oghkwnh B

~

Rozlozeni skupin

Skupina A — kmen *Skupina B — kmen « Skupina C — kmen
Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Staphylococcus
ISP8-4F_A ISP8-4F B + kontrolni aureusSTR8511

+ kontrolni kmeny kmeny + kontrolni kmeny
na test citlivosti k STR na test citlivosti k STR na test citlivosti k

Dobre popisovat misky k rozliSeni skupin

24.9. — zahajeni pokusu, pfiprava gradientnich ploten (GrPL), oCkovani
kultur, stanoveni titru bunék a test na citlivost kment na STRE

26.9. — vyhodnoceni GrPL, CPM a testu citlivosti

1. 10. — carkovani ,mutant” na plotny se STRE

3. 10. — zavérecné vyhodnoceni ulohy I.

Ve skupiné rozdélit dilCi ukoly pro aktivitu kazdéeho Clena skupiny
Hodnoceni experimentu fotograficky, misky s gradienty po kultivaci i
testy citlivosti stejné

Protokoly v pdf za skupinu s bohatou diskuzi vysledku elektronicky

poslat na. viadkar@sci.muni.cz.
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Uloha: Izolace spontannich mutant rezistentnich ke streptomycinu
metodou gradientnich ploten

Teoreticky uvod:

Princip: Molekularni podstata spontannich a indukovanych mutaci je
stejna. LiSi se vSak ve frekvenci. Frekvence spontannich mutaci je
podstatné nizSi. Tim se také liSi od fenotypové modifikace, nebot' ta
probéhne prakticky souCasné ve vSech bunikach. Spontanni mutace -
rezistence k antibiotikim probihaji dvéma zplsoby. Bud' se rezistence k
antibiotikim vytvareji postupné v nékolika stupnich (napf. u penicilinu) nebo
hned v prvnim stupni ziskame mutanty rezistentni k riznym koncentracim
antibiotika. Takto se vytvari rezistence k tetracyklinu.

Upozornéni: ockovani provadét ve sterilnim prostredi flow-boxu;, pouZzity
material peclivé roztridit a odnést do umyvarny.



Objekt: Kmeny Staphylococcus aureus citlivé ke streptomycinu

Postup:

Prvni den.

Z 18 hod. kultury vyrostlé na MPA agaru, odebrat 5 i vice plnych klicek a
resuspendovat ve 3 ml MPB. Je nutno vyjit z husté bakterialni suspenze (cca 10°
bunék/ml), protoze frekvence STRE-R mutant je velmi nizka.

Z takto pripravené husté kultury provést rozsev ze zfedéni 10, 107, 108 vzdy na 3
plotny, pro stanoveni celkového pocétu bunék v cm3 (ij. titr bunék). Kultivace pfi
37 °C/20 hod.

Pripravit gradientni plotny se streptomycinem o vyslednych koncentracich: 10, 50,
100 a 500 pg/ml (Obr. 1). Pozor! Musi byt cela plocha zalita rovné!

Pro pfipravu zasobniho roztoku rozpustit 0,4 g krystalického streptomycinu v 4 ml
sterilni destilované vody. Ziska se koncetrat ATB a ten se pak fedi dle ucelu. (ATB
pridavat do roztavené MPA pudy o teploté max 55 °C).

Provést rozsevy po 0,1 ml na gradientni plotny (vzdy 2 plotny od pfislusné
koncentrace) a peclivé rozetfit hokejkou po celé ploSe (Obr. 2).

Naockované plotny inkubovat dnem vzhuru pfi 37 °C /24 hod (dle potfeby prodlouzit
cas).



Obr. 1.

Priprava gradientnich ploten

13 ml/PVC misky

MPA X 15 ml/ sklen&né
1. 1 |

MPA nechat ztuhnout pfi laboratorni teploté

V/ MPA + streptomycin

13 mlI/PVC misky
15 ml/ sklenéné

oznacit

ATB pridat do roztaveného MPA max. 55 °C



Obr. 2. Izolace mutant z gradientnich ploten

18 hod kultura S. aureus Strs

Kulturu bakterii redit v MPB

Stanoveni titru bunék
rozsev na plotny s MPA

10° | 3 l Minimalné 5 Kli¢ek kultury
7
10" | | 3x
10-8l l 3x
3 ml MPB
husta suspenze
W,
‘// \ po 0,1 ml
gradienty 2x b—= oy — 4 | ] | '

10 50 100 "500 ug/ml streptomycinu

rozter hokejkou

Kultivace pri 37 °C 20 hod



Test citlivosti kmene S. aureus k STRE — priprava ploten

mekky agar

—

0,1 ml

=" >

2% MPA

tuhy agar

Kontrolni kmeny:

S

-

2,5 ml 0,7% MPA

45°C

Citlivy: Staphylococcus nepalensis CCM7045

Rezistentni: Staphylococcus aureus MRSA E9

1 denni kultura S. a.



Test citlivosti S. aureus ke STRE

25 pg/mh—__ i 50 pg/ml
B i } P. miska s MPA + inokulum
10 pg/ml S. aureus naockovane pres 0,7% MPA.
: N
100 pg/ml
500 pg/ml Ho ) _
Nakapnout ATB na misky
50 pug/m 75 ng/ml
»
25 pg/mi \ Inkubace pfi 37°C/ 20 hod.
| 100 pg/m| Hodnoceni citlivosti kultury k ATB

500 pg/ml Viyfotit do protokolu !!!!



Pokracovani experimentu izolace spontannich mutant

Priprava ploten na prouzkovani (pripravit cerstvée plotny, ATB se
rozklada pri delSi uchové).

* Do znamého objemu roztaveneho a vytemperovaného MPA na max.
55 °C pfidat Vami vypocitané mnozstvi zasobniho roztoku streptomycinu
tak, aby bylo dosazeno poZzadované vysledné koncentrace (Obr. 3).

«Jednotlivé kolonie mutant prenést do mikrozkumavek s 0,5 ml MPB.
PfeoCkovat na plotny s riznymi koncentracemi streptomycinu (5, 10, 25,
50, 100 a 500 pg/ml) formou prouzku (Obr. 4).



PokraCovani pokusu - Varianta B) izolace mutant pres pasaz
provest odbér 10 kolonii mutant a preoCkovat je na MPA-plotny

ompakt

narust

- Zona

* " odbér

,muta

1,5% MPA

11

@i

N

i

Kultivovat pri 37 °C 24 hod a poté ulozit do chladu
pokud se neda pokraCovat v pokuse.



Obr. 3. Priprava ploten na prouzkovani

Banka obsahujici rozvafeny 1,5% MPA,
vytemperovany na max. 55 °C.

Pridat ze zasobniho roztoku STRE na vyslednou
koncentraci, zamichat a rozlit na Petriho misky.

V/ MPA + streptomycin
L

Po utuhnuti, oznacit koncentraci STRE a ulozit do lednice




Obr. 4. Ovéreni spontannich mutant prouzkovanim ze suspenze v MPB

5 ug/ml 10 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml 500 pg/ml

Na kazdou misku pridat 1 prouzek kontrol. citl. a rezistentniho
kmene

Inkubace pri 37 °C po 20 hod



Hodnoceni pokusu

« Z vysledku stanovit nejvysSi koncentraci, ke které je
kmen rezistentni a urCit mutacni index (frekvence
mutace) u jednotlivych koncentraci streptomycinu.

» Vypocet mutacniho indexu:

F voncatg = ttr mutant . a7 : titr bunek

 Vypracovat protokol (za skupinu):
Standardni Cleneni:.
uvod, princip metody, material
vysledky doplnit fotodokumentaci
diskuze a zaver
Protokol ve forme pdf poslat na adresu: viadkar@sci.muni.cz
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Michani ATB
z 100 000 pg/ml 10 000 1000 v H,0

| e |

150 yL/ 30 mL 300 p/3omL 150 p/3omL 300 pL/ 30 mL
250uL/ 50 mL 500pL/ 50 mL 250uL/ 50 mL 500pL/ 50 mL

| o |

500 Mg/ml 100 pg/ml 50 Mg/ml 10 pg/ml



