Prace s bakteriofagem

Cil: Stanovit titr fagoveho lyzatu metodou
dvouvrstveho agaru



Bakteriofagy

Podskupina viru infikujici bakterie — mensi nez bakterie
Velice pocCetna skupina

Uzivani i k 1éCbé — vyhubi bakterie

Rozdily v rozmezi hostitele

Virulentni X temperované fagy — jiny zivotni cyklus
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Zivotni cyklus faga
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Virulentni fag — Iyticky ZC

Adsorpce virionu na povrch citlivé bunky
Penetrace nukleové kyseliny do bunky

Replikace fagové DNA, syntéza bilkovin faga a
kompletace novych virionu

Uvolnéni virionu do prostfedi — lyze bunky
Infekce dalSi bunky
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tekuté médium — projasneni, tzv. fagovy lyzat (zbytky
bunék, virové Castice, nenapadené bunky, vyllte obsahy bunék)

. narust na misce — plaky
Plaka = potomstvo 1 fagové Gastice ”
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Cloudy plague

<+— Clear plaque
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Tvorba plak

zakladem je mit buiiky ve vétSim mnozstvi nez fagove Castice,
aby se fagy mohli pomnozit

A phage infects a single cell ina
lawrn of sensitive, growing
bacteria.
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Phage epmduces in the cell, ik P

typically wielding about 50

progeny phage perinfected cell D
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These cells 1ye, wleasing mome
[ phage which can then diffuse
cutwrard and infect the
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Lysis of the cell releases phage AR LA This region of wisible lysis is
into the redium. The phage A called a plaque.
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Priprava fagového lyzatu

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

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

Po 60 min pfemistime provzdusSnovaci lahev do temna a pokojoveé teploty

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

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



Priprava hostitelskych bunek

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



Stanoveni poctu virionu

Lyzat faga 812 zfedime 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,
rozvareneého a vytemperovaného na 50°C

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

Na misky s 2% MPA se pipetuje 0,1 ml pfislusnych fedeni faga

Miska se ihned zalije obsahem jedné zkumavky, krouzivym pohybem se
agar 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 redenim
(20 — 200; méné nez 10 plak nehodnotime)

* Vysledek je v PFU/mI

Priklad vypoctu:

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

Aritmeticky prumér z téchto hodnot je 131.

« Titr lyzatu je:
131 *10°=1,31*107"v 0,1 ml tedy 1,31.108 v 1 ml nefedéného vzorku

Toto Cislo ve skuteCnosti vyjadfuje poCet fagovych €astic schopnych
vytvaret plaky, nikoliv absolutni poc€et virionu, vysledek se proto uvadi v tzv.
PFU = plaques forming units.

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