbérné zkumavky. Navazani DNA na filtr centrifugaci
max. rpm/1 min.




10. Promyvat DNA podle doporuceni vyrobce kitu.
Roche: 500 pl roztok ¢. 4, centrifugovat pfi max. rpom/1 min; 700 pl roztok €. 5, centrifugovat pfi max.
rom/1 min (dvakrat po sobé, odstranéni veskerého roztoku)
Macherey-Nagel: 450 pl pufru AQ, centrifugovat pfi max. rpm/3 min (odstranéni veskerého roztoku).
11. Eluovat DNA. Opatrné odstranit sbérnou zkumavku a umistit kolonku do sterilni mikrozkumavky pro
uchovani DNA.
Roche: napipetovat na stfed filtru 50-100 pl eluéniho pufru, centrifugovat pfi max. rpm/1 min, pro vyssi
vytézek elu¢ni pufr zahfat na 60 °C a nechat stat 10 min. pfi lab. teploté.
Macherey-Nagel: napipetovat na stfed foltru 50 ul elu¢niho pufru AE, inkubovat 1 min. pfi laboratorni
teploté, centrifugovat pfi max. rpm/1 min.
12. Stanovit Cistotu a koncentraci DNA.
13. DNA uchovavat v mikrozkumavkach pfi -20 °C.

B. Elektroforéza (ELFO) v agarézovém gelu

Fragmenty nukleovych kyselin Ize dle jejich velikosti rozdélit elektroforézou (Obr. 9). Elektroforéza vyuziva
rozdilné pohyblivosti jednotlivych fragmentl danou pravé jejich rozdilnou velikosti. Nukleova kyselina nese
diky zdporné nabitym fosfatim zaporny ndaboj, a proto se v elektrickém poli pohybuje od zaporného pdlu
(katody) ke kladnému (anodé).

ELFO je jedna ze separacnich technik vyuZivana pfi izolaci a analyze nukleovych kyselin. Principem ELFO
separace je pohyb nabitych molekul v elektrickém poli. Hlavnim nositelem ndboje nukleovych kyselin jsou
negativné nabité fosfatové skupiny, a proto se nukleové kyseliny v elektrickém poli pohybuji k opacné nabité
elektrodé - anodé. Rychlost pohybu molekul DNA v gelu (elektroforetickd pohyblivost) je nepfimo Uumérna
logaritmu jejich velikosti. Konvenéni elektroforézou v agarézovém gelu Ize separovat molekuly nukleovych
kyselin o velikosti od 100 bp do cca 50 kb. Gely o nizsi hustoté (0,7-1,2 % agardza) jsou pouzivany k separaci
velkych fragment( (tisice bazi), gely o vyssi hustoté (1,5-3 % agardza) jsou pouZivany k separaci malych
fragment( (stovky aZ desitky bazi). Standardné se pouZiva napéti 5 - 8 V/cm.

Molekuly nukleovych kyselin v gelu je nutné vizualizovat barvenim. Nejcastéji je pouZivan etidiumbromid, ktery
se vmezefuje mezi sousedni pary bazi v DNA (resp. RNA) a vytvafi s nimi komplex, ktery po osvétleni UV
svétlem cervené fluoreskuje.

Obr. 9: Schématické znazornéni rozdéleni DNA pomoci metody ELFO
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Postup:

1. Navazit potfebné mnozstvi (podle pozadované hustoty gelu) agarézy SERVA do nadoby o vhodném objemu

e pouZité sklo musi byt Cisté, nesmi obsahovat zbytky myciho prostfedku

2. Pfidat potfebné mnoZstvi 1xTAE pufru

o nejlépe pouZit pufr ze stejné vdrky redéni jako bude v ELFO vané, aby byl zajistén shodny obsah jontt a

tim stejnomérné vedeni elektrického napéti béhem ELFO

e 1XTAE se ptipravuje fedénim ze zasobniho 50x koncentrovaného roztoku TAE.

e Potfebny objem pfidavaného 1xTAE pufru zjistime nasledujicim vypoctem:

V = Sifka gelu x délka gelu x vyska gelu (vidy 0,5 cm)
3. Agardzu rozpusténou v 1XTAE pufru rozvafujeme opatrné v mikrovinné troubé (1 — 3 min. podle vykonu
zvoleného spotrebice)

e agardzovy gel opatrné promichdme (pozor na utajeny var)

e nechat vytemperovat na 55 °C

¢ nalit do pripravené formy, ktera je vyvazena pomoci vodovahy do roviny

4. 1xTAE pufr v ELFO vanach je nutno vyménovat po cca 4 cyklech bézné délky (1-2 h) nebo po kazdém
dlouhém cyklu (3 h a vice)
5. Nandaseni vzork:

e kvzorku, ktery chceme nanaset na pfipraveny gel pfiddme malé mnozZstvi nanasecicho pufru, na gel
nandasime cca 10pl vzorku s nanasecim pufrem, nezapominame na pozitivni a negativni kontroly a
velikostni standard.

e optimalni velikost elektrického napéti pti elektroforéze se udava jako 5-8 V/cm

6. Gel barvime cca 30 min v lazni s ethidiumbromidem o konc. 1 pg/ml (zas. roztok 10 mg/ml) tj. 60 pl EtBr do

600 ml 1xTAE.

7. Nabarveny gel oplachnout v destilované vodé. Foceni gelu.

Pozn: Veskerou préci s EtBr je nutno provadét v NITRILOVYCH RUKAVICICH!!! Pokud dojde ke kontaminaci
EtBr, je nutné tuto plochu osetfit dekontaminacnim roztokem.

Obr. 10: Vysledky izolace plazmidové DNA z transduktant

A: selekce transduktant na tetracykllinu B: selekce transduktant na kadmiu
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M — velikostni standard (DNA Marker 1ll); JB — donorovy kmen Jevons B; 1-5 — transduktanty selektované na tetracyklinu

(plazmid 4,4 kbp), 6-10 — transduktanty selektované na kadmiu (plazmid 28 kbp)



C. Konformace plazmidové DNA a jeji mobilita v agarézovém gelu

Molekula plazmidové DNA se v burikdch pfirozené vyskytuje v superhelikdlni formé (jinak oznacovdno CCC
forma nebo také forma I). Tato uzaviena cirkularni forma vsak diky zlomlm konvertuje na otevienou cirkularni
formu (OC nebo také forma Il), ktera je spolu s relaxovanou formou plazmidu stabilné&jsi (Obr.1). Zlomy mohou
byt zplsobeny mechanickym poskozenim pfi manipulaci se vzorkem béhem izolace nebo plsobenim
endonukledz Stépicich superhelikalni DNA (napf. DNA-4za 1). V nativni bufice o formé plazmidu rozhoduji
enzymy oznacované jako DNA gyrdzy, které za spotieby energie z ATP zavadéji superhelikdlni smycky do
plazmidové DNA a enzymy navozujici relaxovany stav (relaxazy). Béhem replikace se mohou vytvaret formy
obsahujici vice nez jednu molekulu stejné plazmidové DNA. Nejcastéji jsou vytvareny dimery nebo trimery.

Obrazek 1.:Topoizomerni formy plazmidu.
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plazmidova DA na cirkularni formu
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Circular, single-stranded

Jednotlivé formy pak béhem elektroforézy na agarézovém gelu migruji riznou rychlosti, pficemz nejrychleji se
pohybuje nejvice kondenzovana a tudiz nejmensi CCC forma.

Elektroforetickd mobilita od nejnizsi po nejvyssi:

o Stépena, oteviena cirkularni forma (nicked): $tépena v jednom z fetézct DNA - NEJPOMALEJSI

¢ Linearni forma (linear): linearizovana forma, vznik rozstépenim obou rfetézcd.

¢ Uvolnéna cirkuldrni forma (relax circular): oba fetézce DNA jsou nestépené, k relaxaci dochazi

enzymaticky

* Superspiralizovana denaturovana forma (supercoiled denatured): jedna se o spiralizovanou formu, ktera je
ale méné kompaktni tim, Ze nékteré oblasti molekuly jsou nesparovany

« Superspiralizovana forma (supercoiled): spiralizovana nestépena, kruhova molekula — NEJRYCHLEJSI

Obrazek 2.:Topoizomerni formy plazmidu a jejich elektroforeticka mobilita.
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Uloha: Stanoveni po¢tu kopii plazmid( (plasmid copy number — PCN) v bufice pomoci QPCR

Cil ulohy: Stanovit pocet kopii penicilindzového a tetracyklinového plazmidu u transduktant, kmene S.
aureus Jevon B a kmene RN 4220 na bakteriadlni buriku pomoci QPCR.

Absolutni kvantifikaci stanovime pocet kopii genu blaZ , tetK lokalizovaného na plazmidu a bakterialniho
genu SAU lokalizovaného v jedné kopii na bakteridlnim chromozomu. Pfesny pocet plazmidl na buriku
(PCN) stanovime podle vztahu:

velikost chromozomilni DNA [bp] % mnozstvi plazmidové DNA [pg]

PCN =
velikost plazmidové DNA [bpl x mneoistvi chromozomilni DNA [pg]

Pfesny postup:

LEe C.L. - Ow D.S. - OH S.K. Quantitative real-time polymerase chain reaction for determination of plasmid
copy number in bacteria. ] Microbiol Methods, 2006, 65: 258-267.

LEE C et al. Absolute and relative QPCR quantification of plasmid copy number in Escherichia coli.
J Biotechnol., 2006, 123: 273-280.

Seznam materialu:

e Celogenomova bakterialni DNA pro pripravu kalibracni primky, desitkové redéni od 100 ng do 0,1 pg
(1. Skupina). Kvantifikace bakterialniho genu SAU lokalizovaného na bakterialnim chromozomu.

e Plazmidovd DNA pro pfipravu kalibraéni primky, desitkové rfedéni od 100 ng do 0,1 pg (2. skupina).
Kvantifikace plazmidového genu blaZ nebo tetK v zavislosti na typu kvantifikovaného plazmidu (pT181
nebo pUSA300-HOUMR-like).

e  DNA neznamych vzorkd.

e LightCycler® 480 SYBR Green | Master (protokol na strankach vyrobce https://pim-
eservices.roche.com/LifeScience/Document/c5c29b3a-97ed-e311-98a1-00215a9b0ba8)

e RT-PCR grade water

Pro gPCR je pouzivan pfistroj znacky Roche — Light Cycler 480 Il. VSechny reakce jsou pripravovany v
triplikdtech v optickych 96-jamkovych destickach. Reakéni smés je pfipravovana v objemu 10 ul a obsahuje
5 ul 2x konc. Master Mix (Roche), primery o vysledné koncentraci 300 uM, pfislusSnou DNA v celkovém
objemu 1,25 pl.

Standardni fada pro gqPCR je pfipravena 10-ti nasobnym fedénim plazmidové a celogenomové DNA.
Standardni fedici fady jsou idedIné pripravovany ze zasobnich vzorkd celogenomové DNA a jsou skladovany
pti -20°C.

Postup:

1. lzolace plazmidové a celogenomové DNA pro pripravu kalibracni pfimky.
2. lzolace celogenomové DNA neznamych vzork( (transduktant).
3. Priprava kalibracnich rad:


https://pim-eservices.roche.com/LifeScience/Document/c5c29b3a-97ed-e311-98a1-00215a9b0ba8
https://pim-eservices.roche.com/LifeScience/Document/c5c29b3a-97ed-e311-98a1-00215a9b0ba8

TFi rlzné kalibracni pfimky:
I. skupina (Tab.l):

- kalibrac¢ni pfimka z celogenomové bakteridlni DNA (kmen Jevons B) pro stanoveni poctu kopii genu SAU,
redéni pripravit v koncentracich: 100 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pga 0,1 pg

- kalibraéni pfimka bude mit celkem sedm datovych bod( a kazdé fedéni bude pipetovano na 96-jamkovou
desticku v triplikatu (pf. 100 ng — jamky A1-A3) — z dvodU stanoveni primérné hodnoty C; a standardni
odchylky.

Il. skupina (Tab.ll):

- kalibraéni pfimka z plazmidové bakterialni DNA (kmen Jevons B) pro stanoveni poctu kopii genu blaZ,
fedéni pripravit v koncentracich: 30 ng, 3 ng, 0,3 ng, 30 pg, 3 pg, 0,3 pg a 0,03 pg

- kalibraéni pfimka bude mit celkem sedm datovych bod( a kazdé rfedéni bude pipetovano na 96-jamkovou
desticku v triplikatu (pf. 30 ng — jamky A1-A3) — z dlvod( stanoveni pramérné hodnoty C: a standardni
odchylky.

ll. skupina (Tab.lll):

- kalibraéni pfimka z plazmidové bakterialni DNA (kmen Jevons B) pro stanoveni poctu kopii genu tetK,
fedéni pripravit v koncentracich: 30 ng, 3 ng, 0,3 ng, 30 pg, 3 pg, 0,3 pga 0,03 pg

- kalibracni pfimka bude mit celkem sedm datovych bodu a kazdé fedéni bude pipetovano na 96-jamkovou
desticku v triplikatu (pf. 30 ng — jamky A1-A3) — z dlGvod( stanoveni pramérné hodnoty C: a standardni
odchylky.

Pozn.: Pracovat idediné ve tfech skupindch, kazda skupina pfipravi jednu reakcni smés a jednu kalibracni
primku. Skupina | a Il napipetuje jednu desticku dohromady, skupina Ill (gen tetK) napipetuje desticku zvlgst.

4. Pripravit Master Mix:

1x .
SYBR Green | Master 5
Primer R (5uM) 0,75
Primer F (5uM) 0,75
PCR voda 2,25
DNA 1,25
Celkem 10

5. Do jamek na 96 jamkové desticce pipetovat 8,75 ul takto pfipraveného mastermixu (triplikaty viz Tab. I, Il
ali).

6. Do jamek dle Tab. I, Il a lll napipetovat DNA kalibra¢ni pfimky a neznamych vzork( (1,25 ul/jamka).
Pracovat rychle, reagencie chladime na ledu, desticku nevystavujeme zbytecné dlouho pfimému svétlu.

7. Do jamek oznacenych jako ,non template” pipetujeme pouze vodu — slouZi jako negativni kontrola.

8. Provést QPCR, po skoncéeni béhu stanovit Treshold a jednotlivé C;.

Pozn.: V tabulce IV vidite vzorové vysledky, koncentrace DNA jsou prepocitdny na log hodnoty, je tfeba téz
zapocitat objem DNA, ktery ddvdte do reakce. Graf | ukazuje, jak by mél vypadat findIni vystup v protokolu.



Program reakce:

. Iniciaéni denaturaéni krok : 95°C/10 min.
II.95°C/15 s
40x
lIl. 60°C/45 s
IV. disocia¢ni krok: 95°C/15 s; 60°C/60 s; 95°C/15 s; 60°C/15 s

9. Vypoditat u¢innost PCR z grafu: hodnoty log. Fedéni vs. primérné hodnoty C; , zjistit E, E%, R%, smérnici
ptimky (k) — vzor viz Tab. lll, Graf I.

Dle vzorcu:

Vypocet efektivity reakce (E)
y=ax+b; kde a=k

Smeérnice (k)= -Log (E+1)
E=10k

E[%]= (E-1)x100

Stanoveni PCN — vypocty do protokolu
Z dat uvedenych v pdf souborech, které exportujete po dokonceni reakce:

1. Vytvorte graf zavislosti log koncentrace na Cp standardu a nezndmych vzorku

- proloZte datové body regresni pfimkou a vypoditejte rovnici pfimky a R? pro oba béhy (kvantifikace genu blaZ
nebo tetK a genu SAU) do jednoho grafu

- vypocitejte a uvedte efektivitu obou béht v %
- zdUvodnéte proc je hodnota E mensi ptipadné vétsi nez 100%
- srovnejte svoje vypocty s vysledky uvedenymi v pdf souborech

2. Vypocditejte hodnoty PCN pro oba nezndamé vzorky podle vztahu uvedeného v zadani ulohy




Tabulka I: Priprava kalibrac¢ni pfimky pro gen SAU
Kalibraé¢ni pfimka pro primery SAU1 a SAU2 (300 nM, 300 nM)

celogenomova
DNA Jevons B

celogenomova
DNA

Forward

Reverse

pocet
vzorkl

Master
Mix

F
primer

R
primer

PCR voda

ul

Wells Ml\a/lsi:(er primer primer Konf)e’\rl\;race Templat PCR voda K:Ejif:y
S5um 5uM
Al1-A3 5 0,75 0,75 100 ng 1,25 2,25 10
A4-A6 5 0,75 0,75 10 ng 1,25 2,25 10
A7-A9 5 0,75 0,75 1ng 1,25 2,25 10
A10-A12 5 0,75 0,75 0,1 ng 1,25 2,25 10
B1-B3 5 0,75 0,75 0,01 ng 1,25 2,25 10
B4-B6 5 0,75 0,75 0,001 ng 1,25 2,25 10
B7-B9 5 0,75 0,75 0,0001 ng 1,25 2,25 10
Master For_w ard Re\'lerse Koncentrace ., PCR Konecny
Vzorek Wells Mix primer primer DNA Templat voda objem
5uM S5uM
Transdukta |C1-C3 5 0,75 0,75 10 ng 1,25 2,25 10
Transdukta | c4-c6 5 0,75 0,75 1ng 1,25 2,25 10
Transdukta | C7-Cc9 5 0,75 0,75 10 ng 1,25 2,25 10
Transdukta | C10-C12 5 0,75 0,75 1ng 1,25 2,25 10
Bez tem.|D1-D3 5 0,75 0,75 - 0 3,5 10




Tabulka lI: Pfiprava kalibra¢ni pfimky pro gen blaZ

plazmidova DNA S. aureus Jevons B

celogenomovd DNA ztransduktant
(blaz)

Kalibracni pfimka pro primery blaz-F a blaz-R (300 nM, 300 nM)

Forwa

Reverse - pocet v
Wells Master Mix r.d primer Koncentrace Templét PCR Kon.ecny Eastic pocet° Mas.ter .F .R PCR
prime 5 DNA voda objem L vzorkd Mix primer | primer | voda
M prepocet
rS5pM
D4-D6 5 0,75 0,75 30 ng 1,25 2,25 10 ul
D7-D9 5 0,75 0,75 3ng 1,25 2,25 10
D10-D12 5 0,75 0,75 0,3 ng 1,25 2,25 10
E1-E3 5 0,75 0,75 0,03 ng 1,25 2,25 10
E4-E6 5 0,75 0,75 0,003 ng 1,25 2,25 10
E7-E9 5 0,75 0,75 0,0003 ng 1,25 2,25 10
E10-E12 5 0,75 0,75 | 0,00003 ng 1,25 2,25 10
Mast Forward R K ¢ « L
Vzorek Wells as. € primer ) everse oncentrace Templat | PCR voda on.ecny
r Mix SuM primer 5uM DNA objem
Transduktanta || F1-F3 5 0,75 0,75 10 ng 1,25 2,25 10
Transduktanta | | F4-F6 5 0,75 0,75 1ng 1,25 2,25 10
Transduktanta Il | F7-F9 5 0,75 0,75 10 ng 1,25 2,25 10
Transduktanta Il | F10-F12 5 0,75 0,75 1ng 1,25 2,25 10
Bez tem. | G1-G3 5 0,75 0,75 - 0 3,5 10




Tabulka lll: Priprava kalibraéni pfimky pro gen tetK (na zvlastni desti¢ku)

plazmidova DNA S. aureus Jevons B

celogenomovéd DNA ztransduktant
(tetK)

Kalibracni pfimka pro primery tetK-F a tetk-R (300 nM, 300 nM)

Wells M;Is.ter F::iv:‘?:' To?il:mtre Koncentrace Templét PCR Kon.eEny’ ?g:;: poEei: Mas'ter .F .R PCR
x 5uM 5uM DNA voda objem prepotet vzork Mix primer | primer | voda
A1-A3 5 0,75 0,75 30 ng 1,25 2,25 10 ul
A4-A6 5 0,75 0,75 3ng 1,25 2,25 10
A7-A9 5 0,75 0,75 0,3ng 1,25 2,25 10
A10-A12 5 0,75 0,75 0,03 ng 1,25 2,25 10
B1-B3 5 0,75 0,75 0,003 ng 1,25 2,25 10
B4-B6 5 0,75 0,75 0,0003 ng 1,25 2,25 10
B7-B9 5 0,75 0,75 | 0,00003 ng 1,25 2,25 10
Master For'ward Reverse Koncentrace . Konecny
Vzorek Wells Mix p:':n“:r primer 5uM DNA Templat | PCR voda objem
Transduktanta || c1-C3 5 0,75 0,75 10 ng 1,25 2,25 10
Transduktanta | | C4-C6 5 0,75 0,75 1ng 1,25 2,25 10
Transduktanta Il | C7-C9 5 0,75 0,75 10 ng 1,25 2,25 10
Transduktanta Il | C10- 5 0,75 0,75 1ng 1,25 2,25 10
Bez tem. | D1-D3 5 0,75 0,75 - 0 3,5 10




Predpokladany vysledek (vzor)

genomova genomova

genomova DNA DNA

DNA Tr.COL Tr.COL Tr.COL Efektivita
blaz 1 2 3 4 5 6 124 ng 12,4 ng 1,24 ng Efektivita %
Qty (pg/ul) 14000 1400 140 14 1,4 0,14 403000 96200 10400 | 1,951651 95
log Qty 4,146 3,146 2,146 1,146 0,146 -0,8539 5,605 4,983 4,017
Ct (prumer) 13,5308 17,168 20,6172 24,2799 27,5558 30,6694 8,7016 10,8138 14,1348
StDev +/- 0,0898 0,1136 0,0741 0,0594 0,1389 0,3111 0,2667 0,0629 0,0612

genomova genomova

genomova DNA DNA genomova genomova genomova Efektivita

DNA Tr.COL | Tr.COL Tr.COL DNA COL DNA COL DNA COL | Efektivita reakce
mecA 1 2 3 4 5 6 124 ng 12,4 ng 1,24 ng 109 ng 10,9 ng 1,09 ng reakce (%)
Qty (pg/ul) 29700 2970 297 29,7 2,97 0,297 103000 14100 927 126000 20700 2610 1,914186 91%
log Qty 4,473 3,473 2,473 1,473 0,473 -0,527 5,013 4,149 2,967 5,100 4,316 3,417
Ct (prumer) 13,049 16,444 20,02 23,754 27 30,793 11,108 14,128 18,367 10,772 13,542 16,722
StDev +/- 0,041 0,043 0,043 0,119 0,166 0,138 0,333 0,012 0,328 0,2 0,141 0,046

Zavislost Ct na logaritmickych hodnotach koncentraci, vypocet efektivity reak

¢ plasmid DNA- gene blaZ
A genomic DNA - gene mecA
—— Regression line of genomic DNA (gene mecA)

—— Regression line of plasmid DNA (gene blaZ)

y = -3,5463x + 28,839
R? = 0,9997

Plasmid copy number in bacterial cell
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Polyvalentni bakteriofag a jeho endolysin

Rostouci rezistence bakterii k antibiotikim vede k obnoveni zajmu o jiné zpUsoby lé¢by bakterialnich
infekci. Jednou z vyuzitelnych alternativ je fagova terapie, kterad je znama bezmadla sto let. Jeji princip
spocivd v usmrceni bakterii jejich viry oznacovanymi jako bakteriofagy, v pfirozeném procesu
mnozZeni virového potomstva. Idedini terapeuticky bakteriofdag ma Siroké rozmezi hostitel(, jinymi
slovy je polyvalentni, neprenasi zddné geny z hostitele transdukci a jeho Zivotni cyklus je striktné
lyticky (Obrdzek 1). Pti lytickém Zivotnim cyklu se fag adsorbuje na povrch hostitele, nasleduje injekce
genomové DNA do bunky, kterd je v zdpéti transkribovdna a translatovdna. Postupné dochazi
k zastaveni exprese bakteridlnich genli a degradaci bakterialni DNA, namisto toho je replikovana
fagova genomova DNA a jsou syntetizovany proteiny nezbytné pro pribéh infekce a strukturni
proteiny fagového kapsidu. Nové virové potomstvo se sestavi uvnitf hostitelské buriky a je ndsledné
uvolnéno lyzi bunécéné stény hostitele. Tu zprostfedkovavaji fagem kdédované enzymy exprimované
na konci Zivotniho cyklu.

Obrazek 1: Zivotni cyklus lytického faga (ref. https://www.flickr.com/photos/hixtine/6374709127 )
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Stafylokokové bakteriofagy s lytickym zplsobem Zivota patfi do celedi Myoviridae. lejich Zivotni
cyklus trva kolem 30 minut a na jeho konci vyuZivaji pro uvolnéni potomstva z bunék enzymy
endolyzin a holin (amidazu). Holiny jsou malé membranové proteiny, které kontroluji spravné
nacasovani lyze. V prabéhu fagového Zivotniho cyklu se akumuluji v plazmatické membrané, po
dosazeni kritické koncentrace se oligomerizuji a vytvofi kandlek, ptes ktery jsou transportovany


https://www.flickr.com/photos/hixtine/6374709127

endolyziny. Endolyziny se tak dostanou na misto svého pusobeni neboli k bakteridlnimu
peptidoglykanu, ktery S$tépi mezi N-acetylmuramouvou kyselinou a N-acetyl-D-glukozaminem.
Endolyziny jsou schopné Stépit bunécnou sténu i zvnéjsi strany a byly by tak vyuZitelné jako
antibakterialni agens.

Uloha: Setfih figového endolyzinu

Sestfih RNA byl povaZovan za charakteristicky znak exprese eukaryotickych gen(, avsak dnes je
zndmo i mnoZstvi prokaryotickych genl, jejichz RNA obsahuje introny. Pfikladem takového genu je
gen pro endolyzin faga K, ktery infikuje Siroké spektrum hostitel druhu Staphylococcus aureus.
V dnesnim cviceni se seznamite s izolaci RNA u grampozitivnich prokaryot a se zadsadami prace s RNA.

Stejné jako u izolace bakteridlni DNA, také bakteridlni RNA se purifikuje a izoluje nékolika moznymi
zpUsoby. Mohou se pouzivat specialni komeréné dostupné kity s kolonkami, kde jejich matrix na sebe
navaZe RNA z roztoku a RNA je postupné purifikovana na kolonce. Ddle se pouZivd metoda zaloZend
na izolaci fenol-chloroformem nebo fada komercéné dostupnych produktd, velmi rozsifena je izolace
TRIzolem nebo RNazolem.

Pti praci s RNA je nutné dodrZovat nékolik zdsad, protoze RNA je velice nachylnd na plsobeni RNaz
z prostiedi. Striktné pracujeme v rukavicich, pouzivdme sterilni Spicky s filtrem, pipety urcené pro
praci s RNA, vodu prostou nukleaz (napfiklad osetfenou diethylpyrokarbonatem = DEPC) a idedlné
pracujeme v ¢asti laboratore, ktera je vymezena pouze pro praci s RNA.

Pfevazna cast bakterialni RNA je tvorfena dvéma typy ribozomadlni RNA (16S rRNA a 23S rRNA) a
mMRNA. Sprdvné izolovana totalni bakteridlni RNA tvofi na elektroforetickém gelu dva celistvé prouzky
(horni 23S a dolni 16S rRNA) (viz obr.).

Obr. (a) celkova bakterialni 16S a 23S rRNA, (b) purifikované podjednotky bakterialni RNA

@) (b) podjednotky RNA
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l1zolace celkové RNA TRIzolem

NiZe uvedeny postup popisuje izolaci celkové bakteridlni RNA pomoci komeréné dostupného TRIzolu.
Kit je moZné pouzivat pro gram-pozitivni a gram-negativni bakterie.

V prvnim kroku jsou bakterialni buriky rozruseny sklenénymi kulickami. Lyzi bunék a udrZeni integrity
RNA napomaha TRlzol. Po pfidani chloroformu ve druhém kroku a nasledné centrifugaci dojde
k oddéleni bezbarvé vodné faze s obsahem RNA a rlzZové organické faze, kterd obsahuje bunééné



zbytky. RNA je zvodné faze precipitovdna izopropanolem a shromazdéna na dné zkumavky
centrifugaci. Po precisténi RNA ethanolem je ziskany pelet RNA rozpustén v DEPC vodé.

Seznam materialu:

e Bakteridlni kultura, fag
e Komercni kit pro izolaci celkové bakterialni RNA:

TRIzol® Max™ Bacterial RNA Isolation Kit; Kat. &.: 16096-040 (Ambion®)*
e Roztoky, chemikalie, média: 20 ml MPB, DEPC voda, chloroform
o Plasty: Spicky s filtrem, pipety pro praci s RNA

e Ostatni vybaveni: laminarni box pro praci s RNA, stolni centrifuga, mikrozkumavky, Dry Heater

Postup?:

1.den

2.den

PN WU

10.
11.
12.

13.

14.
15.

16.
17.
18.

Naockovat bakterialni kulturu, inkubovat 18h/37 °C ve vhodném kultivaénim médiu.

Pfeockovat 2 ml kultury do 20 ml cerstvého média a kultivovat pfi 37°C do ODeggo = 0,3 —
0,5 (cca 108 CFU/m).

Smichat bakterialni kulturu s 2 ml fdgového lyzatu (zésobni titr kolem 108 PFU/ml) a CaCl,
do vysledné koncentrace 0,002 M.

Ihned odebrat 1,5 ml suspenze do sterilni mikrozkumavky (¢as T = 0 min), poté
pokracovat v odbérech v ¢ase T =5; 10; 15 a 20 min.

Po odbéru suspenzi ihned centrifugovat 15 000 rpm/1 min na stolnich centrifugach.
Ziskany pelet resuspendovat v 1 ml TRIzolu a prenést do mikrozkumavky s kulickami.
Homogenizovat na homogenizatoru 2 min.

Centrifugovat 10 000 g/3 min/4°C a vzorek prenést do Cisté RNase-free zkumavky (bez
kulicek!!!1).

Pfidat 0,2 ml vychlazeného chloroformu a promichat pfevracenim zkumavky.

Inkubovat 2 — 3 min/laboratorni teplota.

Centrifugace 12 000 g/15 min/4 °C.

Prenést vodnou fazi obsahujici RNA (cca 400 pl) do ¢isté mikrozkumavky.

Pozn. Je-li vodnd faze nariiZovéld, pridat znovu chloroform a opakovat predchozi kroky.
Pfidat 0,5 ml na ledu vychlazeného izopropanolu a pomalu promichat prevracenim
zkumavky.

Inkubace 10 min/laboratorni teplota.

Centrifugace 15000 g/10 min/4 °C. Opatrné odsat supernatant, RNA se jevi jako
poloprahledny gel na spodu zkumavky.

Resuspendovat pelet v 1 ml 75 % etanolu a dobte zvortexovat.

Centrifugovat 7 500 g/5 min/4 °C. Opatrné odstranit supernatant.

Pelet RNA susit na vzduchu, nepouZivat suseni ve vakuové odparce.

1 Orlginélni protokol viz stranky distributora kitu:
http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/trizolmax_man.pdf
2pfed vlastnim experimentem je nutné vychladit rotor centrifugy a vychladit chemikalie.



19. VysuSenou RNA rozpustit v 25-50 pl DEPC vody. Lze zahtat na 60 °C/10 min, pokud je
tfeba zvysit rozpustnost RNA.

20. Na nanodropu zjistit koncentraci a Cistotu RNA, uchovdvat v lednici pfi -80°C max 2
mésice.

Osetieni RNA DNazou

Pro citlivé analyzy jako PCR, gPCR a sekvenovani je nezbytné zbavit vyizolovanou RNA zbytki
genomové DNA. Pro tento Ucel se pouzivaji specidlni DNazy pfipravené tak, aby neobsahovaly stopy
RN4z. Po probéhnuti reakce je nutné odstranit DN4zu, aby nedoslo k degradaci cDNA pfi reverzni
transkripci, a divalentni kationty z pufru, aby nemohly slouzZit jako kofaktory pro nukledzy z prostredi.

TURBO DNA-free 5 ™ Kit, Catalog nr AM1907

https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/cms 055740.pdf

Postup:

1. Pfipravit reakéni smés o vysledném objemu 50 pl:

Slozka Objem

RNA max 10 pg/ 50 pl reakéni smési

10x Pufr 10 pl

DNase 1ul

ddH,0 doplnit do vysledného objemu 50 pl

2. Inkubace 60 min/37°C.
3. Zastavit reakci pridanim 0,1 objemu (=5 pl) Inactivation reagent (ten obsahuje kulicky, dobre
ho pred pfidanim zvortexovat).
4. Inkubace 5 min pfi laboratorni teploté, 2-3x promichat prevracenim (flick the tube).
5. Centrifugace 10 000 g/1,5 min, pfepipetovat supernatant do sterilni zkumavky.
Piepis RNA do cDNA

Roche Transcriptor first strand cDNA synthesis Kit, Catalog nr 04379012001

https://shop.roche.com/shop/products/transcriptor-first-strand-cdna-synthesis-kit~

!11lPracovat na ledu, pouZivat RNase free plasty, vodu!!!!

RNA je pro svou nachylnost k degradaci nevhodna pro dlouhodobé skladovani a dalsi aplikace. Z toho
dlivodu se prepisuje do komplementarni DNA pomoci reverzni transkriptazy. Rekombinantni enzym
v tomto kitu ma také aktivitu RNazy H, kterd degraduje RNA z RNA:DNA hybridu. Jako primery se u
reverzni transkripce vyuzivaji ndhodné hexanukleotidy nebo oligodT. Pro zvySeni stability RNA za
vysSich teplot se do reakéni smési pfidava také Inhibitor RNaz. Pro ukonceni reakce se smés zahfeje
na vysokou teplotu, ¢imz dojde k degradaci reverzni transkriptazy.

Postup:
1. Pripravit mastermix (bez RNA) podle nasledujici tabulky
Slozka Zasobni Vysledna Objem v1 | Objem v
koncentrace koncentrace vzorku (20 pl) | vzorcich
Random 600 uM 60 uM 2 ul
hexamers
Pufr 5x 1x 4 ul



https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/cms_055740.pdf
https://shop.roche.com/shop/products/transcriptor-first-strand-cdna-synthesis-kit¨

RNase Inhibitor | 40 U/l 20U 0,5 ul
dNTP 10 mM kazdy 1 mM kazdy 2 ul

RT 20 U/l 10 pl 0,5 pl
ddH,0 - - YY ul
RNA Do1lpg XX ul

2. Rozpipetovat smés do mikrozkumavek, pfidat RNA (pokud byla skladovana v mrazadku, nahrat
predem 10 min pfi 65°C a schladit na ledu).

oukWw

Inkubovat 10 min/25°C (dochazi k nasedani primera).
Inkubovat 30 min/55°C (dochazi k syntéze cDNA, predevsim produktl do 4 kbp).
Inaktivovat reverzni transkriptazu 85°C/5 min, poté schladit na ledu.

Uchovdvat -15 az -25°C.

PCR pro detekci sestfihu endolyzinu

Navrzena PCR vyuzivd jednoho forward primeru F nasedajici na 5° konec genu a dvou reverse
primer(. Prvni reverse primer R1 se vaZe v oblasti intronu, druhy reverse primer R2 se vaze do exonu
za intronem (obr). Pfi PCR reakcich z genomové DNA vznika pro primerovy par F a R1 produkt dlouhy
1062 bp a pro primerovy par F a R2 produkt o délce 1600 bp. Pfi PCR se sestfizenou RNA (cDNA), pak

primery F a R2 daji vzniknout produktu o délce 732 bp. Produkt z primer0 F a R1 nevznika.

Nesestfizena RNA

amplikony

F

[r—

|
=
|

intron

R1

1062 bp

R2

Sestrizena RNA

F

[r—

1600 bp

amplikony

Postup:

R2

! 723bp

1. Namichat PCR pro kaZdy z reverse primeru podle nasledujiciho rozpisu Tab

Slozka Zasobni koncentrace | Vysledna koncentrace | Objem v 1 vzorku (25 pl) | Objemyv ...... vzorcich
FastStart | 2x 1x 12,5 pl

Primer F 10 uM 0,4 pM 1yl

PrimerR | 10 pM 0,4 pM 1yl

ddH,0 - - 8,5 ul

cDNA 2 ul

2. Vlozit vzorky do termocykleru a nastavit program podle Tab

Cyklus

Teplota

Cas Pocet cykli

Pocatecni denaturace

94 °C

5 min 1




Denaturace 94 °C 45 s

Nasedani primeru 50 °C 45s 35
Extenze 72 °C 90s

Zavérelna extenze 72 °C 7 min 1
Chlazeni 4°C nekonecno

3. Provést gelovou elektroforézu, jako marker vyuzit Zebficek 2log.

Literatura:

http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/trizolmax_man.pdf

Role of SH3b binding domain in a natural deletion mutant of Kayvirus endolysin LysF1 with a broad range of lytic activity.
Benesik, M., Novacek, J., Janda, L. et al. Virus Genes (2018) 54: 130. https://doi.org/10.1007/s11262-017-1507-2


http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/trizolmax_man.pdf

PRACOVNI LIST I

Mutace

Vypracoval:
IMENO, PHIMENT, UCO ettt ettt e e s e s s e e s et st st et e see

SEMESEE (SKUPINA) cevieiiietiet et sttt et et sttt st s et e e st a et eae st ses et eae et ses et easatesensetessstensannes

1. Vypocitejte frekvenci spontannich mutant ve vasem vzorku.
2. Navrhnéte tii zplisoby mutageneze pouZivané v genovém inZenyrstvi.
3. Jaka je pravdépodobnost vzniku mutace u prokaryot?

4. K éemu slouzi fluktuaéni test? Nakreslete schéma fluktuacniho testu a stru¢né popiste.

5. Vysvétlete proc je pro narust mutantnich kolonii na gradientu streptomycinu potieba vice ¢asu
neZ pro narust kolonii bez mutace?

6. Vysvétlete rozdil mezi spontdnni a indukovanou mutaci. Jaky typ mutace jste sledovali ve svém
experimentu vy?



PRACOVNI LIST II

Transdukce a stanoveni poctu kopii transdukovanych plazmidu v burice pomoci QPCR

Vypracoval:
JMENO, PHIMENT, UCO ettt ettt s sas st st e e e s st et sttt st

SEMESTE (SKUPING) cucvecieeee ettt ettt st st st e e e e st b et et e e eaestesbe st see e sansantesanas

1. Vypocitejte frekvenci vami provedené transdukce plazmidi

Frekvence transdukce pro plazmid pT181 (tetK, rezistence k tetracyklinu):

Frekvence transdukce pro plazmid pHOUMR-like (rezistence ke kadmiu):

Je frekvence transdukce stejna pro oba typy plazmidi? Vysvétlete.

2. Vytvoite graf zavislosti log koncentrace na Cp standardu a neznamych vzorkli u vami
provedené qPCR.

- pouzijte data uvedend v pdf souborech, které exportujete po dokonceni reakce

- proloZte datové body regresni pfimkou a vypoditejte rovnici pfimky a R? pro oba béhy
(kvantifikace genu blaZ nebo tetK a genu SAU) do jednoho grafu

- vypocitejte a uvedte efektivitu obou béhi v %

- zdlvodnéte proc je hodnota E mensi pfipadné vétsi nez 100%

-srovnejte svoje vypocty s vysledky uvedenymi v pdf souborech

3. Vypocitejte hodnoty PCN (pocet plazmidti na buriku) pro transduktanty.

4. Proc se do transdukcni smési pridava citrat sodny?

5. Jak byste ovéfili, Ze na selekénich plotnach vyrostly transduktanty a nejedna se o kontaminaci
donorem nebo jinym druhem?

6. Jak byste odlisili transdukujici ¢astice od Zivotaschopnych fagi?

7. Jakym zplisobem se bakterie brani pfijimani cizorodé DNA? A jakymi mechanizmy podporuji
pfijem nové genetické informace?



PRACOVNI LIST III

Konjugace

Vypracoval/a:
JMENO, PHIMENT, UCO .ottt et sas e e s st ettt et st

SEMESTE (SKUPING) cueivecieeee ettt ettt et st st se e e e b et et e e aas et sbe st st e aenbesberansanas

=

Vyjadrete frekvenci ziskanych rekombinantl na pocet bunék Hfr.

2.  Jaké jsou hlavni rozdily v konjugaci mezi grampozitivnimi a gramnegativnimi bakteriemi?

3. Dochazi ke konjugaci i u jinych prokaryotickych ¢i eukaryotickych organizmti (Archea,
kvasinky, plisné, protozoa)?

4. Ve své oblibené bakterii jste identifikovali plazmid. Jak byste zjistili, zda je konjugativni?



PRACOVNI LIST IV

GTA

Vypracoval/a

Jméno, Pfijmeni, UCO

Semestr (skupina)

1. Napiste 3 vlastnosti, které jsou pro GTA a bakteriofagy spoleéné/rozdilné:

2. Vyhledejte v literature, pro¢ se Rhodobacter capsulatus inkubuje za anaerobnich podminek a
v osvétleném termostatu.

3. Lyze bunék navozena uvolfiovanim GTA je v uloze kontrolovana mérenim absorbance
supernatantu spektrometrem pro vinové délky 750-950 nm. PriloZte obrazek méreni vaseho

vzorku a srovnejte s obrazkem nize. Vysvétlete, co pozorujeme.

Obrazek: Absorpcéni spektrum intracelularnich pigmentt R. capsulatus

0.060 4

0.050 4

0.040 4

0.030 4

Absorbance

0.020 4

0.010 1

0.000 4

e . """k—rr-a

T
750 800 850 900

Wavelength (nm)

950

4. Jaky je mechanizmus pfenosu Rif rezistence a jejiho stabilniho udrzeni v recipientni populaci
bakterii?



PRACOVNI LIST V

Pulzni gelova elektroforéza (PFGE)

Vypracoval:
IMENO, PHITMENT, UCO ettt ettt e s s e s s e e s et st st et see e

SEMESEE (SKUPINA) cueeveiiet ettt sttt et st et st ste s et e s st ses et eae st ses et eae et ses et easatesensetanesteneannen

5. Insilico PFGE

Pomoci nastroje http://insilico.ehu.es/digest/ provedte in silico PFGE genomu Staphylococcus
aureus subsp. aureus N315.

Pouzijte restriktazu Smal.

a) Kolik fragmentd vznikne takovymto stépenim.

b) Jaka je sekvence rozpoznavaciho mista pro restriktazu Smal

c) Jakou dalsi restriktazu (pripadné restriktazy) by bylo mozné pouzit, abychom ziskali 20 az 30
fragmentd DNA.

d) Jaké enzymy byste vyuzili pro PFGE u jinych druhi bakterii? Uvedte tfi pFiklady.

6. Zména restrikcniho spektra:

Na nasledujicim schématu in silico PFGE genomu S. aureus vyznacte a slovné popiste, jak by se na
restrikénim spektru projevila:


http://insilico.ehu.es/digest/

=
&
=

Length of sequence (sorted)

535855
443537
J2ed7a
2BYFES
2695895
216859
127938
118599
1a33a9
F7ERG
SEEaQ
SE45Q
41324
325868
23881
22857
19873
16295
w43
Ilad
31ad
slaa
Jlaa
sale
2957

T2T 5 kb

388.0 kb

201.0 kb

164.0 kb

7.0 kb

48.5 kb —_—

PFGE
1.2 % Agarose
Lambda Ladder

PFGE spektrum a.

PFGE spektrum b.

a) Integrace bakteriofaga o priblizné velikosti genomu 44 kb, ktery nenese restrik¢éni misto pro
Smal. Uvaiujte zaclenéni do fragmentu o velikosti 77 889 bp.

b) Mutace vedouci ke vzniku nového Smal restrikéniho mista, které rozdéli fragment o velikosti

216 659 bp cca na poloviny.

7. Na obrazku elektroforetického gelu genomové DNA vybranych stafylokokovych kmenii

Stépenych restrtiktazou Smal vyznacte a slovné popiste zménu v restrikénim spektru, ktera

nastala. Srovnejte s Vasimi vysledky.

a. Integracifaga 53 do genomu kmene S47

b. Integraci faga 11 do genomu kmene ISP8
c. Integracifaga 47 do genomu kmene ISP8

d. Integracifaga 77 do genomu kmene ISP8
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PRACOVNI LIST VI
Plazmidy

Vypracoval:
JMENO, PHIMENT, UCO ettt ettt s sas st st e e e s st et sttt st

SEMESTE (SKUPING) vttt ettt et be st st st e e bbb et e e e aeebesbe st ste e aenbenaesansanas

1. NavrZeni primert

Navrhnéte primery pro plazmidovy gen tetK (kdduje protein pro efluxni pumpu — navozuje rezistenci

k tetracyklinu).
PFistupové Cislo proteinu TetK je

YP_006958133 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/YP_006958133.1 ).

a. Napiste nukleotidovou sekvenci navrzenych primerl ve sméru 5°- 3" a jejich Tm teplotu.

primer tetK _F: e 1 . SR
Primer tETK_R: .ot s e TN e

b. Navrhnéte program PCR reakce a sloZzeni PCR smési, budete-li pouzivat:

OneTaq® 2X Master Mix with Standard Buffer

(https://international.neb.com/products/m0482-onetag-2x-master-mix-with-standard-

buffer#Product%20Information)

Rid'te se doporuéenim vyrobce.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/YP_006958133.1
https://international.neb.com/products/m0482-onetaq-2x-master-mix-with-standard-buffer#Product%20Information
https://international.neb.com/products/m0482-onetaq-2x-master-mix-with-standard-buffer#Product%20Information

PCR smés:

Reagencie Zasobni koncentrace Vysledna Objem (ul) pro
koncentrace
jednu reakci
OneTaq® 2X Master
Mix with Standard
Buffer 2 N
primer-F 10 uM 0.2 yM
primer-R 10 uM 0.2 uM
Templatova DNA <1000 ng
Voda X X
Celkem 25,0 ul
Program PCR:
teplota doba trvani v s pocet opakovani

Pocatecni denaturace

Denaturace

PrFipojeni primer(

Prodluzovani primert

Zavérecné prodluzovani primerd

Sefadte jednotlivé typy konformace plazmida podle jejich elektroforetické mobility od nejnizsi

po nejvyssi a prilozte elektroforetogram Vasich vzorki:

e Stépend, oteviena cirkuldrni forma (nicked)

e Uvolnéna cirkularni forma (relax circular)

e Linearni forma (linear)

e Superspiralizovana forma (supercoiled)




3. Strucné popiste princip izolace plazmidové DNA pomoci komercnich kita pro izolaci plazmidové
DNA (pro PCR, klonovani, sekvenovani, in vitro transkripce). V kterém kroku dojde k separaci
plazmidové DNA od chromozomalni DNA ?



PRACOVNI LIST VII
Endolysin

Vypracoval:
IMENO, PHIMENT, UCO ettt ettt e e e e et st st et st sns st aneans

SEMESTE (SKUPING) vttt ettt et be st st st e e bbb et e e e aeebesbe st ste e aenbenaesansanas

1. Popiste, jak na elektroforetogramu vypada nedegradovana celkovd RNA.

2. Na zakladé provedeného exerimentu (pfiloZte obrazek elektroforetického gelu) odpovézte na
nasledujici otazky:

a) Dochazi k sestfihu endolysinu?
b) Detekovalijste v burikach i nesestfizenou RNA? Pokud ano, pokuste se vysvétlit proc?

c) Vyznacte na obrdzku, ve které draze elektroforetického gelu je spravné izolovana celkova
RNA. Vysvétlete proc.

3. Jaké dalsi geny jsou u prokaryot sestfihovany?
4. Jaké typy introni se u prokaryot vyskytu;ji?

5. Jak se v roztoku zbavite dvoumocnych kationtti?
6. Jaka je u faga funkce genu pro endolyzin?

7. Jaky je vyznam intronti?

8. Ktery enzym se pouziva k pfepisu RNA do cDNA v laboratornich podminkach a jaké primery se
pouzivaji pro prepis prokaryotické mRNA?



