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Analyza vyskytu bakteriofaga H40/1 vo vzorkach vody zo stopovacej
skusky v Pustej jaskyni (Achatovy dom) - 17. 12. 2010 — 18. 12. 2010

Na stopovaciu skusku sa pouzilo 8 litrov fagovej suspenzie bakteriofaga H40/1,
pripravenej na Ustave fyziologie hospodarskych zvierat SAV (UFHZ SAV) v Kogiciach
s po&etnostou fagov 10*? na mililiter suspenzie. Tato suspenzia sa aplikovala do podzemného
toku v Pustej jaskyni (v Achatovom dome) a nasledne sa odoberali vzorky vody na vybranych
odbernych miestach. Vzorky vody boli doru¢ené na UFHZ SAV dia 20. 12. 2010 0 11.00 a
okamzite spracované. Vzhl'adom na to, Ze medzi pripravou fagovej suspenzie a jej aplikaciou
ubehla relativne dlhsia doba (14 dni), v prvom kroku sa vzorka suspenzie odobrata tesne pred
aplikdciou opakovane testovala na poet Zivotaschopnych fagov. Analyza potvrdila, Ze fagy
boli dostato¢ne zivotaschopné a v 1 mililitri suspenzie sa detegovali bakteriofagy v pocetnosti
medzi 10*? az 10" pfu (plaque forming unit) na mililiter. Pri analyze vyskytu bakteriofagov
vV odoberanych vzorkdch sa vzhladom na ocCakavané riedenie a hydrologické pomery na
lokalite skusky sa v prvom kroku na analyzu vyskytu bakteriofagovych ¢astic pouzilo 100 ul
vzorky. Ku vzorke sa pridalo 900 pl sterilnej destilovanej vody, 100 ul vzorky Cerstvej
kultary Pseudoalteromonas gracilis a po 15 minttovej inkubacii pri izbovej teplote sa k tejto
zmesi pridalo 3,5 ml soft SWA agaru. Po zatuhnuti agaru sa platne kultivovali pri izbovej
teplote po dobu 24 hodin. Pocet fagovych Castic sa stanovil vizualne na zaklade poctu plakov,
tj. zOn bez rastu indikatorovej kultary P. gracilis.

Vo vzorkach s vysokym poctom bakteriofagovych castic (viac nez 350 castic na
platiiu) sa analyza opakovala s pouzitim mensieho objemu vzorky (10 ul). U vzoriek s nizkym
poctom bakteriofagovych cCastic (menej nez 10 Castic na platnu) sa analyza opakovala
minimalne raz s pouzitim vaésieho objemu vzorky (1 ml).

Celkovo sa analyzovalo 200 vzoriek. Ziskané vysledky st sumarizované v priloZzenych
tabulkach. Analyza ukazala, ze fagové Castice H40/1 sa na odbernom mieste 1 (Vodna
puklina) detegovali uz 0 21.30 — maximalna frekvencia vyskytu bakteriofagov sa pozorovala
0 21.45 a potom frekvencia fagov klesala na radovo 10 fagov na mililiter a od 03.45 sa na
tomto odbernom mieste nedetegovali Ziadne fagy. Na odbernom mieste 2 (Pieskovy dom) sa
prvé fagy detegovali vo vzorkach odobratych 21.45 — maximalna pocetnost’ bakteriofdgov sa
pozorovala 0 22.00 a potom podobne ako na odbernom mieste 1 frekvencia fagov klesala na
radovo 10 fagov na mililiter a od 06.00 sa na tomto odbernom mieste nedetegovali Ziadne

fagy. Na odbernom mieste 3 (Balkon) sa prvé fagy detegovali o 23.30. Na tomto odbernom



mieste sa nepozorovalo ziadne vyrazne maximum v pocetnosti bakteriofagov. Ich pocet
osciloval medzi 300 az 2300 pfu na mililiter az do ukoncenia stopovacej skasky. Zaujimavy
priebeh pocetnosti sa pozoroval na odbernom mieste 4 (Pekelny dom), kde sa pozorovali dve
maxima v poc¢etnosti bakteriofagov. Prvé fagy sa detegovali 0 22.35 s maximom prietoku o
23.15, ked pocetnost’ bakteriofagov dosiahla 2600 pfu na mililiter. Po tomto maxime
pocetnost’” bakteriofagov klesla na priblizne 10 pfu na mililiter 0 03.00. Po tomto odbere sa
pocetnost’ bakteriofagov zacala znova zvySovat’ az dosiahla maximalnu pocetnost’ 750 pfu na
mililiter 0 05.30 a potom ich pocetnost’ zacala klesat’, az o 10.30 fagy na tomto odbernom
mieste prakticky vymizli.

Na odbernom mieste 5 povrchova Deméinovka nad Vyvieranim sa prvé bakteriofagy
objavili 002.00, ked dosiahli aj maximalnu pocetnost priblizne 10 pfu na mililiter.
V naslednych odberoch sa detegovali bakteriofagy len sporadicky s poc¢etnostou len 1 pfu na

mililiter, na hranici citlivosti pouzitej metody.

V KoSiciach, 21. decembra 2010

doc. RNDr. Peter Pristas, CSc.

veduci laboratoria
genetiky mikroorganizmov



Analyza vyskytu bakteriofaga H40/1 vo vzorkach vody zo stopovacej skasky v
Pustej jaskyni diia 17. 12. 2010 — 18. 12. 2010

Pocet detegovanych fagovych Castic
5 (pfu na 1 mL vzorky)
Cas
odberu Odberné miesto deerné O.dberné deerné
1-Vodna miesto 2 — miesto 3 - miesto 4 —
puklina Pieskovy déom Balkén Pekelny dém
20:55 0 0
21:.00 0
21:15 0 0 0 0
21:30 12900 0 0 0
21:45 18600 11600 0 0
22:00 7200 16300 0 0
22:15 2900 9300 0 0
22:30 1210 6200 0 40
22:45 890 470 0 1040
23:00 230 1410 0 2190
23:15 710 920 0 2560
23:30 82 360 6 690
23:45 14 190 2 1010
2400 21 52 8 720
00:15 65 81 23 660
00:30 21 47 105 150
00:45 3 32 430 34
01:00 27 13 1080 26
01:15 11 4 690 90
01:30 19 13 460 72
01:45 11 9 1190 34
02:00 8 11 1170 12
02:15 6
02:30 2 1420 19
02:45 4
03:00 0 2280 9
03:15 1
03:30 1 580 310
03:45 0
04:00 8 840 670
04:15 0
04:30 2 1330 390
04:45 0
05:00 12 780 560
05:15 0
05:30 0 2160 740
05:45 0
06:00 0 360 180
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Vyskyt bakteriofagov na odbernom mieste ¢. 5 — povrchova Deménovka
nad Vyvieranim

Cas odberu | Poéet detegovanych fagovych

¢astic (pfu na 1 mL vzorky)
20:50 0

21:00
22:00
23:00
24:00
01:00
02:00
03:00
04:00
05:00
06:00
07:00
08:00
09:00
10:00
11:00
12:00
13:00
14:00
15:00
16:00
17:00

[elilellellelleliellell Jlellellelliell Jdlfelleli{cllellie] el le] )




