TP2: Transduccion Generalizada
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- Fago: P22 modificado

TP2: Transduccion Generalizada

Generar un lisado fagico
Titular un lisado fagico

Realizar una Transduccién Generalizada

>  P22HT

- Cepas: Salmonella thyphmurium

(1) wt 14028
(2) HB303 > Km, Cm
(3) HB405 > Km, Cm
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1- Procedimiento: Obtencion del lisado P22HT transductante

. Diluciones P22HT (102 y 104) g'

(proviene de la cepa wt)

Vortex 42°C

. 5 ml LBsoft 652C l

. 100 ul ON Salmonella
(HB303 6 HB405)

. 100 ul dil. 104 P22HT —> Mezcla 10 min 37°C
. Cationes

. Verter sobre placa de LBA

. Incubar a 372C (5 hs — ON)

Dial

.5 ml LB por placa

. Romper la capa de LBsoft (espatula)

-

. Tomar 1ml en eppendorf + 200 ul Cloroformo

. Centrifugar 5 min 12000 rpm -> Recuperar SN + 200 ul Cloroformo gl

Dia2

Obtencion del lisado P22HT transductante
.Grupos 1y 2: HB303 =~ golS::KmR — golB::lacZ::CmR

. Grupos 3y 4: HB405 - cueR::KmR — copA*::lacZ::CmR
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2. Procedimiento: Determinacion del titulo del lisado P22HT transductante

Dia1
. Diluciones P22HT (102,104, 106,107) g'
(provienen de las cepas HB303 6 HB405)
Vortex 42°C
. 5 ml LBsoft 652C
. 100 ul dil. 104 P22HT (dil. 10,107) l
. 100 ul ON Salmonella 14028 (wt) —> Meazcla 10 min 372C —
. Cationes g‘
. Verter sobre placa de LBA
. Incubar a 372C (5 hs — ON)
—
I
. Contar UFP Dia 2

. Estimar el nro. de ufp/ml en el lisado original

Transduccion Generalizada

Dia 2
. Diluciones P22HT (10%,102)
(provenientes de HB303 6 HB405)
. Realizar las siguientes mezclas: Usando ON de Salmonella wt
TUBO ON Salmonella Lisado P22 transductor Placa
(5 x 10° ufc/ml) LBA(EGTA)
1 50 pl 50 pl (puro) Cm/Km
2 50l 50 pl (dil. 10%) Cm/Km
3 50 pl 50 pl (dil. 102) Cm/Km
4 50l 50 il (dil. 10%) Km
5 50 pl (-) Km
. Incubar 372C 10 min
. Sembrar en las placas correspondientes (Km/Cm 6 Km y EGTA)
. Incubar 372C ON Dia3

. Recuento de colonias. Determinacion de MOI éptima y Frecuencia de co-transduccion
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Transduccion Generalizada

Fct = ufc marcador = ufc Km/Cm
ufc totales ufc Km
MOI = __nro fagos = Titulo de lisado (ufp/ml) x vol. de lisado (ml)
nro de bacterias Titulo del cultivo de bacterias (ufc/ml) x vol. cultivo de bact.
(ml)
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Fago wt = 14028 wt = Lisa eleccion
TND1 -> 14028 wt = un marcador _—
TND2 > 14028 wt = 2 marcadores i
—{—
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Guia Rapida: Practico Transduccion Generalizada

Dial (Parte 1)

Obtencion del lisado P22HT transductante

Dia 2 (Parte 2)

Todos usan el fago
P22HT

Realizardiluciones seriadas del lisado P22HT
(dil. 102, 10*)en tubos eppendorf estériles.

El grupo 1y 2 usaran
la cepa HB303.

El gupo 3y 4 la
cepa HB405.

v

Trasvasar3 mlde LB soften un tubo de
hemolisis y llevara bafio a ~ 65°C

v

Punto
Critico

Punto
Critico

Agregar 5 ml de LB sobre la placa conteniendo el
> lisadode fagosy romperla capa de LB softcon una
espatula de Drygalski hasta homogeneizar.

y

Transferir | mlde la mezcla a un tubo eppendorf,
agregar 200 ul de cloroformo y mezclarcon vortex.

A

.
Centrifugar5 min a 12000 rpm, trasvasarel
sobrenadantea un nuevo tubo eppendorf y

agregar 200 pl de cloroformo. Rotularpara su

almacenamiento.

Mezclaren un tubo de hemolisis estéril 100 pl
deuna dilucion fago P22HT (dil. 10-4) con
100 pl de un cultivo saturado dela cepa de S.

enterica.
sarelLB softenfriadoa ~50°C a la
mezcla anterior. Mezclar con vortex y verter
sobreplacas LBA.
I Incubaren estufa 37°C I

Guia Rapida: Practico Transduccion Generalizada

Dial (Parte 1)

Determinacion del titulo del lisado P22HT transductante

Dia 2 (Parte 2)

El grupo 1 y 2 usatin el
lisado transductante P22HT
(HB303).
El grupo 3 y 4 usarn el
lisado transductante P22HT
(HB405).

Realizar diluciones seriadas del lisado P22HT
> | transductante (dil. 102,104,106y 107) en
tubos eppendorf estériles.

v

Trasvasar 3 mlde LB soft en dos tubosde
hemolisis y llevara bafio a ~ 60°C

v

Mezclar 100 ul de las 2 dltimas diluciones con
100 plde un cultivo saturado de S. enterica
14028s enun tubo de hemolisis estériles.

Punto
Critico

v

TrasvasarelLB softenfriadoa~30°C a la
mezcla anterior. Mezclar con vortex y verter
sobre placas LBA.

v

Incubaren estufa 37°C

Punto
Critico

Contarlasunidades formadoras de placas (UFP)
> presentes en cada placa. Estime el titulo en
ufp/mldellisado original.
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Guia Rapida: Practico Transduccion Generalizada

Transduccion generalizada

Dia 2 (Parte 1) Dia 3 (Parte 2)

El grupo 1y 2 usaran el lisado Realizar diluciones seriadas del lisado Hacer recuento de las colonias obtenidas. Completar la
transductante P22HT (HB303). | —> transductante (dil. 10-1y 10-2). Cada grupo tabla usando la informacién propia y de los otros grupos.
El grupo 3 y 4 usarén el lisado usara el lisado cuyo titulo determing.
transductante P22HT (HBA405). Tubo Placa MoOI1 N° Colonias N° Colonias
) ) para lisados de | para lisados de
cepa HB303 | cepa HB405
En tubos eppendorf estériles realizar las siguientes mezclas Pl 1 Cm/Km
. 2 “m/K
TUBO | ON Salmonella | Lisado P22 Placa CrKim
(5 x 10° ufc/ml) transductor | LBA(EGTA) 3 Cm/Km
7] C
1 50 ul 50 ul (puro) Cm/Km < o 5
2 50 ul 50 pl (dil. 10°Y) Cm/Km
3 50 pl 50 pl (dil. 102) Cm/Km
4 50 ul 50 pl (dil. 10 Cm \1'
5 50 pl 0 Cm Determine MOI optima y frecuencia de cotransduccion de

\l] los marcadores. Puede justificar las diferencias

encontradas entre las cepas.
Todos usaran la cepa 3 Incubar en estufa a 37°C 10 min. y sembrar todoel | pynto
14028s. volumen en las placas usando espatula de Critico
Drygalski.

Incubar a 37°C hasta el dia siguiente. I




