Prace s bakteriofagem

Cil: Stanovit titr fagového lyzatu metodou
dvouvrstvého agaru



Bakteriofagy

Podskupina viru infikujici bakterie — mensi nez bakterie
Velice pocetna skupina

Uzivani i k le€bé — vyhubi bakterie

Rozdily v rozmezi hostitele

Virulentni X temperované fagy — jiny zivotni cyklus
Velikost 15 — 300 nm
Genom 2 — 200 kb
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Zivotni cyklus féga

Heads are ﬁaCkEd_ Coilars. sheaths, and base plates
with DNA. ' @ { f ﬁ have been attached to heads.
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Virulentni fag — lyticky ZC

Adsorpce virionu na povrch citlivé bunky
Penetrace nukleové kyseliny do bunky

Replikace fagove DNA, synteza bilkovin faga a
kompletace novych virionu

Uvolnéni virionu do prostredi — lyze bunky
Infekce dalSi bunky

ok wWhPE

tekuté médium — projasneéni, tzv. fagovy lyzat (zbytky
bunék, virové ¢astice, nenapadené buriky, vylité obsahy bunék)

e narust na misce — plaky
Plaka = potomstvo 1 fagové Castice

Cloudy plague

-— Clear plague
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Tvorba plak

zakladem je mit buriky ve vétSim mnozstvi nez fagove castice,
aby se fagy mohli pomnozit

A phage infects a single cell ina
lawrn of sensitive, growing
bacteria.

@@@J @@@ ,.[ Phage reproduces in these cell,

releasing 20 additional progeny
O E
Phage epmduces in the cell, ik P

phage per infected cell.
typically wielding about 50
progeny phage perinfected cell D[
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[ phage which can then diffuse
cutwrard and infect the

o ¥ @@g D L surrounding cells. Lysis of
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_ ¥ o g@@@ cleanng m the lawn of bacteria.
Lysis of the cell releases phage RATTELAL This region of visible Lysis is
into the redium. The phage A called a plaque.
diffuses through the mediom and
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Transdukce

» Prenos genetického materialu z jedné bakterialni bunky
do druhé pomoci virove castice

« Horizontalni vyména genetickeé informace
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B Bacterial DNA B viral DNA

Virion (1) pfisedne na povrch bunky a (2) jeho DNA se dostava dovnit, kde se
(3) formuji nove viriony, z nichz nékteré mohou obsahovat DNA hostitelské
bunky. Pokud (4) takove viry pfisednou na bunécnou sténu dalsi bakterie a
(5) vstfiknou do ni geneticky material, ktery nesou, mize se (6) tento
procesem crossing-overu zaclenit do baktérialniho chromozomu



Fagova terapie

Lyze bakterii — ndhrada ATB

Specifita viru na rody/druhy/kmeny — lecbé musi predchazet spravna
diagnoza puvodce onemocnéni

Vyhody
— Bakterie si v dlouhodobém horizontu nedokazi vytvofit rezistenci k
bakteriofagim, protoze fagy rovnéz mutuji a nékteré z téchto mutaci
pomohou pfekonat bakterialni rezistenci (,,nikdy nekongici zavod®)
— Fagy jsou vysoce specifické, konkrétni fag (nebo Uzka skupina fagu) je
schopen infikovat pouze konkrétni bakterialni kmen (nebo Uzkou
skupinu kmenu), a tak chrani mikrofléru organismu

— Pfiprava a vyroba bakteriofagovych preparatt je mnohem levnéjSi nez
zavedeni nového antibiotika

— Produkce fagovych preparatu je nesrovnatelné rychlejSi nez zavadéni
novych antibiotik



Priprava fagoveho lyzatu

2 ml narostlého 24h inokula S.aureus SA 812 oCkujeme do 100 ml
cerstvého MPB v provzdusnovaci lahvi a za intenzivniho provzdusriovani
pokracujeme v kultivaci dalSi 4h pfi stejné teploté (30°C)

Po 4h asepticky pfidame 10 ml sterilniho 0,22% CacCl, a 5 ml zasobniho
lyzatu faga 812 a pokracujeme v kultivaci

Po 60 min premistime provzdusnovaci lahev do temna a pokojové teploty

Za 12 - 24h se médium vycefi, ale zustane urcity pocet necitlivych bunék,
proto se lyzat sterilizuje prfidavkem chloroformu (5 - 10 kapek na 10 ml
lyzatu) 1 - 2 hod

Lyzat se prenese do banky a uchovava se pri 4°C (v této formé se
vyznamné nemeéni pocet aktivnich fagovych ¢astic po dobu 1 - 2 mésicu)



Priprava hostitelskych bunéek

» ze zasobni kultury S.aureus SA 812 naocCkujeme 20 ml sterilniho
MPB (ve 100 ml barnce) a kultivujeme 24 hodin pfi teploté 30°C



Stanoveni poctu virionu

Lyzat faga 812 ziedime ve sterilnim Tris HCI pufru

(0,1 ml lyzatu / predchoziho fedéni do 0,9 ml pufru , na kazdé redéni
pouzivame Cistou pipetu, dobfe michame)

Pripravime si sterilni zkumavky, které budou obsahovat 3 ml 0,7% MPA,
rozvareneho a vytemperovaneho na 50°C

K hostitelskym burikam se sterilne pridaji 2 ml 0,22% CaCl, (do 20 ml), poté
se pipetuje 0,3 ml inokula do kazdé zkumavky

Na misky s 2% MPA se pipetuje 0,1 ml pfisluSnych fedéni faga

Miska se ihned zalije obsahem jedné zkumavky, krouzivym pohybem se
agahr promicha s napipetovanou kapkou a ve vodorovné poloze necha
utuhnout

kultivace pri 30°C 12 - 24 hodin



Hodnoceni

pocitame pocet plak na miskach s nejvhodnéjSim redénim
(20 — 200; méné nez 10 plak nehodnotime)

Vysledek je v PFU/mI

Priklad vypoctu:

Na 3 Petriho miskach naoCkovanych 0,1 ml vzorku fedéného 10-° se vytvoril
nasledujici pocet plak: 122, 132, 139.

Aritmeticky pramér z téchto hodnot je 131.

Titr lyzatu je:
131*10°=1,31*10’v0,1ml tedy1,31.108v 1 ml nefedéného vzorku

Toto Cislo ve skuteCnosti vyjadruje pocet fagovych Castic schopnych
vytvaret plaky, nikoliv absolutni pocet virionu, vysledek se proto uvadi v tzv.
PFU = plagues forming units.

Titr naSeho fagoveho lyzatu je tedy 1,31 . 108 PFU/ml.



Tris

HC1

pufr 1
4

09 ml "=

— 1} 1 T-z I'S ]:-4 1}-5

figowy lyzit

T cely ohsah zkumavky T

REET

0,2 ml
0,3 ml |
20ml
2ml hostitelskeé
1]
0,2% CaC]lAJ > huiiky

&, aureus SAS12



