Slajd 1:
W tym wyktadzie omdwie gdzie i jak izolowac fagi oraz jak uzyskac czyste izolaty fagowe i je
przechowywac.

Slajd 2:

Fagi wystepujg niemal w kazdym srodowisku, ale srodowisko wodne jest najczestszym miejscem ich
izolacji. Wysokie miana fagéw wystepujg w wodach morskich, stodkich i oczyszczalniach sciekéw.
Dodatkowo fagi izoluje sie z prébek glebowych, gdzie sg przytagczone do czgstek gleby. Ponadto,
zakazone zwierzeta sg waznym zrodtem izolacji bakteriofagdw. W procesie izolacji fagéw wykorzystuje
sie Scieki z gospodarstw, prébki tresci jelitowej, probki odchoddéw i sciétek hodowlanych. Powszechnym
zrédtem fagdw w leczeniu ludzi sg sami zakazeni pacjenci. Poniewaz pacjenci sg zakazeni dang bakteria,
prawdopodobnie sg rdwniez nosicielami fagow specyficznych dla tej bakterii. Fagi te sg izolowane z
probek katu, wymazu skéry, Sliny, a nawet ptytki nazebnej. Podobnie, zdrowi ludzie moga by¢ bogatym
zrédtem fagéw dla bakterii komensalnych. Fagi te mozna fatwo wyizolowa¢ z wydzielin z nosa. Fagi
mozna tez izolowac z miejsc niesprzyjajacych egzystencji, takich jak gorgce zrédta i lodowce.

Slajd 3:

Gdy prdbka jest dostepna to mozna izolowaé fagi. Po pierwsze, probka poddawana jest wstepnej
obroébce zaréwno fizycznie, na przyktad przez ekstrakcje w roztworze buforowym przez odwirowanie
lub filtracje, jak rowniez chemicznie przez zastosowanie chloroformu zabijajgcego obecne w prébce
bakterie. Po wstepnej obrébce nastepuje etap namnazania. Wigze sie to z inkubacjg probki wraz z
pozgdanym gospodarzem (gospodarzami) w hodowli ptynnej, czesto przez noc, w zaleznosci od
gospodarza, w celu amplifikacji kazdego faga w prébce. Spowoduje to zwiekszenie miana pozgdanych
fagéw w prébce, co umozliwi tatwiejszg izolacje. Nastepnie przeprowadza sie eksperyment metoda
dwuwarstwowych ptytek lanych, w ktdrej miesza sie bakterie i probke w agarze potptynnym, a
nastepnie hoduje. Jesli fagi infekujg swoistego gospodarza z wystarczajgcg wydajnoscia, tworzg sie
tysinki.

Slajd 4:

Po izolacji fagéw z probki, czyste izolaty sg generowane przez oczyszczanie tysinek. tysinki tworzone sg
metoda dwuwarstwowych ptytek lanych jak opisano wczesniej, Nastepnie uzyskane tysinki sg
wyodrebniane z podtoza statego, eluowane, a nastepnie rozcienczane przed inkubacjg z Swiezg
hodowlg gospodarza, w celu utworzenia nowych pojedynczych tysinek. Ten proces oczyszczania tysinek
powtarza sie co najmniej trzykrotnie, aby upewnic sie, ze koricowa prébka nie zawiera dodatkowych
zanieczyszczen fagowych.

Slajd 5:

Kiedy dostepny jest czysty izolat fagowy, mozemy przygotowad preparat zawierajgcy czyste czgstkifaga
w wysokim o wysokim mianie. Oczyszczong tysinke izoluje sie i inkubuje razem z pozgdanym
gospodarzem (gospodarzami) w hodowli ptynnej. Po catonocnej inkubacji dodaje sie chloroform w celu
zabicia bakterii obecnych w hodowli. Resztki komdrek usuwa sie przez odwirowanie. Supernatant
zawierajgcy fagi jest oddzielany i dodaje sie ponownie chloroform. Przeprowadza sie analize liczebnosci
tysinek poprzez serie rozciericzerh w celu okreslenia miana faga w preparacie (PFU/ml).

Slajd 6:

Fagi mozna tez wyizolowac z bakterii lizogennych. Lizogeny sg bakteriami, w ktérych genom faga jest
zintegrowany z ich chromosomem. Fag wbudowany w genom to profag. Profag moze by¢
wyindukowany, a tym samym uwolniony z chromosomu gospodarza podczas uszkadzania DNA, co



spowoduje uruchomienie systemu SOS aktywujgcego biatko RecA. Biatko to blokuje represor Cl, ktéry
normalnie blokuje promotor zaangazowanych w cykl lityczny faga. Zaburzenie dziatania represora
powoduje ekspresje promotora cyklu litycznego, i profag moze opusci¢ chromosom bakteryjny.
Typowe metody indukujgce uszkodzenia DNA u bakterii to np. promieniowanie UV i mitomycyna C.



