] Cviceni ¢. 6 ]
PRACE S BAKTERIOFAGEM

Pfevzato z: http://www.sci.muni.cz/mik/wp-content/uploads/mikrobiologiecv.pdf
- str. 59 -61

Teoreticka ¢ast:

Bakteriofagy (fagy bakterii) jsou viry napadajici bakteridlni bunky, pficemz kazdy
bakteriofag ma Sir§i nebo uzsi rozmezi hostitele. Nékteré jsou natolik specifické, Ze se mnozi
jen v nékterych kmenech urcitého druhu bakterii. Podle prubéhu Zivotniho cyklu se fagy déli
na dvé skupiny, virulentni fagy s lytickym Zivotnim cyklem a temperované fagy s lyzogennim
cyklem.

Déle popsan¢ metody se tykaji virulentniho faga s lytickym priabéhem infekce. Jeho
zivotni cyklus ma tyto faze: 1.adsorpce virionu na povrch citlivé buiiky, 2.penetrace nukleové
kyseliny faga do cytoplazmy bunky, 3.replikace fagové DNA, syntéza bilkovin faga a
kompletace novych virovych ¢&éstic (virioni) a 4.uvolnéni viriond do vnéj$iho prostiedi
umoznéné lyzi buniky. Uvolnéné viriony pak mohou infikovat dalsi citlivé buiiky. Pokud
lyticka infekce probihd v tekutém mediu, dojde po urcité dobé k vyc€efeni média s narostlymi
buitkami hostitelského kmene a dostaneme tzv. fagovy lyzat (kultivacni prostfedi obsahujici
aktivni virové Castice, zbytky membran a vylity bunécny obsah).

Pomiicky:
s Organismy: Staphylococcus aureus SA 812, stafylofag 812
% Pomiicky:

- masopeptonovy bujon (MPB-M1)

- masopeptonovy agar (MPA-M2) - 2% a 0,7%,
- sterilni tris HCI puftr (pH 7,2)

- sterilni 0,22% CacCl,

- sterilni Petriho misky

- pipety

- zkumavky

- vodni lazen

- termostat

Princip:

Stanoveni titru fagového lyzatu metodou dvouvrstevného agaru

Ke stanoveni fagovych ¢astic se pouziva nepiimé metody, zalozené na tvorbé plak.
Plaky jsou projasnéné zony na tuhém mediu souvisle porostlém hostitelskym bakteridlnim
kmenem. Vznikaji v misté, kde se v okamziku ockovani nachdzela aktivni fagova castice,
ktera dala po infekci vznik dal§im viriontim, ty napadly okolni citlivé bunky a tak v nékolika
po sob¢ nasledujicich lytickych cyklech dochazi k lyzi velkého poctu sousednich
hostitelskych bun¢k a vzniké plaka. Plaka ptedstavuje potomstvo vzniklé z jedné fagové
Castice. Zakladnim ptfedpokladem metody je, Zze pocet hostitelskych bunék musi byt
mnohonasobné vyssi nez pocet fagovych Castic.


http://www.sci.muni.cz/mik/wp-content/uploads/mikrobiologiecv.pdf

Postup:
1. Pfiprava fagového lyzatu:

- 2 ml narostlého 24h inokula S.aureus SA 812 naockujeme do 100 ml ¢erstvého
MPB v provzdusnovaci lahvi a za intenzivniho provzdusnovani pokracujeme v
kultivaci dalsi 4h pii stejné teploté (30°C)

- Po 4h asepticky pfiddme 10 ml sterilniho 0,22 % CaCl, a 5 ml zasobniho
lyzétu faga 812 a pokracujeme v kultivaci.

- Po 60ti minutich pfemistime provzdusiovaci lahev do temna a pokojové
teploty. Za 12 - 24h se médium vycefi. Presto zlstava urcity pocet necitlivych
bunék ve fagovém lyzatu. Proto lyzat sterilizujeme pifidavkem chloroformu
(5 - 10 kapek na 10 ml lyzatu) - nechd se ptsobit 1 - 2 hodiny. Pak se lyzat
stahne sterilni pipetou a prenese do sterilni baniky. V takto pfipraveném lyzatu
se pii teploté 4°C vyznamné neméni pocet aktivnich fagovych castic po dobu 1
- 2 mésic.

2. Piiprava hostitelskych bunék:

Ze zasobni kultury S.aureus SA 812 naockujeme 20 ml sterilniho MPB (ve 100ml barce) a
kultivujeme 24 hodin pfi teploté 30°C.

3. Stanoveni poctu virionu:

a) Lyzat faga 812 ziedime ve sterilnim tris HCl pufru postupem stejnym jako u plotnové
metody (vzdy sterilné prendsime 0,1ml lyzatu nebo predchoziho fedéni do 0,9 ml pufru, na
kazdé fedéni pouzivame cCistou pipetu, dobie michdme).

b) Pfipravime si sterilni zkumavky, které budou obsahovat 3 ml 0,7% MPA, rozvaieného a
vytemperovaného na 45 °C. K 20ml hostitelskych bun¢k se sterilné ptida 2 ml 0,22% CaCl2.
Poté se pipetuje 0,3 ml inokula do kazdé zkumavky.

c) Na bakteriologické plotny s 2% MPA se pipetuje 0,1ml piisluSnych fedéni faga. Thned po
napipetovani se miska zaleje obsahem jedné zkumavky, krouzivym pohybem se agar
promicha s napipetovanou kapkou a ve vodorovné poloze necha utuhnout.

d) Misky umistime dnem vzhtiru do termostatu a kultivujeme pii 30°C 12 - 24 hodin.

Hodnoceni:
- pocitame pocet plak na miskach s nejvhodnéjsim tedénim, tj. takovym, kde
vyrusta na 1 misce okolo 100 plak.
-k miskdm, na kterych je méné nez 10 plak pii hodnoceni nepiihlizime.
Vysledek dostaneme v PFU/ml.
Ptiklad vypoctu:
Na 3 Petriho miskach nao&kovanych 0,1ml vzorku fedéného 107 se vytvotil nasledujici podet
plak: 122,132, 139. 7 Aritmeticky primér z t&chto hodnot je 131.
Titr lyzatu je: 131.10°=1,31.10" v 0,1ml, tedy —— 1,31.10% v 1ml nefedéného
vzorku. Toto ¢islo ve skuteCnosti vyjadiuje pocet fagovych ¢astic schopnych vytvaret plaky,
nikoliv absolutni pocet viriont, vysledek se proto uvadi v tzv. PFU = plaques forming units.
Titr naseho fagového lyzatu je tedy 1,31 . 10° PFU/m.




Nakres:
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