Uloha: ELEKTROPORACE TETRACYKLINOVEHO PLAZMIDU pT181 DO
RECIPIENTNIHO KMENE S. aureus RN4220

(1.skupina)

Nastaveni pristroje Gene Pulser Xcell: Voltaz (V)2500, Kapacitni odpor (uF)25, Odpor (Q)200,
Kyveta (mm) 2

Pozn. Vsechny média pred pouZitim sterilizovat. Vyslednd selekce transformant se provddi na
1,5% TSA agaru s pfislusnou selekcni Idtkou. Predem je nutné ovérit, na jakych minimdlinich
koncentracich rostou buriky obsahujici prendseny plazmid a zda na stejné koncentraci neroste
recipientni kmen bez plazmidu.

I. Priprava stafylokokovych kompetentnich bunék
Vychozim materidlem je kultura recipientniho kmene inkubovana v TSB/37°C/18 h.

e 0,5 ml kultury (viz vyse) pfidame do 50 ml LB a inkubujeme pfi 30°C do ODgy,0,4 (maximalné
0,7).

e Inkubace naledu 30 min. (Pozn. Od tohoto kroku je dilezité pracovat pri teplotdch kolem 4°C,
tzn. udrZovat na ledu a predchladit rotor v centrifuze.)

e Centrifugace 10 min./7000 rpm/4°C.

e Vylit supernatant a resuspendovat pelet ve 40 ml 0,5M sachardzy.

e Centrifugace 10 min./8000 rpm/4°C.

e Vylit supernatant a resuspendovat pelet ve 20 ml 0,5M sachardzy.

e Centrifugace 10 min./8000 rpm/4°C.

e Vylit supernatant a resuspendovat pelet v 10 ml 0,5M sachardzy.

e Centrifugace 10 min./8000 rpm/4°C.

e Vylit supernatant a resuspendovat pelet v 250 pl 0,5M sachardzy.

e Bunky rozdélime po 50 pl a skladujeme v -80°C. (Pozn. Nejlepsi je pracovat s ten den
pfipravenymi burikami.)

Il. Elektroporace

e Pripravit DNA pro elektroporaci do sterilnich 1,5 ml mikrozkumavek (5 ng — 2 pug ne ve vétsim
objemu nezZ 20 pl). Je mozno vyzkouset rizné koncentrace/objemy elektroporované DNA
(5ul, 10l a 20ul).

e Rozmrazit kompetentni buriky pfi pokojové teploté. Pridat 50 pl bunék ke kazdému vzorku
DNA, opatrné promichat pipetou. Inkubace vzorkl pti pokojové teploté/30 minut.

e Pfipravit pro kazdy vzorek 1 ml BHI média a 0,2 cm kyvety (vSe pti pokojové teploté).

e Nastaveni pfistroje Gene Pulser Xcell:

1. Zapnout pfistroj, pfipojit modul pro kyvety.
2. Otevrit ,Pre-Set protocol”; Bacteria protocol screen (zmacknout 4; potom dvakrat Enter);
pro vybér protokolu pro bunky S. aureus zmacknout 6; potom Sipkami vybrat S. aureus;
zmacknout Enter.

e Prenést smés kompetentnich bunék a DNA do 0,2 cm kyvety a uzavfit kyvetu vickem.



e Umistit kyvetu do modulu pro kyvety.

e Zmacknout Cervené tlacitko ,Pulse”.

e Nasledné pridat do kyvety 1 ml BHI média a opatrné prepipetovat smés do sterilni
mikrozkumavky vhodného objemu.

e Inkubovat 1 h./37°C/250 rpm.

e Vyset prislusné objemy elektroporovanych bunék (50 ul, 100 pl, 200 ul v triplikatech) na TSA
misky s pfislusnou selekéni latkou (ATB, tézké kovy apod.).

e Inkubace 36 —48 h./37°C.

Kyvety pro
elektroporaci

lll. Média

TSB (Trypton Soya Broth
Rozpustit 30 g TSB v 11 H,0, pH)7,4

LB

Trypton ...10g

Yeast extract...5g

NaCl...10g

Smés rozpustit v 11 H,0, pH)7

BHI (Brain heart infusion broth)
37g BHI rozpustit v 11 H,0, pH)= 7.4




Uloha: ELEKTROPORACE PENICILINAZOVEHO PLAZMIDU pUSA300_ HOUMR-

like DO RECIPIENTNIHO KMENE S. aureus RN4220

(1l.skupina)

I. Pfiprava kompetentnich bunék

Nastaveni pristroje Gene Pulser Xcell : C =25 pF; PC =100 ohm; V = 2,9 kV.

Pozn. Vsechny média pred pouZitim sterilizovat. Vyslednd selekce transformant se provddi na 1,5%

TSA agaru s pfislusnou selekcni Iatkou. PFedem je nutné ovérit, na jakych minimdlnich koncentracich

rostou buriky obsahujici pfendseny plazmid a zda na stejné koncentraci neroste recipientni kmen bez

plazmidu.

Zaockovani kultury z TSA misky do 3 ml B2 bujénu. Inkubace 37°C/pfes noc za mirného
tfepani (250 rpm).

Zaockovani 1,5 ml nocni kultury do 150 ml B2 bujénu v 1l barice. Inkubace 37°C, tfepani 250
rpm, do hustoty ODgq = 0,8-0,85. Ndrist do poZadované hustoty trvd priblizné 4 h.

Ochladit buriky v ledové lazni (15 minut). Pfenést buriky do 4x50 ml centrifugacni zkumavky
(BECKMAN). Centrifugace 12 000xg/15 minut/4°C. Opatrné slit supernatant. Udrzovat
bunécny pelet na ledu.

Resuspendovat pelety v 5 ml sterilni, vychlazené vodé. Sloucit pelety do jedné centrifugacni
zkumavky, opét provést centrifugaci a promyti. Centrifugace 12 000xg/15 minut/4°C.
Opatrné slit supernatant. Opakujeme dvakrat.

Resuspendovat bunécny pelet v 25 ml sterilniho a vychlazeného roztoku 10% glycerolu.
Pfenést do 30-50 ml centrifugacni zkumavky (BECKMAN). Centrifugace 12 000xg/15
minut/4°C. Opatrné slit supernatant.

Resuspendovat buriky v 20 ml 10% glycerolu. Inkubace 15 minut/20°C. Centrifugace
12000xg/15 minut/4°C. Opatrné slit supernatant.

Resuspendovat bunécny pelet ve 2ml 10% glycerolu. Konecna koncentrace bunék by méla byt
1x10" CFU.

Rozdélit buriky po 250 ul do sterilnich 1,5 ml mikrozkumavek. Takto ptipravené bunky jsou
ihned k pouziti, do vlastni elektroporace udrzujeme na ledu.

Skladujeme pfti -70°C. Buniky mlZeme takto skladovat nékolik mésict.

Il. Elektroporace

Pripravit DNA pro elektroporaci do sterilnich 1,5 ml mikrozkumavek (5 ng — 2 ug ne ve vétsim
objemu nez 20 pl). Je mozno vyzkouset rizné koncentrace/objemy elektroporované DNA
(5ul, 10l a 20pl).

Rozmrazit kompetentni buriky pfi pokojové teploté. Pfidat 50 pl bunék ke kazdému vzorku
DNA, opatrné promichat pipetou. Inkubace vzorkl pti pokojové teploté/30 minut.

Ptipravit pro kazdy vzorek 1 ml BHI média a 0,2 cm kyvety (vSe pfi pokojové teploté).
Nastaveni pfistroje Gene Pulser Xcell:




1. Zapnout pfistroj, pfipojit modul pro kyvety.
2. Otevrit ,Pre-Set protocol”; Bacteria protocol screen (zmacknout 4; potom dvakrat Enter);
pro vybér protokolu pro buriky S. aureus zmacknout 6; potom Sipkami vybrat S. aureus;
zmacknout Enter.

e Prenést smés kompetentnich bunék a DNA do 0,2 cm kyvety a uzavfit kyvetu vickem.

e Umistit kyvetu do modulu pro kyvety.

e Zmacknout Cervené tlacitko ,,Pulse”.

e Nasledné pridat do kyvety 1 ml BHI média a opatrné prepipetovat smés do sterilni
mikrozkumavky vhodného objemu.

e Inkubovat 1 h./37°C/250 rpm.

e Vyset prislusné objemy elektroporovanych bunék (50 ul, 100 pl, 200 pl v triplikdtech) na TSA
misky s pfislusnou selekéni latkou (ATB, tézké kovy apod.).

e Inkubace 36 —48 h./37°C.

lll. Roztoky a média:
1. Trypton soya agar (TSA): rozpustit 40 g TSA (Becton Dickinson nebo Oxoid) v 1 | vody.

Autoklavovat.
SloZeni v 1l vody:

Pancreatic digest of casein 15,0
Enzymatic digest of soya bean 5,0
NaCl 5,0
Agar 15,0
pH7.3+£0.2

2. B2 médium: 10 g hydrolyzovany kasein, 25 g yeast extract, 5 g glukdza, 25 gNaCl, 1 g
K,HPQ,, rozpustit v 900 ml vody a upravit pH na 7,5; doplnit do 1 | vodou. Autoklavovat.

3. BHI (Brain heart infusion broth); 37g BHI rozpustit v 11 H20, pH)=7,4.

4. 10% glycerol: 12,6g glycerolu (hustota = 1,26) do 90 ml vody. Autoklavovat nebo

sterilizovat filtraci.

Kyvety pro
elektroporaci




