PREDMET ANTIBIOTICKA REZISTENCE

CVICENI IV.

IZOLACE PLAZMIDOVE DNA, ELEKTROFOREZA
PLAZMIDOVE DNA, TRANSFORMACE

Rychlé sifeni antimikrobidlni rezistence mezi bakteriemi odlisnych druhti nebo rodl se uskuteciiuje
predevsim horizontalnim pienosem genti rezistence nesenych na mobilnich genetickych elementech
(plazmidy, transpozony, integrony a genové kazety). Zndmé jsou tfi mechanizmy horizontalniho
ptrenosu genetické informace. Jedna se 0 1) transformaci, kdy dochazi k pfijeti Gsekti volné exogenni
DNA kompetentni recipientni buiikou uvolnénych do extracelularniho prostoru donorovou bakterii, 2)
transdukci, coz je bakteriofagem zprostfedkovany ptenos DNA a 3) konjugaci, kdy dochazi k pfenosu
DNA z buitky donorové do buiiky recipientni, které jsou za timto ucelem docCasné spojené pomoci
konjugacniho pilu (pienos zprostfedkovany plazmidy nebo jinymi konjugativnimi prvky).

Plazmid je dvoufetézcova extrachromozomalni kruhova molekula DNA schopna autonomni replikace.
Plazmidy se 1isi svou velikosti od n€kolika stovek parti bazi az po statisice part bazi, pii¢emz bakterie
muZe zaroven nést vice typt plazmidu i vice kopii jednoho plazmidu. Struktura plazmidi neni staticka,
naopak se méni v prabéhu ¢asu. Plazmidy obsahuji geny pro svoji autonomni replikaci, pro kontrolu
poctu svych kopii a pro zajisténi stability béhem bunécného déleni. Kromée toho miize plazmid nést geny
kodujici rizné metabolické procesy a unikatni funkce, které nejsou nezbytné pro pieziti buiky za
fyziologickych podminek, ale jsou piinosem pro buiku ve specifickych situacich. Jedna se napt. o
rezistenci k antibiotikiim, dezinfekénim latkam, kationtim téZkych kovii, o vlastnosti virulence nebo
funkce fertility atd.
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ULOHA 1: Izolace plazmidové DNA
Testované kmeny: E. coli 39R861, E. coli 172DI/B, testované izolaty

Kontrolni kmen E. coli 39R861 slouzi pro kontrolu extrakce plazmida, kmen nese 4 plazmidy o velikosti
147 kb, 63 kb, 36 kb a 7 kb, které jsou dobie viditelné na gelu. Tento kmen ale nenese zadné geny
rezistence, proto pro kontrolu transformace pouzivame plazmidovou DNA kontrolniho kmene 172DI/B,
ktery nese gen blartem-s;.

Postup dle Birnboim a Doly (1979):

1) Dle poc¢tu testovanych kment si nachystime a popiSeme ptislusné mnozstvi eppendorf
zkumavek, do kterych napipetujeme 500 ul sterilni destilované vody.
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Kli¢kou nabereme bakterialni kulturu a resuspendujeme ji v nachystané sterilni destilované
vodé (miizeme lehce zvortexovat).

Zapneme funkci rychlého zchlazeni na centrifuze.

Pfipravime cerstvé roztoky lysozymu a SDS v URIN zkumavce (mnoZzstvi na 24 vzorkd).
Navazky pfipravujeme na analytickych vahach.

roztok lysozymu: 0,01 g lysozymu (po vyjmuti z lednice uchovavame na ledové tiisti) + 2,5 ml roztoku

¢. 1. Ptipraveny roztok uchovavame v ledové tiisti.

roztok 1% SDS: 0,06 g sodium dodecyl sulfate (dodecylsiran sodny) + 5 ml roztoku ¢. 2

5)

6)

7)

8)

9

Zkumavky s kulturami centifugujeme pii 12 000 otackach po dobu 2 minut. Poté odpipetujeme
supernatant. Supernatat pipetujeme do sklenéné nadoby oznacené ,,Bakleriologicky odpad®.

K peletam ptiddme 100 pl roztoku lysozymu a nékolikrat promichame opakovanym nasatim a
vypusténim. Po pfidani lysozymu do prvni zkumavky za¢neme stopovat ¢as 5 minut, zkumavky
inkububujeme pfi pokojové teploté (vznikaji protoplasty). Ihned po uplynuti stopovanych 5
minut pokracujeme nasledujicim krokem. Pfi praci zachovavame stejné potradi zkumavek.

Do zkumavky pridame 200 pl 1% roztoku SDS, promichame nékolikerym pievracenim
zkumavky (je mozné pouzit 1 Spicku na vSechny vzorky, pokud se nedotkneme vnitiku
zkumavky) a ihned vloZzime do ledu na 5 min. Cas je opét nutné stopovat od prvniho pridani
SDS (dochdzi k lyzi bunék a denaturaci DNA, chlazenim se omezuje ¢innost nukledz).

Ptidame 150 pl vychlazeného roztoku &. 3 (neutralizacni roztok, dochazi k srazeni
chromozomalni DNA a proteinit), promichame nékolikerym ptevracenim zkumavky a nechame
stat v ledu 5-10 min (dochazi k renaturaci plazmidové DNA).

Centrifugujeme pii 12 000 otackach 10 minut pti teploté 4 °C (sedimentace zbytkii bunék a
chromozomalni DNA). Béhem centrifugace si nachystat a popsat nové eppendorf zkumavky.

10) Pipetou odebereme supernatant do ¢isté zkumavky.
11) Centrifugujeme pii 12 000 otac¢kach 4 minuty pfi teploté 4 °C. Béhem centrifugace si nachystat

a popsat nové eppendorf zkumavky, nasledné pipetou odebereme supernatant do Cisté
zkumavky. V nékterych piipadech uz neni mozné vidét sediment, v tom piipadé odebereme
supernatant az témeét ke dnu zkumavky.

12) Piidame 200 pl fenol-chloroformu do kazdé zkumavky (pfed pipetovanim lahev promichame

nekolikerym pfevracenim, pracujeme v rukavicich). Zkumavky ulozené ve stojanku pieklopime
dal$im stojankem, abychom mohli 3 minuty promichavat nékolikerym pfevracenim vSech
zkumavek naraz (dochdzi k denaturaci proteinii).

13) Centrifugujeme pii 12 000 otackach 3 minuty pii teploté

4 °C. Po odstfedéni by ve zkumavce mély byt patrné tii
faze: Spodni nazloutld (fenol, organické slouceniny),
prostfedni bild sraZenina (proteiny) a horni vodna faze
obsahujici plazmidy. Pomoci $picky s ustfizenym hrotem N
odebereme horni vodnou fazi do ¢isté eppendorf zkumavky. X
Je potieba postupovat opatrn€, aby nebyla odebrana

proteinova mezivrstva (odebirame radéji méné nez vice). Aqueous phase
Vodna faze musi byt ¢ira. Pokud neni zcela ¢ira (ma mirné Interphase
mlééné zbarveni), je potfeba znovu ptidat fenol-chloroform Organic phase

(tentokrat 100 pl), znovu promichat prevracenim 2 minuty
a znovu centrifugovat.

14) Pfidame dvojnasobny objem vychlazeného 96% ethanolu (cca 600-700 ul) a promichame.

Nechame pies noc inkubovat v mrazaku pii -20 °C (srazeni plazmidové DNA).

Postup miizeme prerusit a vzorky ulozit pfi -20 °C na n€kolik dnti.
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15) Centrifugujeme zkumavky pii pfi 12 000 otackach 10 minut pii teploté 4 °C (pant uzavéru
smérem od rotoru).

16) Opatrng slijeme etanol a jeho zbytky nechame dobte okapat otfenim hrdla zkumavky na Cistém
filtraénim papiru. Pelet DNA by mél byt viditelny na stén¢ zkumavky na stran€ pantu.

17) K peletu ptidame 500 ul 70% ethanolu (abychom odstranili vSechny prebytecné soli), pomalu
promichame pfevracenim a zcentrifugujeme pti 12 000 otackach 5 minut pfi teploté 4 °C.

18) Opatrné slijeme supernatant a k sedimentu piidame 500 pl 96 % ethanolu a otaéenim zkumavky
oplachneme stény.

19) Centrifugujeme pii 12 000 otackach 5 minut pfi teploté 4 °C.

20) Slijeme supernatant a sediment nechdme dobie okapat na filtraénim papiru (nebo pipetou
odsajeme zbytky alkoholu z opacné strany nez je pelet DNA, ktery je na strané pantu uzavéru).
Oteviené eppendorf zkumavky S DNA nechame v termostatu vysusit 30 min (vodorovné na
filtra¢nim papiru v plastové krabic¢ce). Ve zkumavce nesmi zistat zadny zbytek ethanolu (jinak
prodlouzit dobu vysouseni).

21) Pelety plazmidové DNA rozpustime v 20 ul PCR vody a 1 ul RNazy A (10 mg/ml). Za pouziti
ustiizené Spicky opatrné nasajeme a vypustime, kapky PCR vody poustime po sténach
zkumavky, abychom plazmidovou DNA pienesli do roztoku. Vse provadime opatrné.

22) Zkumavky dame na 10 min do termostatu, poté do -20 °C (pokud nezpracovavame tentyz den).

Reference: Birnboim, H. L., Doly, J. A rapid alkaline extraction procedure for screening of
recombinant plasmid DNA. Nucleic Acids Research. 1979, vol. 7, no. 6, p. 1513-1523.

ULOHA 2: Elektroforéza plazmidové DNA

Ugelem této tlohy je ovéieni spravného provedeni Ulohy 1: Izolace plazmidové DNA. Po provedeni
elektroforézy by mél byt na gelu viditelny band nalezici plazmidové DNA (u kontrolniho kmene
detekujeme 4 plazmidy o velikosti 147 kb, 63 kb, 36 kb a 7 kb) a band odpovidajici chromozomalni
DNA o ptiblizné velikosti 20 kb (viz nésledujici obrazek).

Postup:

1) Nachystame si 0,8% agardzovy gel dlouhy alespoit 15 ¢m (tuhne asponi 1 hodinu, pouzit
specialni agardzu na plazmidy). Po zchlazeni gelu do n&j ptidame MIDORI GREEN, nalijeme
do formy a nechame zatuhnout (viz Cviceni III. — pfiprava agar6zového gelu).

2) Elektroforetickou vanu naplnime ¢erstvym vychlazenym 0,5x TBE.

3) Na kousek parafilmu naneseme pfislusny pocet kapek (3 pul) 10x Loading Dye. Ke kapce 10x
Loading Dye piipipetujeme 10 pl plazmidové DNA a promichame.

4) Do prvni jamky gelu napipetujeme 3 pl hmotnostniho standardu 2-log (,,dlouhy* Zzebiik).

5) Do druhé jamky gelu napipetujeme 3 ul hmotnostniho standardu HindIII digest (DNA faga A
Stépena enzymem HindlIll).

6) Do nasledujicich jamek pipetujeme 13 pl nachystané smési (plazmidova DNA s 10x Loading
Dye).

7) Elektroforézu nechame probihat pti 120 V po dobu 2,5 hodiny (malé vany) nebo 180 V po dobu
2,5 hodiny. Elektroforetickou vanu je potfeba oblozit chladicimi vlozkami.

8) Po ubchnuti elektroforézy zdokumentujeme gel pomoci fotodokumenta¢niho systému nebo
pomoci UV-transluminatoru (z diivodu bezpecnosti pozorujeme gel pies plastovy kryt).
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Obrazek: Hmotnostni standardy a plazmidy kontrolniho kmene E. coli 39R861.

A B C
DNA Mass Base Pairs
(ng/5ul)
bp
2 — %080
3 — &8 23,130 147 —
18 — 4,000 63 —
% — 3% 9,416 A
34 — 2,000 6.557
20 — 1,500 CHR —
92 — 1,000 4361
23 — 750
30 — 500
45 — 250 - 2,322 7
- 2,027 =
A. 2-log neboli ,,dlouhy* Zebiik
B. DNA faga Lambda $tépena Hindlll (Lambda DNA-Hindlll digest, Biolabs)
C. Kontrola E. coli 39R861 nese plazmidy o velikosti 147 kb, 63 kb, 36 kb a 7 kb

CHR = zbytky chromozomalni DNA (silngj$i rozmazany band o velikosti cca 20 kb)

Seznam pouZivanych roztoki:

Roztok ¢. 1 (25 mM Tris, 10 mM EDTA, 50 mM glukoza; pH = 8)
Roztok & 2 (0,2 M NaOH, pH = 8)

Roztok ¢. 3 (3 M octan sodny, pH = 4,8)
Fenol-chloroform-izoamylalkohol 25:24:1

96% ethanol

70% ethanol

RNaza A (10 mg/ml)

TE pufr (10 mM Tris, pH =8; 1 mM EDTA, pH = 8)
10x TBE pufr

10x Loading Dye

ethidium bromid
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UKOL 1:

Zakreslete vysledek elektroforézy plazmidové DNA. Oznad vSechny hmotnostni standardy,
chromozomalni DNA a plazmidovou DNA. Odecti velikost izolovanych plazmidid a zapis ji do
protokolu.

ULOHA 3: Transformace chemicky kompetentnich bunék plazmidovou
DNA

Ucelem tlohy je zjisténi schopnosti horizontdlniho pfenosu genu (gentl) rezistence nesenych na
plazmidu (plazmidech) donorové bakterie do recipientniho organismu metodou transformace.

Donor = darce genetické informace
Recipient = pfijemce genetické informace
Transformant = kompetentni butika, ktera pifijala plazmid s pfislusnym genem rezistence

Postup:

1) Nachystame si ledovou tfist’ do polystyrenové krabice.
2) Plazmidovou DNA véetné kontroly a kompetentni bunky E. coli ( TOP 10 nebo DH5a) ulozime
na led.
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Do popsanych 1,5 ml eppendorfek napipetujeme 1 ul plazmidové DNA piislusného vzorku a
20 ul kompetentnich bunék. Smés opatrné promichame pipetovanim nahoru a dolt. Pracovat
rychle, nenechat dlouho rozmrzat, po pouziti by se nemély kompetentni bunky opét zamrazovat.
Zkumavky (obsahujici smés kompetentnich bunék a DNA) umistime na 30-60 minut na led.
Mezitim nastavime termoblok na 42 °C.

Po inkubaci na ledu podrobime buiiky teplotnimu Soku tak, Ze je umistime do vyhtatého
termobloku po dobu 45 sekund a poté je ihned pfemistime zpét na led na 2 minuty.

Do kazdé zkumavky ptiddme 1 ml LB bujonu, promichdme a inkubujeme v termostatu

pii 37 °C po dobu 1 hodiny (moZnost nechat tiepat v suché 1azni na 37 °C az 2 hodiny).

Po inkubaci butiky centrifugujeme pii 5 000 rpm po dobu 5 minut.

Opatrné ~ slijememe  supernatant prevracenim zkumavky. Supernatant slévame do
bakteriologického odpadu. Ve zkumavce zlstane cca 100 pl supernatantu, ktery vyuzijeme pro
resuspendovani peletu.

Pipetovanim resuspendujeme pelet se zbytkem LB bujonu a veskerou kulturu ze zkumavky
prepipetujeme na LB agar s cefotaximem (2 mg/l). Kulturu rozetteme po celém povrchu plotny
bakteriologickou hokejkou.

10) Misky kultivujeme dnem vzhtiru do druhého dne piti 37 °C.
11) Pokud druhy den vyrostou kolonie, tak z kazdé misky odpichneme 4 a pieockujeme hustym

hadkem na %% LB agaru s pfislusnym antibiotikem. Misky se 4 narostlymi koloniemi
uchovavame v ledni¢ce aZ do ukonceni testovani transformantu.

12) Z narostlé kultury vyizolujeme DNA teplotni lyzi a provedeme PCR na bla gen, ktery byl

prokazan u donorového kmene, jehoz plazmidova DNA byla pouzita pro transformaci. Tim si
ovefime, zda byla transformace ispé$nad a obdrzeli jsme transformanta s pfisluSnym genem
rezistence.

ﬁKOL 2. Zakreslete, co jste pozorovali na misce druhy den po provedeni transformace.



