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Abstrakt

Tato bakalarské prace se zabyva vlivem akumulace PHA na stresovou odolnost bakterii viici
dezinfekénim prostiedkim. Jako modelové mikroorganismy, vyuzité pro analyzy
Vv experimentalni ¢asti prace, byly zvoleny dva kmeny: PHA akumulujici Cupriavidus necator
H16 a jeji mutantni kmen neschopny PHA syntézy Cupriavidus necator PHB™. Tyto bakterie
byly exponovany tfem vybranym dezinfek¢nim prostfedktim (ethanol, savo a ajatin) o tiech
riznych koncentracich. Byla stanovena viabilita bakterii pfi ptisobeni danych detergentd, a to
plotnovou metodou a pratokovym cytometrem. Vliv dezinfekénich prosttedkl na bakterie byl
dale zkouman bujénovou dilucni metodou, ktera spocivala v métfeni absorbance v Case.
Posledni vyuzitou technikou byla agarova diftizni metoda. Z vysledkt je patrné, ze produkce
PHA pozitivné napomdhd obranyschopnosti bunék vici dezinfekénim prostiedkim, jelikoz
bakterialni kmen Cupriavidus necator H16 je vice odolny nez jeho mutantni kmen

v

Cupriavidus necator PHB™. Ze tif vybranych dezinfekénich prostfedki je neti¢innéjsi ajatin.
Abstract

This bachelor thesis deals with the influence of acumulation of PHA balancing
on the resistence of bacteria against desinfecting means. Two bacterial strains, PHA
accumulation Cupriavidus necator H16 and its mutant strain insoluble PHA synthase
Cupriavidus necator PHB™* were used as model microorganisms. These bacteria were
exposed to three different concentration of three desinfecting means (etanol, savo and ajatin).
The viability of bacteria by the action of disinfectants was determined by the plate method
and by the flow cytometry. The influence of desinfecting means against bacteria was
examined by the broth dilution method which rested in measurement of absorbance over time.
Agar diffusion method was the last one technique use. The results show that PHA production
positively aids cell defence against desinfectants because bacterial strain Cupriavidus necator
H16 is more resistant than its mutant strain Cupriavidus necator PHB™. Of the free selected
disinfectants, ajatin is the most effective.
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1 UvVOD

Dezinfekéni prostiedky jsou chemické latky obecné urcené k Cisténi a dezinfekci nezivych
predméta. Aby byl dany dezinfek¢éni prostifedek G¢inny proti konkrétnim patogentiim,
bakteriim ¢i virlm, musi mit schopnost nevratn€ poskodit mikrobidlni buiiku.
Cilem dezinfekénich latek je minimalizovat pocet bakterii na nezivych predmétech
ato usmrcenim nebo poskozenim bunky. Kazdy dezinfekéni prostiedek obsahuje jinou
aktivni latku a pisobi na jiné organismy, podle ¢ehoz se v praxi (v 1ékafstvi, domacnostech,
mikrobiologickych laboratotich, a dalsi) voli vhodny dezinfekéni prostiedek. V soucasnosti
disponuje trh s dezinfek¢nimi prostiedky Sirokym spektrem piipravkt uréenych pro konkrétni
pouziti, proto by se spotiebitel mél pfi vyberu spravného dezinfekéniho prostiedku zamfit
predev§im na antimikrobidlni G¢inky dezinfekénich prostiedki, dobu expozice, koncentraci
a vliv na material.

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou polyestery produkovany mnoha bakteriemi pro zvysSeni
stresové tolerance, dale mohou slouzit jako zdroj uhliku a energie pii hladovéni
mikroorganisml. Polyhydroxyalkanoaty tak napomdhaji bakteriim pfezit mnoho stresovych
faktort, jako jsou teplotni Soky, vysoké nebo nizké koncentrace iontl, volné kyslikové
radikaly nebo ultrafialové zafeni a dalSi. Mezi stresové faktory spada naptiklad oxidativni,
teplotni nebo osmoticky stres.

Cilem a hlavni naplni piedlozené bakalarské prace bylo ovéfit a prozkoumat
antimikrobialni G¢inky vybranych dezinfekénich prostredka (ethanol, savo a ajatin), stanovit
jejich ucinnou koncentraci proti bakteriim kmene Cupriavidus necator H16 a Cupriavidus
necator PHB™* a prozkoumat vliv akumulace PHA na stresovou odolnost bakterii vici
dezinfekénim prostredkiim.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Bakterie

Bakterie jsou prokaryotické jednobunééné organismy, jejichZ velikost se pohybuje v rozmezi
1-10 pwm. Tato skupina mikroorganismt patii mezi nejrozsifenéjSi organismy na svete.
Bakterie mivaji kokovity ¢i ty¢inkovity tvar a ve velké mife tvoti kolonie. Vyziva bakterii se
uskutecnuje heterotrofn€, autotrofné ¢i fotolitotrofné. VéEtSina bakterii vSak patii do skupiny
fakultativné  anaerobnich  organismid  (napiiklad  bakterie ~ Clostridium  tetani
a Escherichiacoli)[1].

2.1.1 Stavba bakterii

Bakterialni bunika je pokryta bunécnou sténou, ktera obaluje cytoplazmatickou membranu.
Pod cytoplazmatickou membranou se nachazi cytoplazma, ve které je ulozena jaderna DNA,
ribozomy, plazmidy, inkluze a mezozémy. Pohyb (taxe) bakterii je zprostiedkovavan pomoci
bic¢ikl. Bakterie mohou mit riistnd uspofadani biciku a také rizny pocet. VSechny zminéné
komponenty jsou dilezité pro preziti a rozmnozovani bunky[2].

pouzdro
bunécna sténa
cytoplazmaticka

membrana
cytoplazma

ribozomy
plazmid

pili

bicik
nukleoid
(kruhova DNA)

Obrézek 1: Stavba prokaryotické bunky [3].
2.1.1.1 Cytoplazma

Jak uz bylo zminéno vyse, cytoplazma patii mezi dilezitou komponentu bakteridlni bunky.
Zapojem cytoplazma povazujeme Viskdzni, koncentrovany roztok, zahrnujici vodu,
aminokyseliny, nukleotidy, ribonukleové kyseliny, vitaminy, glykogen, soli, enzymy a dalsi.
Cytoplazma je obklopena cytoplazmatickou membranou, coz lze vidét na obrazku 1.
Prakticky tvofi vhodné prostiedi pro veskeré chemické reakce probihajici uvniti bakterialni
buiky [4].



2.1.1.2 Genetickd informace bakterii

DNA bakterii je sloZzena z jedné velké, do kruhu sto¢ené dvou fetézcové molekuly. Na rozdil
od j&dra eukaryot je DNA uloZena volné v cytoplazmé a neni obalena membranou. Prokaryota
tedy neobsahuje jadro. Velikost této molekuly muze byt az tisickrat véEtSi nez buiika
(cca 1,4 mm). Kruhovy chromosom, oznacCovan také jako mesosom, je v uritém misté
uchycen k cytoplazmatické membrané. Nepravé jadro se nazyva nukleoid a obsahuje né¢kolik
tisic genll. Kazdd buika obsahuje pouze jednu alelu urcit¢ho genu, tudiz je povazovand
za haploidni a d€li se replikaci [4].

2.1.1.3 Plazmidy

Plazmidy predstavuji kruhové tiseky DNA ulozené volné v cytoplazmé. V ptipadé potieby,
naptiklad v genovém inZenyrstvi, lze vyuzit moznosti integrace plazmidu do chromosomu,
témto plazmidiim se pak tika epizomalni plazmid. Bakterie mize obsahovat desitky az stovky
plazmidd, které mohou pomoci svych genti ménit vlastnosti buiiky. Rada vyznamnych
vlastnosti bakterii je zakodovana na plazmidové DNA. Mezi nejznaméjsi druhy plazmida
patfi R plazmidy, které nesou gen pro rezistenci vii¢i antibiotikim. Bakterie si sama plazmid
nevytvaii, ale ziskava jej bud’ konjugaci, transdukci pomoci bakteriofaga nebo transformaci
GI, coz je pienos DNA pies bunéénou sténu a plazmatickou membranu do bakterialni bunky.
Konjugace se uskuteciiuje pies fimbrie z jiné bunky [5].

2.1.1.4 Ribozomy

Ribozom sestdvad z ribonukleové kyseliny a proteinti. U prokaryotického typu bunék je
ribozom mnohem mensi nez u eukaryotického typu bunék. Jeho funkci je syntéza proteint
na zakladé mRNA, nebo-li translace. U bakterii se ribozom sklada ze dvou podjednotek 30S
a50S, mensi a veétsi. S oznacuje jednotku Svedberg, coz je jednotka sedimentacniho
koeficientu, ktery charakterizuje dobu sedimentace ribozomu v ultracentrifuze. Jeden
Svedberg je roven 103 sekundy [6,7].

nové vznikajici protein
aminokyseliny

velka podjednotka
ribozomu

L

T R podjednotka ribozom

Obrazek 2: Ribozom [8]



2.1.1.5 Cytoplazmaticka membrana

Cytoplazmatickd membrana bakterii je slozena z fosfolipidové dvojvrstvy, do které jsou
zanofeny proteiny a glykoproteiny. Na rozdil od propustné bunécéné stény je cytoplazmaticka
membrana semipermeabilni (polopropustnd). Zajistuje prostup latek a minerald do buiky
a z buniky pomoci bilkovinnych pienasec¢t, difizi nebo osmdzou. Jeji funkci je predev§im
mechanicka opora a ochrana burky pied prinikem velkych molekul[9].

2.1.1.6 Bunécnda sténa

Bunécna sténa bakterii sestava z peptidoglykanu, ktery je tvofen polysacharidovymi fetézci,
ve kterych jsou za sebou poskladané N-acetylglukosamin a N-acetylmuramova kyselina.
Hraje dulezitou roli pii ochrané buiiky, udava bunce tvar a chrani ji pred vné&jsimi vlivy, jako
jsou naptiklad patogeny, zafeni, nebo osmoticky tlak. Stavba stény se 1isi u gram*a gram
bun¢k [10].

Gram* bakterie ma obecné tlustsi bunécnou sténu a obsahuje veétsi mnozstvi peptidd,
které spojuji polysacharidové fetézce. Hruba vrstva peptidoglykenu se sklada ze dvou typt
aminosacharidovych monomernich podjednotek, jimiz jsou kyselina N-acetylmuramova a N-
acetylglukosamin. Tyto podjednotky spolu vytvareji polysacharidové fetézce spojené B-(1,4)-
glykosidickou vazbou a jsou navzajem zesitované kratkymi peptidy. Jejich stavba je
jednodussi nez u gram™ bunék, jelikoz neobsahuje lipidy a bilkoviny. Dokéaze vazat kationty
hote¢naté a vapenaté predevsim diky pritomnosti povrchového antigenu, kyseliny teichoové.
Pfi Gramové barveni, pomoci krystalové violeti, se zbarvi do modrofialového odstinu.
Alkoholem nelze krystalova violet vymyt. Mezi dllezit¢ zéastupce se tadi bakterie rodu
Staphylococcus, Enterococcus a Listeria. [10].

/ ) \_l :yseilamlloova |<:>/\_,C/\ /<| kysehz?ote:hwva FQW
\_/><:>\4' \./ \_/\ \ / —\/ ) L/A— <4 S \F \ ’Q K_
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PEEEE 3%@’ 2sas9sle0ee
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trans-

membranovy [ cytoplazmaticka membrana ]

protein

Obrazek 3: BS gram™ bakterie [11]
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Gram® bakterie se vyznacuje ten¢i buné¢nou sténou, ale za to velmi komplikovanou
strukturou. Sestava z tenké vrstvy peptidoglykani a z vnéjs§i membrany, ktera je tvofena
dvojvrstvou fosfolipid s bilkovinami. Ptevladaji zde lipopolysacharidy, jez sestavaji ze 3
komponent: lipid A, specificky polysacharid a zakladni polysacharid. Transmembranové
proteiny, tzv. poriny se nachazi ve vnéj$i membrané¢ a umoznuji pasivni transport
nizkomolekuldrnich latek do buiiky. Dalsi dilezitou soucasti gram™ builky jsou lipoproteiny,
piedevsim Brauniiv lipoprotein, ktery hraje vyznamnou roli pii spajeni peptidoglykanové
vrstvy s vnéjsi cytoplazmatickou membranou, ¢imz napomahé udrzet kompatibilitu bunécné
membrany. Periplazmaticky prostor, nachazejici se pod vnéj$i membranou, obsahuje tenkou
vrstvu peptidoglykanu, nebo-li mureinu. Bunka je barvitelnd krystalickou violeti
a safraninovym roztokem, kdy se bakterie gramovym barvenim zbarvi do rtizova. Alkohol
zpusobuje vymyti krystalické violeti. Za nejdulezitéjsi skupiny gram™ bakterii jsou
povazovany proteobakterie, spirochéty a sinice [10].

Fl aeoeoo
Brauniiv Epoprotein O

||

” [ wapimembrana |

membranovy [cmhmmanmmha ]

protein

Obrazek 4: BS gram™ bakterie [11]

2.1.2 Odolnost bakterii via¢i nep¥iznivym okolnim podminkam

Mezi z&kladni obranné mechanismy bakterii patii tvorba spor, nebo-li sporulace. Spory tvoii
zejména gram® bakterie. Spora je povaZovana za klidové stadium butiky. Tento dé&j za¢ina
replikaci DNA a bunéénym asymetrickym délenim na konci exponencidlni faze rlstu.
Vznikaji dva rizné velké utvary (spora a sporangium), které maji uplny genom. Sporulace je
zpusobena nepfiznivymi okolnimi podminkami, jako je nedostatek zivin, teplota, radiace,
kyselost prostiedi, dezinfek¢ni latky v prostiedi a podobné. Ke studiu procesu sporulace
se nejcastéji vyuzivaji bakterie rodu Clostridium, Bacillus, jejichz sporulaci mizeme vidét
na obrazku 5. Tento proces ma celkem sedm fazi a trva pfiblizné 10 hodin. V prvni fazi
nastava zména nukleotidu, kdy oba chromosomy vytvofi vlaknity tvar, misto kulovitého.
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Poté nasleduje vytvofeni piepazky smérem dovniti buiky, kterd rozdéli bunku na vétsi
sporangium a mens$i budouci sporu. Ve tieti fazi dochazi k vmezetfeni budouci spory do vétsi
matefské bunky, tim vzniké prespora, kterd ma vnéjsi a vnitini membranu. Pro dalsi rist spory
JiZ neni nutny pfisun Zivin, jelikoz se za¢ina V prostoru mezi dvéma membranami hromadit
vapnik a vznika silnd vrstva kortexu. Mezi peptidoglykanovym kortexem a vnitini
membranou vznika vnéjsi plast. V posledni fazi nastava lyze builky matefské a uvolni
se spora [12].

obaly spory

Vegetativni burika

chromozom
chromozom

>
e \
buné&néd membrana
Chromozom je
QW ’ zdvojen a separovan.
—
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Obrézek 5: Prubé¢h sporulace [13]

Odolnost bakterii muze byt také zajisténa tvorbou biofilmu. Za pojem biofilm byva
oznacovano spolecenstvi mikroorganismu, jenz je obklopené polysacharidy, ktery samy
buriky vylucuji a tyto mikroorganismy jsou vézané Kk ur¢itému povrchu. Polysacharidy,
proteiny, nukleové kyseliny a lipidy spolecné tvoii pouzdro, které poskytuje mechanickou
stabilitu biofilmu. Diky skvélym vlastnostem téchto biofilmu jsou buiiky vice odolné vuci
antimikrobialnim ¢inidlim. Tvorba biofirmu zahrnuje 5 fazi (viz obrdzek 6): 1. Inicialni
ptilnuti, 2. Ireverzibilni pfilnuti, 3. Zrani 1, 4. Zrani 2, 5. Odluc¢ovani bakterie a zrani kolonie
[14].

J

Obrézek 6: Faze tvorby biofilmu [15]
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Jak uz bylo zminéno vySe Vv podkapitole Bunécnd sténa 2.1.1.6, bunécna sténa je jedna
a gram- bakterii, zajisté by zvitézila sténa gram” bakterii, ktera je vice odolna vi¢i chemickym
latkdm a lytickym ucinkiim nepiiznivych latek. Lipopolysacharidy, pfitomny ve vnéjsi
membran¢ bunééné stény gram™ bakterii, hraji vyznamnou roli jako endotoxiny, které se
uvolni pti bunééné apoptoze [16].

2.2 Antimikrobialni latky

Antimikrobialni latky jsou slouceniny, které inhibuji rist mikroorganismu, nebo je usmrcuji.
Mezi antimikrobialni latky fadime dezinfekéni prostiedky, antibiotika, 1é¢iva, enzymy a dalsi.
Slouzi K vytvoreni sterilniho (antiseptického) prostiedi. Dale jsou znamy antiseptika, ktera
jsou aplikovana na zivou tkan. Také rozliSujeme sanitizéry, jejichz rozdil oproti dezinfekénim
prostfedkiim spociva v fedéni. Dezinfek¢éni latky musi mit vétsi schopnost zabijet patogenni
bakterie oproti sanitizéru. T¢lo si dokaze vytvaret vlastni antiseptika v podobé enzymu jako
lysozym a fosfolipaza A2. Tyto enzymy jsou dilezitou soucasti imunitniho systému
a najdeme je ve slinach, slzach nebo v mateiském mléce[17].

2.2.1 Uctinek antimikrobialnich latek
Podle u¢inku na bakterie miizeme délit antimikrobidlni latky na:

- bakteriocidni;
- bakteriostatické.

Bakteriocidni antimikrobidlni latky poSkozuji bunku do doby, kdy dojde k Uplnému
usmrceni. Tento d&j je tedy nevratny. Mezi bakteriocidni latky s dezinfekénim wc¢inkem
fadime chlornany, chloraminy, peroxidy, Lugoliv roztok, jodovou tinkturu, koncentrované
alkoholy, jako je etanol, propanol, dale fenol, 0zon, koloidni stiibro a dalsi [17].

Bakteriostatické latky jsou takové, které¢ reversibilné blokuji ¢innost proteint
a nukleovych kyselin. Tim dochédzi k pozastaveni ristu bunky. Patfi mezi né, napiiklad
antibiotika [17].

Dtlezitym faktorem pro Uc€innost antimikrobidlnich latek je koncentrace, a proto byly
zavedeny dva pojmy: minimalni inhibi¢ni koncentrace a minimalni baktericidni koncentrace.

MIC je pojem, ktery ptedstavuje hodnotu minimalni inhibi¢ni koncentrace, coz je
koncentrace, pii které¢ dojde k zastaveni mnozeni bakterii. Je dulezita predevsim z hlediska

stanoveni resistence mikroorganismil na antimikrobialni latky. Urc¢it MIC lze pomoci riiznych
metod, jako je naptiklad fedéni agaru nebo bujénu [18].

MBC piedstavuje minimalni baktericidni koncentraci, které miZeme dosahnout
pfi zvySovani minimalni inhibi¢ni koncentrace. Tato koncentrace antimikrobialni latky je
pro bakterie letalni. Neni tak ¢asto pouzivana jako MIC [19].

2.2.2 Mechanismus ucinku antimikrobialnich latek

Pifi pouziti antimikrobidlnich latek dochdzi k nevratnému poSkozeni bunécné stény
a bunéénych membran, coz je znazornéno na obrazku 7, muze vést az k destrukci struktury
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proteinii a nukleovych kyselin. Nejdiive se adsorbuje latka na povrchu bunky a prostupuje
pfes bunéénou sténu do cytoplazmatické membrany, kde interaguje s proteiny, enzymy
adokonce i s DNA. S rostouci teplotou a koncentraci stoupa i ucinek antimikrobialni latky
[17].

Mechanismus u¢inku antimikrobidlnich latek zavisi na druhu pouzité latky. Pt pouziti
ozonu, chloru nebo peroxidu dochazi k oxidaci. Za to alkalie, kyseliny a horka voda zpisobuji
hydrolyzu, na rozdil od kovi, alkoholt a fenolu, které maji za pii¢inu koagulaci bilkovin [17].

INHIBICE
SYNTEZY

BUNECNE
STENY  [§%

INHIBICE
SYNTEZY
PROTEINU

g;-f"}\ﬂ“]rgﬁl(z:% NARUSENI )
DNA A RNA CYTOPLAZMATICKE
MEMBRANY
INHIBICE
HLAVNI
METABOLICKE
DRAHY

Obrézek 7: Mechanismus G¢inku antimikrobialnich latek [20]

Dezinfekéni latky (biocidy) maji obecné Sirsi spektrum Gi€inku neZ antibiotika a dokazou se
soustfedit na vice cilii v bunice. Biocidy byvaji také nazyvany jako protoplazmatické jedy,
jelikoz ptisobi na metabolismus bakterii. Interakce mohou byt riizného druhu:

A) INTERAKCE S BUNECNOU STENOU
Dezinfekéni latka miZe interagovat s bunénou sténou a dalSimi strukturami vné
cytoplazmatické membrany. Uginnost biocidu je zavisla piedeviim na schopnosti
latky penetrovat a ptekonat bariérovy efekt vnéj$§i membrany buriky.

B) INTERAKCE S CYTOPLAZMATICKOU MEMBRANOU
Pokud dezinfekéni latka interaguje s cytoplazmatickou membranou, tak dochazi
k naruseni jevu oxidativni fosforylace a K naruSeni jevu zajist'ujici transport latek
ptes membrénu.
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C) INTERAKCE S CYTOPLAZMOU
Vétsina dezinfekénich prostiedkl interaguje s cytoplazmou, coz ma za nasledek
inhibici proteosyntézy nebo poruchu syntézy nukleovych kyselin [21].

2.3 Dezinfekce a sterilizace

Existuje velky rozdil mezi sterilizaci a dezinfekci. Pouzitim dezinfekce dojde k usmrceni
patogennich bakterii. Spory a z&rodky zistanou ale neposkozené. Naopak sterilizace ma
za nasledek usmrceni vSech vegetativnich bun¢k a spor. Sterilizovat se da naptiklad vlhkym
teplem. Tato metoda se provadi v parnich piistrojich pfi teploté¢ az 134 °C. Dale muzeme
sterilizovat pomoci horkého vzduchu, plazmou, formaldehydem a etylenoxidem [22].

2.3.1 Dezinfekéni prostiedky

Jak uz bylo zminéno vyse, viz 2.2.2 Sterilizace a dezinfekce, slovem dezinfekce se rozumi
soubor opatieni ke zneSkodiiovani mikroorganismi pomoci fyzikéalnich, chemickych nebo
kombinovanych postupii, které maji pierusit cestu nakazy od zdroje k cili. Mezi fyzikalni
postupy spada ultrafialové zafeni o vinové délce 253,7nm — 264 nm, filtrace, zéfeni,
spalovani, var v pietlakovych nadobach nebo var za atmosférického tlaku po uréitou dobu.
Chemicka dezinfekce se provadi postfikem, ponofenim, omyvanim nebo otirdnim daného
mista ¢i pristroje. Chemické dezinfekce zahrnuje mnoho latek, jako jsou naptiklad halogeny,
aldehydy, alkoholy a étery, tenzidy (povrchové aktivni latky), cyklické slouceniny, slouceniny
tézkych kovt, hydroxidy a jiné alkalie. Existuji fyzikalné-chemické metody dezinfekce,
jez zahrnuji praci, myci a distici stroje, kde dezinfekce probiha pii teploté 60 °C
s chemickymi dezinfekénimi prostiedimi. Také paroformaldehydova komora, slouzici
k dezinfekei textilu, vyrobkl z umélych hmot, viny, kiize a kozesin pii teploté 45 °C az 75 °C,
spadéa do kategorie kombinované dezinfekce [23].

Dezinfek¢ni prostiedky se skladaji z aktivni latky, ktera je mikrobiologicky uc¢inna
a pusobi na patogenni mikroorganismy, déle jsou pfitomny pomocné slouceniny, jeZ mohou
byt latky s myci a leStici substanci nebo latky k optimalizace pH, barvy, rozpustnosti
nebo hustoty a dalsi. Podle druhu aktivni latky, jeji u¢innosti a druhu organismu, na ktery
pusobime, je miizeme dé€lit na u¢inné, ¢asteéné G¢inné a netcinné (viz tabulka 1) [24].
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Tabulka 1: Prehled ucinnosti aktivnich latek [24]

o bakterie viry houby spory
aktivni latka + ) oL TBC .
gram ~ | gram | obalené | neobalené | (Plisn€) bakterii
Chlor ++ ++ ++ ++ ++ ++ +
Glyoxal ++ ++ + X X + -+
Glutaraldehyd ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Formaldehyd ++ ++ ++ ++ ++ ++ +
Alkoholy ++ ++ + + + ++ X
Kyselina
acetylsalicylova
Peroxoslouceniny ++ ++ ++ ++ ++ + ++
Peroxokyseliny ++ ++ ++ ++ ++ ++ -+
Fenoly ++ ++ ++ X ++ ++ X
Guanidin ++ ++ + + ++ + X
++0¢inna + ¢aste¢né ucinna X neucinna

Idedlni dezinfekéni latka by meéla dosahovat nizkych aplikaénich koncentraci a kratké
expozice, pficemz by neméla poSkodit dezinfikovany materidl a neméla by zménit kvalitu
materidlu. Vyrobek by nemél mit negativni dopad na zdravi ¢lovéka a na Zivotni prostiedi.
Jeji uCinnost by méla v idealnim ptipadé pokryvat cely rozsah pH [24].

2.3.2 Rozdéleni dezinfekénich prostiedki

Dezinfekéni latky mizeme délit podle riznych kritérii. Podle u¢inku délime na sporucidni,
baktericidni, fungicidni, virucidni a tuberkulocidni. Spektrum ucinnosti dezinfekénich
prostiedki je tedy oznaCovano pomoci velkych pismen:

A = baktericidni (viz kapitola 2.2.1)

B = virucidni (ptisobi na viry)

C = sporocidni (zptsobuji inaktivaci spor)

T = tuberkulocidni (usmrcuji ptivodce tuberkulozy)

M = mykobaktericidni (pisobi na atypicka mykobakteria)
V = fungicidni (ptisobi na kvasinky a vlaknité houby)

Podle chemické struktury na aldehydy, alkoholy, aminy, tenzidy, hydroxidy, organické
kyseliny, jodové slouceniny, chlorové slouceniny, slouceniny peroxidu, kvartérni amoniové
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slouc¢eniny. Dale podle zpiisobu pouziti jsou to naptiklad dezinfekce povrchi, nastroja, rukou
nebo specialni dezinfekce [25].

Slouceniny chloru

Slouc¢eniny chloru se vbézné praxi vyuzivaji pro dezinfekci predméti
at’ uz v domacnostech nebo v nemocni¢nich prostorach. Ve zdravotnictvi mize slouzit jakozto
antiseptikum pro dezinfekci ktize. V téchto ptipadech je chlor soucasti organickych sloucenin,
které uvoliiuji chlor pomalu a nedojde tak k podrazdéni pokozky. Rada latek, obsahujici chlor,
ma oxidacni vlastnosti, diky kterym dochazi v bunce patogenu k oxidaci bilkovin, coZ zptsobi
jejich denaturaci a nasledné usmrceni bakterie. Oxida¢ni latky mohou putisobit i na enzymy
azajisti tak jejich inaktivaci pomoci odstépeného atomarniho kysliku, ktery narusi
molekularni vazby patogenu [26].

Alkoholy a fenoly

Antibakterialni Uc¢inek alkoholli je zalozen pfedev§im na poruse bunééné membrany
a na denaturaci bilkovin. Nejc€astéji pouzivany antimikrobidlni alkohol je ethanol, ktery je
nejucinnéjsi pti koncentraci 70% a pusobi pouze na bakterie, nikoliv na spory. Pfi vétSich
koncentracich ethanolu dochazi spise ke konzervaci. Dal§imi pouzivanymi antimikrobialnimi
alkoholy jsou izopropanol, ethylenglykol a dalii. Casto se setkavame s kombinaci latek,
napiiklad etanol se pouzivd do fady dezinfekci, jako jsou Ajatin, Septonex nebo Jodisol.
Alkoholy ptsobi rychle a také se rychle odpatuji, jsou vhodné dezinfekei rukou, pokozky,
malych a tézko dostupnych ploch [27].

Aldehydy

Aldehydy zptsobuji inaktivaci bunéénych enzymut a koaguluji bilkoviny. Aktivni latkou
jsou glyoxal, glutaraldehyd (viz obrazek 8) a formaldehyd. Aldehydy maji nevyhodu
ve vysoké toxicité, piiemZ je potreba pii dezinfekci ploch dbat na skvélé odvétravani
aldehydovych vypart, které mohou zpusobit alergie [27].

O O

H H

Obrazek 8: glutaraldehyd [28]
Kvarterni amoniové slouceniny

Benzalkonium chlorid, jehoz strukturni vzorec je zndzornén na obrazku 9,
a didecyldimethylamonium chlorid jsou kvarterni amoniové slouceniny narusujici bunécnou
sténu predev§im u gram+ bakterii. Tyto slouCeniny nejsou ucinné vuci gram- bakteriim
a sporam. U bunce se vazi na bunééné bilkoviny a inaktivuji enzymy [27].
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N—CHz(CHz),CH3
CH3

Obrézek 9: Benzalkonium chlorid [29]

2.3.3 Pouzité dezinfek¢ni latky
2.3.3.1 Ethanol

Ethanol, jinymi slovy ethylalkohol, je bezbarva kapalina, charakteristického z&pachu. Jedna
se o alkohol, ktery je snadno zapalny a proto jej fadime do hoflavin prvni tfidy. Ethanol
muzeme piipravit z cukrii alkoholovym kvaSenim pusobenim rtuznych druhd kvasinek. Druh
Saccharomyces cerevisiae zahrnuje fakultativné anaerobni kvasinky schopné fermentace
autilizace sacharidi. Pro vyrobu lihovin je mozné pouzit kvasinky druhu
Schizosaccharomyces pombe, ktera tvoii ethanol anaerobné. Synteticky lze ethanol pfipravit
katalytickou hydrataci ethenu nebo katalytickou hydrogenaci acetaldehydu. Diky pfitomnosti
—OH skupiny je molekula schopna tvofit vodikové vazby. Diky tomuto jevu je teplota bodu
varu vyssi. Ethanol se fadi mezi antiseptické a dezinfekcni Cinidlo, jehoz u¢innd koncentrace
je 60 — 95%, jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.3.2, pfi této koncentraci vykazuje baktericidni
ucinky. K dezinfekci kiize nebo nastroji se pouziva koncentrace 70 % a 90% ethanol je
U¢inny proti virim [30, 31].

2.3.3.2 Savo

Savo je dezinfek¢ni prostiedek, Casto uzivany v domacnostech jako dezinfekce ¢i k béleni.
Utinnou latkou je zde chlornan sodny, jehoz sumérni vzorec je NaClO. Chlornan sodny
muzeme vyrobit zavadénim chloru do chladného a zfedéného roztoku hydroxidu sodného.
Pramyslova vyroba spociva v elektrolyze roztoku chloridu sodného. Pasobi jak na gram’
bakterie, tak i na gram™ bakterie, na bakteridlni spory, plisné a viry. K lyzi bunék dochazi
kvuli oxidaci funk¢nich skupin biomolekul, Savo je tedy baktericidni latka. Jedna se o velmi
u¢inny prosttedek nicCici bunécnou aktivitu proteini pomoci uvolnéného kysliku.
Mechanismus ucinku spoc¢iva v denaturaci bilkovin, bunécnych membran a také zasahuje
do syntézy proteinti inhibici enzymy a destrukci fetézcit DNA [32].

2.3.3.3 Ajatin

Ajatin PLUS 10% obsahuje 10 g benzododeciniumbromidu ve 100 ml roztoku. Tento
piipravek je urcen piedevs§im k dezinfekci. Jeho zfedéna forma se mize vyuzit na dezinfekci
povrchu pokozky, k plosné dezinfekci povrchi a predmétd. Je GCinny predevSim proti
gram® bakteriim, kvasinkam, niz§im houbam, virim a plisnim. Roztok je bezbarvy
a nezapachd, dale je hoflavy, ale neuvolituje nebezpecné plyny. V nizsich koncentracich neni
zfejmy Gcinek proti gram™ bakteriim [33].
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2.4 Cupriavidusnecator

V mnoha literdrnich zdrojich se mizeme setkat se starSim pojmenovanim bakterie
Cupriavidus necator H16 a to jako Ralstonia eutropha (nazev z roku 1995). V roce 1969 byla
bakterie znama pod jménem Alcaligenes eutrophus. Tento nazev byl pouzivan az do roku
2004, kdy byl pozménén na Wautersia eutropha H16 a jesté téhoz roku doslo k opétovnému
pfejmenovani na dnes znamé a upiednostiiované Cupriavidus necator. V ramci této prace byla
tato bakterie vyuzita jako modelovy mikroorganismus pro posouzeni vlivu PHA na resistenci
mikrobidlnich buné¢k vic¢i desinfekénim prostfedkiim, proto budou nasledujici tadky
vénovany podrobnéjsimu piedstaveni této bakterie [34,35].

2.4.1 Vyskyt a vlastnosti C. necator

C. necator je chemolitotrofni, gram™ organismus, nachazejici se ve sladké vod¢ i v pudé
a Vv ptipadé, kdy nejsou piitomny organické substraty, je schopna vyuzivat H2 a CO> jako
zdroje energie, pficemz hojné vyuzivaji své schopnosti vazat CO2 ze vzduchu do Calvin-
BensonBasshamova cyklu. Naopak Vv nepfitomnosti kysliku je bakterie schopna prejit
do procesu anaerobniho dychani, kde jsou za akceptory elektrontt povazovany dusi¢nany [35].

Bakterie C. necator je povazovana za nejlépe prostudovanou bakterii produkujici PHA,
konkrétné poly(3-hydroxybutyrat). Tento polyhydroxyalkanoat je akumulovany ve formé
intracelularnich granuli (obrazek 10) v cytoplazmé buiiky. Druh bakteridlniho kmene a s nim
i podminky kultivace jsou aspekty pro pocet a velikost granuli. Povrch granuli je hydrofilni,
jelikoz je tvoten fosfolipidovou monovrstvou, do niz jsou zanofeny proteiny s riznymi
funkcemi.Jednim ze zastupcti mutantnich kmenti této bakterie je Cupriavidus necator PHB™,
ktera neni schopna produkce polyhydroxyalkanoati [36].

Strukturni protein
PHA syntdza
Depolymerdza l

Regulacni protein

Fosfolipidy

300-500 nm

Obrazek 10: Schema struktury polyhydroxyalkanoatové granule [37]

2.5 Polyhydroxyalkanoaty

Vroce 1926 byly francouzskym védcem Lemoignem objeveny polyhydroxyalkanoaty,
coz jsou linearni polyestery, které jsou produkovany intracelularné ve formé inkluzi béhem
stacionarni fdze rGstu mnoha bakterii a to fermentaci cukra, lipid, alkant, alkent
a alkanovych kyselin. Mikrobiolog Lemoign pouzil bakterii Bacillus megaterium k izolaci
poly(3-hydroxybutyratu) (PHB). Schopnost akumulace PHA byla objevena i u dalsich gram’
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i gram* kmend. Piedpoklada se, ze bakterie vyuzivaji akumulace PHA pro zvyseni stresové
tolerance, dale mohou slouzit jako zdroj uhliku a energie pfi hladovéni mikroorganismi

[38,39].

Od béznych syntetickych plastd vyrabénych z ropy je odliSuje fakt, ze jsou vyrabéné
z obnovitelnych surovin, jako jsou mnapiiklad odpadni produkty z potravinaiskych
nebo zemédé€lskych procest. Dal§im vyznamnym faktorem je jejich biologicka rozlozitelnost.
Jejich vyuziti je Siroké, jelikoz maji podobné fyzikalni vlastnosti, jako napiiklad polypropylen
nebo polyethylen. Lze je tedy vyuzit v domacnostech, Vv potravinaiském a obalovém
pramyslu. V akustice se mohou PHA pouzit na vyrobu reproduktord, sluchatek
nebo mikrofonti. V neposledni fadé nachazeji uplatnéni i V mediciné jako implantaty
nebo pro fizeny transport 1é¢iv do konkrétnich bunék[40].

2.5.1 Struktura a vlastnosti PHA

Polyhydroxyalkanoaty jsou polyestery mastnych hydroxykyselin. Jsou znamy dvé skupiny,
do kterych se PHA déli podle délky fetézci monomert. Prvni skupinu tvoifi polymery
obsahujici hydroxykyseliny s 3 - 5 atomy uhliku. Tém se fika Short-chain-length, zkracené
SCL-PHA. Do druhé skupiny spadaji polyhydroxyalkanoaty o délce 6-14 atomud uhliku,
jejichz nazev je medium-chain-length. Zkratka pro tyto polyestery zni MCL-PHA. Bakterie
Cupriavidus necator produkuje polyestery SCL-PHA [37].

"t i
—O-CH-(CHy);C —

100-3000
polymer

Obrézek 11: Struktura PHA [41]

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.4.1, polyhydroxyalkanoaty se nachazeji v cytoplazmé
buriky ve formé intracelularnich granuli. Jadro PHA je obaleno fosfolipidovou dvojvrstvou,
do které jsou zanofeny strukturni proteiny, PHA depolymerazy, PHA syntézy a dalsi proteiny.
Hydrofobni charakter PHA je pro bunku pfinosny, protoZze akumulace PHA nezvySuje
intracelularni tlak [42].

PHA maji vynikajici vlastnosti, diky nimz by mohly v budoucnu zcela nahradit jiz zminéné
syntetické polymery. Mezi nejdilezitéj$i vlastnosti patii biodegradace a snadna
odbouratelnost. Nekteré druhy PHA se fadi mezi termoplasty nebo elastomery. Dalsi vyhodou
je biokompatibilita vié¢i riznym druhiim bunék, jako jsou osteoblasty nebo chondrocyty. Jsou
opticky aktivni a to diky mikrobidlni produkci, jelikoz je bakterie vyrab&ji jako Cisté
enantiomery. Bylo zjiSténo, Ze PHA jsou netoxické latky, které mohou byt vyrobeny
Z obnovitelnych zdroji. VétSina takto vyrobenych polyhydroxyalkannoatii je nerozpustna
ve vod¢, krystalickd a disponuje vysokym stupném polymerace. V praxi se mizeme setkat
s ruznymi vlastnostmi PHA, zalozené na jejich vzniku ¢i funkei a v zavislosti na zastoupeni

monomert. Nekteré mohou byt krystalické, tézké, kiehké a tuhé s vysokou teplotou tani
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(okolo180 °C), jiné zase naopak elastické a pruzné. Pii kombinaci latek s jinymi
hydroxykyselinami mohou byt jejich vlastnosti velice pestré [43].

2.5.2 Propojeni PHA a stresové odpovédi bakterii

Bakterie dovedou ptezit mnoho stresovych faktort, jako jsou napiiklad teplotni Soky, vysokeé
nebo nizké koncentrace iontll, volné kyslikové radikaly nebo ultrafialové zéfeni a dalsi. Bylo
zjisténo, ze kpteziti vtéchto stresovych podminkach jim pozitivné napomahaji
polyhydroxyalkanoaty. Stresové faktory lze rozdélit do tii kategorii: fyzicky stres, kam spada
naptiklad osmoticky Sok, dehydratace, teplotni stres a dalsi. Druhou kategorii tvofi chemické
mutageneze, hladovéni, metabolické toxiny, pH Sok a oxidativni stres, coz mizeme zahrnout
pod pojem chemicky stres. Posledni skupinou je biologicky stres, pro ktery je typické bunécné
starnuti, zmény v genotypu nebo konkurence jinymi organismy [44].

2.5.2.1 Oxidativni stres

.....

se vytvaii ATP béhem oxidativni fosforylace. V prib&hu tohoto metabolismu ale probihaji
redukce molekularniho kysliku, coz vede az ke vzniku peroxidu vodiku, hydroxylovych
radikalti, superoxidu nebo oxidu dusnatého. Tyto slouceniny pak nepfiznivé posSkozuji
proteiny a DNA. Pfi oxidativnim stresu se aktivuji n¢které metabolické dréhy, které se snazi
odstranit chemicky reaktivni formy kysliku. V tomto stavu buiky potiebuji udrzet vysoky
pomér NAD(P)H/NAD(P)* a toho docili pomoci glutationu [44].

2.5.2.2 Teplotni stres

Mezi jednu z hlavnich vlastnosti bakteridlnich bun¢k patii fakt, Ze jsou velice poddajné
(odolné i sensitivni) okolnim teplotam a prostedi. Bakterie patii mezi organismy nejhojnéji
zastoupené na Zemi ato je zpusobeno diky jejich piizptsobivosti. Podle jejich druhu
a prostiedi, ve kterém ziji, jsou schopny piezivat v hostitelské i mimo hostitelskou buiiku
nebo dovedou odolavat teplotnim vykyviim zplisobenym zménou rocni doby nebo denniho
Casu [45].

Mikroorganismy délime na tfi zakladni skupiny podle optimalni teploty. Teplota
5az 18 °C je idealni pro skupinu psychrofilnich bakterii. U mezofilnich mikroorganismii se
teplota pohybuje okolo 30 °C a tfeti skupinu tvofi bakterie, které piezivaji v teplotach 45 °C
nebo vyssich a tém fikame termofilni. Pokud dojde ke zvyseni teploty nad optimalni teplotu,
buiika podléha tepelné Sokové odpoveédi (HSR) a naopak pii snizeni teploty nastane studeny
Sok (CSR). Pfi zvySovani 1 sniZovani teploty mize nastat sniZeni rychlosti ristu. Pfi snizeni
teploty mtize nastat zména stavu buriky, a proto je nutné v¢lenit mastné kyseliny. Bakterie se
snazi témto jevim branit indukci fady proteint [45].
2.5.2.3 Osmoticky stres

Pojem osmoéza predstavuje pasivni transport, pii  kterém pifechazi rozpoustédlo
ptes semipermeabilni membranu z prostoru o mensi koncentraci do prostoru s vétsi
koncentraci roztoku. Rozpoustédlo prochazi ptes membranu samovolnég, zatim co rozpusténé
latky neprochazi nebo je pro n¢ membrana méné propustna. Ve chvili, kdy je polopropustna
membrana castecné propustnd pro rozpusténé latky, miiZze s sebou rozpoustédlo strhnout
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i molekuly rozpusténé latky. Osmoticky tlak zavisi na celkové koncentraci rozpusténych latek
v roztoku. S osmotickym tlakem souvisi osmolalita, coz je osmoticky tlak pfi urcité teploté
v jednotkéch koncentrace [46].

Osmoticky stres u bakterii razantné ovliviiuje jejich budouci rist a metabolickou aktivitu.
Pti stavu, kdy se buiika ocitne v roztoku o vétSi koncentraci nez je koncentrace uvnitt bunky,
doch&zi k difuzi vody z buiiky ven a tim se snazi vyrovnat osmoticky tlak. Zména obsahu
vody Vv buiice ma za nasledek n¢kdy az fatalni zmény, jako je napiiklad zména objemu,
membranového napéti nebo viskozity. Osmoticky stres mize byt zpisobeny zvySenim nebo
snizenim osmotického tlaku. Bunky se pii osmotickém stresu snazi zabranit lyzi
¢i plazmolyze buiiky a to tim, ze zmirni vodni tok uvolnénim elektrolyti nebo malych
organickych  latek. Snazi se aktivovat osmoregulatorové systémy  syntézou
makromolekularnich latek [46].
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3 EXPERIMENTALNI{ CAST
3.1 Pouzité chemikalie, bakterie, material a pristroje

3.1.1 Bakterialni kmeny

V bakalaiské praci byly pouzity bakterie Cupriavidus necator H16 a jeho mutantni kmen
Cupriavidus necator PHB™, ktery byl zakoupen v Leibnitz Institute DSMZ-German
Collection of Microorganism and Cell Cultures, Braunschweig, Némecko. Bakterie
Cupriavidus necator H16 byla ziskand z Ceské sbirky mikroorganisméi Masarykovy
univerzity v Brné.

3.1.2 Pouzité chemikalie pro kultivaci mikroorganismii

- Nutrien Broth (Himedia), India,
- Agar Powder (Himedia), India,
- Beef extrakt (Himedia), India,

- Peptone (Himedia), India,

- Propidium jodid (eBioscience),
- Ethanol,

- Savo,

- Ajatin.

Vsechny pouzité chemikalie byly Cistoty p.a.

3.1.3 Seznam pouzitych pristroju

- Prttokovy cytometr, Apogee AS50, Apogee Flow Systems,

- temperovana tfepacka, Heidolph Unimax 1010, Labicom s.r.o.,
- temperovaa tiepacka, Orbital shaker — Incubator ES-20, Biosan,
- termostat, LS-35,

- centrifuga, Boeco U-32R

- Elisa Reader- ELx808, BioTek Instruments, Inc.,

- inkubator, 1P60,

- ptredvazky, Kern EW 620-3NM,

- laminarni box Aura mini, Bio Air Instruments,

- spektrofotometr, Biotech Implen,

- multipipeta,

- béZné laboratorni sklo a vybaveni.

3.2 Priprava inokula

Inokula pro kultivace byla pfipravovana ve ¢tyfech Erlenmayerovych baiikkach o objemu 100
ml s obsahem 50 ml média. Jako kapalné produkéni médium byla pouzita latka Nutrient Broth
o koncentraci 25 g média na 1000 ml destilované vody. Zivné médium bylo vysterilizovano
v tlakovém hrnci s uzavienym ventilem po dobu 60 minut. Inokulum bylo zaockovano
bakteriologickou kli¢kou v laminarnim boxu a to celkem tfikrat, ptimo z agarové plotny.
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Kultivace probihala 24 hodin na temperované tiepacce pii 30°C a frekvenci tfepani 170 rpm.
Po 24 hodinach bylo provedeno zaockovani produkéniho mineralniho media.

Slozeni Nutrien Broth:

Beef extract 10 g/l,

- Pepton 10 g/l,
- NaCl 5 gll,
- Agar 20 g/l.

3.3 Zivna média
Pro pfipravu produkéniho minerdlniho média pro kultivaci bakterii C. necator H16
a C. necator PHB™ byly pouzity nasledujici mineralni latky:

- (NHa4)2S04 1g/l

- KH2PO4 1,2 g/l
- NazHPOs 11,1 g/l
- MgSOa4 0,2 g/l
- Fruktosa 20 g/l

- Roztok stopovych prvka” 1 ml
- Destilovana voda 1000 ml

“Roztok stopovych prvki:

- FeCls 9,79
- CaClz 780
- CuSOs4 0,156 g
- CoCl2 0,119¢
- NiCl2 0,118¢
- CrClz 0,062 g

- 01MHCI 1000 ml

Mineralni médium bylo tvofeno ze soli, které jsou zminéné vyse, a ze 100 ml destilované
vody. Opét byla provedena sterilizace a po vychladnuti roztoku bylo v laminarnim boxu
ptidano 5 ml fruktozy (20g/l), 100 ul roztoku stopovych prvki a 5 ml inokula. Takto
pfipravené produkéni médium bylo kultivovano 72 hodin pii 30 °C na temperované tfepacce
pii 170 rpm.

Vsechny sterilizace medii byly provadény v dobie uzavieném tlakovém hrnci po dobu 60
minut. Roztoky fruktosy se sterilizovaly 30 minut v tlakovém hrnci s otevienym ventilem
apfed pouzitim byly vloZzeny do lamindrniho boxu, kde byly sterilizovany UV zafenim.
Roztoky fruktosy a stopovych prvki byly piidavany po vychladnuti medii na laboratorni
teplotu.

3.4 Priprava dezinfek¢nich prostiedku

Utinnost dezinfekénich prostiedkii byla zkouména vzdy pii tiech rozdilnych koncentracich.
Ethanol byl pfipravovan z97% roztoku, ze kterého byl, pfidanim daného mnozZstvi
destilované vody, pfipraven postupné 70%, 50% a 10% roztok. Stejnym zpiisobem byl ziedén
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1 roztok 10% ajatinu. Nejprve byly pfipraveny roztoky 2%, 1% a 0,1%. Nasledné bylo
zapotiebi ptipravit 1 nizsi koncentrace ajatinu, jelikoz pii stanoveni viability na agarové plotné
doslo kusmrceni vSech bakterii pii vSech koncentracich. Nové zkoumané koncentrace
zahrnovaly tedy 0,1%, 0,05% a 0,01% roztok ajatinu. V neposledni fad¢ byly piipraveny 3
roztoky Sava (100%) o koncentraci 5 %, 1 %, 0,1 %.

3.5 Stanoveni viability

Stanoveni viability bakterialnich kmenti C. necator H16 a C. necator PHB* bylo provadéno
prostfednictvim dvou metod a to plotnovou metodou a pomoci pratokového cytometru.

3.5.1 Stanoveni viability na agarové plotné

Pro stanoveni vlivu desinfek¢nich prostiedkid na zivotaschopnost bakterii bylo zapotiebi urcit
pocet narostlych kolonii ve vzorku pted a po piidani detergenti. 5 ml produkéniho
mineralniho média bylo 5 minut centrifugovano pii 5000 otackach a poté bylo v laminarnim
boxu nepipetovano vzdy 5 ml daného dezinfekéniho prostiedku o uréité koncentraci
k supernatantu. K jednomu ze sedimentd bylo nepipetovano 5 ml PBS a tento vzorek slouzil
jako kontrola. Produkéni médium spolu s danym detergentem bylo kultivovano 20 minut
na rotaéni tfepacce pii 10 RPM. Poté byly vzorky nafedény s PBS desitkovym fedénim
az po hodnotu 107, Byly vybrany 3 koncentrace (1073, 10, 107), ze kterych bylo vzdy po 0,1
ml rozetfeno sterilni hokejkou na tii agarové plotny s NB. Kultivace na agarovych plotnéch
probihala 48 hodin pti 30°C a poté bylo spo¢itino mnozstvi kolonii na miskach v rozmezi
od 20 do 200.

3.5.2 Stanoveni viability pomoci priitokového cytometru

Pratokova cytometrie je metoda, pomoci niz mizeme analyzovat jednotlivé buiky v kratkém
Casovém intervalu. V ramci jedné analyzy je mozné stanovit fadu rlznych parametru.
Po vstiiknuti vzorku do cytometru jsou ¢astice ndhodné rozdistribuovany do trojrozmérného
prostoru a poté fluidni systém zajisti, Ze do detekcniho prostoru ptichdzi buiiky jednotlivé
Vv fetézci [47].

K posouzeni vlivu desinfek¢nich prosttedkl na Zivotaschopnost bakterii bylo pro piesnost
vyuzito porovnani vysledka z plotnové metody s vysledky z pratokového cytometru, jelikoz
ob¢é metody mohou byt do jisté miry neptesné. Piiprava vzorkii pro méfeni viability pomoci
prutokového cytometru byla totozna se vzorky z plotnove metody. Rozdil byl vtom, ze
z desitkového fedéni byla zvolena koncentrace 102, kdezto u plotnové metody byly na misky
nanaseny vzorky zifedéni 103, 10°% 107. Parametry nastaveni cytometru byly rozhodujici
pro rozliseni mrtvych bun¢k od zivych. Na obarveni mrtvych bunék bylo pouzito 5 pl
fluorescenéniho barviva Propidium lodide (1mg/ml), které interaguje s DNA poskozenych
bakterii.

3.6 Bujonova dilu¢ni metoda

Riist mikroorganismi byl stanoven méfenim absorbance pifi 630 nm pii bujonové diluéni
metode. K testovani byly pouzity 96 jamkové mikrotitracni destiCky. Ptiprava vzork
pro tuto metodu probéhla nasledujicim zptisobem. Nejprve bylo nutné si fedénim produkéniho
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média s NB pfipravit buné¢nou suspenzi, tak, aby byla absorbance pii 630 nm 0,1. Poté bylo
nepipetovano 50ul dané dezinfekéni latky do kazdé jamky (viz. tabulka2) a bylo piidano vzdy
150p1 bunééné suspenze. Jako blank byla pouzita sterilni destilovana voda. Samotnéa analyza
vzorkt byla provedena na ELISA readeru. Byla zméfena pocateéni koncentrace a koncentrace
po 1. minuté¢ a nasledné se vzorky nechaly inkubovat pii 30°C. Absorbance byla méfena
v Case 0, 4, 8, 12 a 24 hodinach kultivace.

Tabulka 2: Rozmisténi vzorkt na desticce (H16)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12

A2 A2 A2 Al Al Al |A0,1|A0,1|A0,1

A | blank | blank | blank | E10 | E10 | E10 | E25 | E25 | E25

B| H16 | H16 | H16 | S5 S5 S5 | S1 | S1 | Sl |s0,1/S0,1|S0,1

C| A2 A2 A2 Al Al Al |A0,1|A0,1|A0,1 e
D |A0,05|A0,05|A0,05|A0,01|A0,01|A0,01

E | blank | blank | blank | E10 | E10 | E10 | E25 | E25 | E25

F| H16 | H16 | H16 | S5 S5 S5 | S1 | S1 | Sl |s0,1/S0,1|S0,1

G PHB
H

A0,05|A0,05|A0,05|A0,01|A0,01|A0,01

3.7 Agarova difuzni metoda

Agarova difuzni metoda byla vyuzivana pro stanoveni G¢inné koncentrace antimikrobialni
latky. Pro méfeni bylo nutné si nejprve nachystat agarové médium, na Petriho misky, na které
bylo naneseno 100l bunééné kultury, ktera byla rozetiena sterilni hokejkou. Poté byly misky
ponechany 20 minut stat v laminarnim boxu a po dvaceti minutach byly vyhloubeny jamky
do agarového média, do kterych se nanaselo 50ul antimikrobidlni latky o dané koncentraci.
Nésledovala kultivace 24 hodin a poté byla zmétena zona inhibice.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Stanoveni viability

Jednim z cilt této bakalaiské prace bylo stanovit viabilitu bakterii po pifidani daného
detergentu a porovnat ucinnosti dezinfekénich latek na bakterie. K analyze byly vybrany 3
ruzné druhy dezinfekénich prostiedki — ethanol, savo a ajatin. Z kazdého vzorku byly
pfipraveny 3 riizné koncentrace. U pfipravenych vzorkii byla sledovana a analyzovana
Gi¢innost na bakterie C. Necator H16 a C. Necator PHB™.

4.1.1 Stanoveni viability plotnovou metodou

Ethanol, ajatin a savo byly pfipraveny dle postupu uvedeném v kapitole 3.4. U sledovanych
vzorkll byla stanovena antimikrobidlni u¢innost pomoci plotnové metody, kdy byl urcen pocet
zivych kolonii na agarové vrstvé a ten byl nasledné porovnan s poctem zivych kolonii Cisté
bunécné suspenze.

Tabulka 3:procenta Zivych bun¢k

- PV T TETOV
LATKA KONCENTRACE * ZL\1§CH’ * ZPII—YI;{“C B
KONTROLA X 100 100
10% 81 69
ETHANOL 50% 0 0
70% 0 0
0,01% 4 0
0,05% 0 0
AJATIN 0,10% 0 0
1,00% 0 0
2,00% 0 0
0,10% 23 20
SAVO 1,00% 14 12
5,00% 0 0

V tabulce 3 jsou uvedeny primérné hodnoty ze tii vzorki pfipravenych stejnym zpiisobem.
Z Tabulky 3 je patrné, Ze ¢im je vySsi koncentrace dezinfekéniho prostfedku, tim vétsi je
umrtnost bakterii. Podle tohoto experimentu je ajatin nejucinnéjSim desinfekénim
prostiedkem, jelikoz i pfi tak nizkych koncentracich, jako je 0,05%, byly usmrceny veskeré
bakterie. Pfi procentudlnim porovnani poctu zivych bun¢k bakterie C. Necator H16
a C. Necator PHB™ je zfejmé, ze bakterie C. Necator PHB™ je méné odolna nez bakterie
C. Necator H16, coz muZze byt zplisobeno intenzitou tvorby polyhydroxyalkanoati, které
mohou hrat roli v ochrané bunky proti nepfiznivym podminkam.
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Graf 2: Procentualni vyjadieni poc¢tu zivych bun¢k po pouziti Sava o riznych koncentracich
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Graf 3: Procentualni vyjadieni poc¢tu zivych bunék po pouziti ajatinu o riznych koncentracich

Graf 1 ndzorn¢ ukazuje, Ze pfi pouziti ethanolu o koncentraci 10% neni zdaleka tak ucinné,
jako kdyZz pouZijme etanol 50% nebo 70%. Ajatin bychom mohli povaZovat za témct
bezkonkuren¢ni dezinfekéni prostiedek, jelikoz plsobi skoro ve vSech ptipadech stoprocentné
baktericidng. I malé procento, jako je naptiklad 0,05 % ajatinu dokaZe usmrtit bakterie dané¢ho
kmene. Z grafu 3 je taktéz patrny pokles zivych bunék se zvysujici se koncentraci sava.
Metabolizace PHA muze byt pfic¢inou zvysené odolnosti bakterie C. necator H16, ktera
vyuziva ziskanou energii k pokryti energetickych nakladli zptisobenych vystavenim buiky
dezinfek¢énim prosttedkim. Pro stanoveni minimalni baktericidni koncentrace musi byt
ve vzorku usmrceno 99,9 % bakterii, tohoto jevu bylo dosazeno u 50% ethanolu, 0,05%
ajatinu a 5% sava.

4.1.2 Stanoveni viability pritokovym cytometrem

Pritokova cytometrie byla v ramci této bakalaiské prace vyuzita ke stanoveni poctu zivych
a usmrcenych bunék C. necator vystavenych tu¢inku desinfekénich prostiedki. Pro zabarveni
mrtvych bunék bylo pouZito barvivo Propidium jodid a dalsi analyza probihala podle kapitoly
3.4.2.
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Tabulka 4: vysledky z pritokového cytometru

litka |koncentrace % zivych, H16 % Zivych, PHB™
KONTROLA X 100 100
10% 92 90
ETHANOL 50% 70 70
70% 22 12
0,01% 69 62
0,05% 45 39
AJATIN 0,10% 20 19
1,00% 17 14
2,00% 8 7
0,10% 92 91
SAVO 1,00% 92 90
5,00% 14 5

Tabulka 4 ukazuje procentualni porovnani zivych bun€k ve vzorku oproti €isté bunécné

suspenzi pii analyze pomoci pratokoveho cytometru, ten nam potvrdil spravnost vysledkt

z predeslého experimentu. Stejné tak jako u plotnové metody, i tady nam s rostouci
koncentraci latky klesa pocet zZivych bakterii. Ethanol, ajatin a savo se tedy jevi jako
bakteriocidni latky. Nejvyssi ucinnost byla prokazana u 2% ajatinu, kde pocet zivych bakterii
nepiesahl 10 % poctu Zivych bakterii Cisté suspenze. Naopak nejméné i€¢innym dezinfekénim

prostfedkem je savo, jelikoz pii pouziti 0,1% a 1% sava ptezilo vice jak 90% vsSech bakterii.

100%
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40%

20%

0%

10%, H16 10%, PHB-4 50%, H16 50%, PHB-4 70%, H16 70%, PHB-4

EZivé mmrtvé

Graf 4: Pomér Zivych a mrtvych bunék pii pouziti riznych koncentraci ethanolu (vysledky

z cytometru)
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Graf 5: Pomér zivych a mrtvych bunék pii pouziti riznych koncentraci ajatinu (vysledky z

cytometru)
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Graf 6: Pomér zivych a mrtvych bungk pii pouziti riznych koncentraci sava (vysledky z
cytometru)

Pfi porovnani grafii zplotnové metody a grafli z prutokového cytometru je patrné,
ze analyza pomoci prutokového cytometru se mirné lisi, C0zZ mize byt zpisobeno tim, Ze
se bakterie zacaly rozkladat nebo shlukovat a vysledky z cytometru tedy nejsou uplné presné.
Je zapotiebi brat v potaz, Ze plotnova metoda a pratokova cytometrie se zaméfuji na jiny druh
meéieni. U kultivacni techniky jsou ziejmé buiiky, které jsou schopny déleni, naproti tomu
pratokova cytometrie poskytuje informace o buiitkach, které nemaji poSkozenou membranu,
jevi se jako zivé, ale nejsou schopny de€leni. Z grafu 4 je patrné, Ze nejucinnéjsi je 70% etanol,
kde bylo zhruba 80 — 90 % bunék usmrceno. Naopak okolo 90 % bakterii prezilo pii pouziti
10% ethanolu. Graf 5 znazornuje rostouci pocet zivych bakterii s klesajici koncentraci ajatinu.
Utinnost sava je znazornéna v grafu 6, kde nejméné Zivych bakterii je pii pouZiti 5% sava.
1% a 0,1% savo ma témé&f stejny antimikrobialni ucinek.

31



VéEtsi intenzitu fluorescence udavaji mrtvé bunky, naopak zivé bunky vykazuji mensi
intenzitu fluorescence. Vysledky z cytometru mohou byt do jisté miry zkreslené a to diky
dormantnim bunkdm (,,spicim bunkam®), které jsou zivé, ale jejich chovani pfipomind spise
mrtvé bunky. V nckterych ptipadech mize byt bunécnd sténa mrtvych bunék kompaktni,
a tudiz se propium jodid nedostane pies sténu a buiilka se jevi jako ziva. A V neposledni fadé
dochézi také k rozkladu bunék, jak jiz bylo zminéno vyse. VSechny tyto aspekty mohou
ovlivitovat kone¢ny vysledek analyzy pomoci pratokového cytometru, a proto Ize obecné fici,
ze vysledky z pratokového cytometru jsou spise orientacni.

4.2 Agarova difuzni metoda

K testovani antimikrobidlniho u¢inku dezinfek¢nich latek byla pouzita diftizni metoda, ktera
spocivala ve zmeéfeni velikosti vytvofenych inhibi€nich z6n, a nasledné byly udaje
zpracovany do tabulky 5. Obrazky 12 a 13 ukazuji piiklady vytvofenych inhibi¢nich zon.

Tabulka 5: Velikost inhibi¢nich z6n

litka | koncentrace [%) velikost zény [cm]
H16 PHB*
70 - 0,10
Ethanol 50 _ -
10 - ]
0,17 0,18
Savo 1 _ -
0,1 . _
2 1,2 1,35
1 1,18 1,25
Ajatin 0,1 0,85 0,90
0,05 0,77 0,80
0,01 0,32 0,42

Ze ziskanych vysledki (tabulka 5) je zfejmé, Ze nejvétsi inhibi¢ni zéna se vytvotila kolem
2% ajatinu., coZ koreluje s vysledky stanoveni viability, kde byla stanovena i¢innost ajatinu
také jako nejvétsi. Naopak nedoSlo k vytvoteni zony u 50% a 10% ethanolu a také u 1%
a0,1% sava, coz muze byt zpisobeno nedostatecnou koncentraci dezinfekéni latky
pro usmrceni bakterii. Tyto koncentrace tedy nemiizeme povazovat za MBC. Obecné tedy lze
fici, Ze ¢im je vEtsi velikost zony, tim je vysSi antimikrobidlni uc¢inek dané latky.
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Obrazek 12: Ajatin 0,05%, H160brazek 13: Ajatin 0,05%, PHB-4

4.3 Bujonova dilu¢ni metoda

Pro kazdou latku a kazdé fedéni bylo analyzovéano celkem 6 vzorki, ze kterych byly nasledné
vypoéteny prumérné hodnoty. Vysledné absorbance, naméfené pii analyze pomoci bujonové
metody, byly dany do zavislosti na case. Spolecné byly porovnany absorbance cistych
bunécénych suspenzi a dané latky o urcité koncentraci.
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=>=kontrola H16
=>=kontrola PHB-4
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4 8 12 16 20 24
Cas [hod.]

Graf 7: Zavislost absorbance na ¢ase pro 10% ethanol
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Graf 8: Zavislost absorbance na ¢ase pro 25% ethanol

Z grafu 7 a 8 je patrné, Ze vSechny absorbance s ¢asem rostou, coz je zpiisobeno ristem
bakterii a tvorbou PHA na ochranu pied negativnimi vlivy dezinfekénich prostiedkt. Také je
ziejmé, ze bakterie Cupriavidus Necator H16tvoii vice polyhydroxyalkanoatd, oproti
Cupriavidus Necator PHB™, jelikoz absorbance téch vzorki rapidné stoupa. Graf 7 ukazuje
analyzu bun&tné suspenze s pfidavkem 10% ethanolu ve srovnani s cistymi bunécnymi
suspenzemi. Absorbance vzorku ethanolu s PHB™ dokonce v ¢ase 12 hodin zagala rist oproti
Cisté bunécné suspenzi. Tato vzrlstajici tendence mohla byt zplisobena rozklddanim jiz
odumielych bakterii. Vyhodnoceni vzorka s ptidavkem 25% ethanolu je zobrazeno v grafu 8,
kde si mizeme vSimnout predevsim toho, ze po pfidani dezinfekéniho prostiedkd k dané
kultufe se zméni jeji chovani a tvorba PHA. Kftivka zastupujici ¢isty kmen C. Necator H16
dosahuje obecné nejvétSich absorbanci, proto bychom piedpokladali, Ze 1 po pfidani
dezinfekéniho prostfedku bude absorbance vzorku ethanolu s pfidavkem H16 vétsi jak
absorbance vzorku s ptidavkem PHB™. V p¥itomnosti ethanolu nedoslo k rapidnimu nartstu
kultury, jelikoZ ma alkohol v tak vysokych koncentracich vyrazny inhibi¢ni G¢inek.
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0.8
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=¢=kontrola PHB-4

Absorbance [/]
o
[e)}

0.4 ajatin 0,01%, H16
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0 4 8 12 16 20 24
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Graf 9: Zavislost absorbance na ¢ase pro 0,01% ajatin
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Graf 10: Zavislost absorbance na ¢ase pro 0,05% ajatin
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Graf 11: Zavislost absorbance na ¢ase pro 0,1% ajatin
1.2 -

1 i
=
=08’
(8]
E 06 - =>¢=kontrola H16
§ 0s =>=kontrola PHB-4
< ajatin 1%, H16
0.2 Eé; —=ajatin 1%, PHB-4

0 4 8 12 16 20 24
Cas [hod.]

Graf 12: Zavislost absorbance na ¢ase pro 1% ajatin
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Graf 13: Zavislost absorbance na ¢ase pro 2% ajatin

Grafy 9, 10, 11, 12 a 13 zobrazuji zavislosti absorbance na Case pii analyze vzorki
s ajatinem. Pouze pro 0,01% ajatin jsou hodnoty absorbance mirné stoupajici, ostatni vykazuji
spiSe klesajici tendenci. Klesajici absorbance oznacuje velkou umrtnost bakterii, kterd je
doprovazena postupnou lyzi bakterialnich bunék - coz plati pro koncentrace ajatinu 0,05%,
0,1%, 1% a 2%. Naopak 0,01% ajatin vykazuje mensi antimikrobialni G¢inky, coz dokazuje
graf 9. Vyssi absorbance na pocatku mutze byt zplsobena vznikem bunéénych Kklaster
v disledku plisobeni ajatinu. Klastry se béhem experimentu rozpadaji a bakterie nerostu.
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Graf 14: Zavislost absorbance na ¢ase pro 0,1% savo
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Graf 15: Zavislost absorbance na ¢ase pro 1% savo
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Graf 16: Zavislost absorbance na ¢ase pro 5% savo

Grafy 14, 15 a 16 ukazuji zavislost absorbance na ¢ase pfi analyze vzorku s pouZitim sava.
Pii pouziti 0,1% savaje zavislost absorbance na Case téméf srovnatelna se zavislosti

pii pouziti 10% ethanolu. Ob¢ tyto koncentrace latek ve srovnani s ajatinem nevykazovaly tak
vysokou tendenci lyzovat buriky.
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Tabulka 6: Srovnani absorbance vuci isté bunééné suspenzi (kontrola — 100%) pro H16

Dezinfek¢éni H16

prostiedek Oh. | 4h. | 8h. :12 24 h.
10% etanol 201 0 60| | 80) | 80|
25% ethanol 201 | 401 | 40] |80) | 80|

0,01 % ajatin 601 | 1201 | 40| | 80, | 80|

0,05% ajatin 9001 | 5601 | 2201 | 0 | 40y
0,1% ajatin 10201 | 2001 | 40] | 80] | 80|
1% ajatin 8007 | 1801 | 204 | 80y | 80|
2% ajatin 7401 | 2401 | 201 | 40§ | 60|
0,1% savo 601 | 601 | 60) | 80y | 80y
1% savo 601 | 1001 | 60) | 80y | 80y
5% savo 3201 | 2401 | 401 | 60} | 60}
Tabulka 7: srovnani absorbance vii¢i &isté bunééné suspenzi (kontrola - 100%) pro PHB*
-4

Dezinfekéni PHB

prostredek Oh. | 4h. | 8h. | 12h. | 24 h.

10% etanol 200 | 40] 0 200 | 407

25% ethanol 601 | 80l 0 |60 | 200

0,01 % ajatin 1200 [ 204 | O | 404 | 20}

0,05% ajatin 8401 | 1601 | 1007 | 401 | 201
0,1% ajatin 9601 | 201 | 401 | 20, | ©
1% ajatin 7801 | 1001 | 1001 | 401 | 607
2% ajatin 7001 | 1201 | 1001 | 401 | 407
0,1% savo 1801 | 20, | 401 | 0 | 601
1% savo 2001 | 0 | 401 | 20| | 201
5% savo 1401 | 0 | 201 |20 | O
Legepda:
e C(Cislo vyjadiuje procento rastu / poklesu absorbance oproti kontrole (Cistd bunécna
suspenze)

e 0 znaci stejnou absorbance vzorku jako je absorbance kontroly
e 1 znaci rist absorbance
e | znadi pokles absorbance

Obecné nejvyssi rozdil v absorbanci oproti kontrole nastal u ajatinu v ¢ase 0 hodin, kdy
byla absorbance vzorku téméf tisickrat vétsi nez absorbance Cisté bunééné suspenze. Vysoka
absorbance mohla byt zplisobena tim, Ze ajatin jako kation aktivni latka vedla ke vzniku
bunéénych shlukt. Bakterie v Cisté bunééné suspenzi zacaly produkovat PHA, a tudiz jejich
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absorbance rostla. Procentualni srovnani s ¢istou bunéc¢nou suspenzi tedy klesalo, jelikoz
bakterie jiz byly rozlozeny. Ve vzorcich, ve kterych nedoslo k tak masivnimu rozlozeni
bakterii, dochazelo také k tvorb¢ PHA u zivych bakterii. Obecné lze tedy konstatovat,
ze vSechny testované latky vykazovaly intenzivni inhibi¢ni aktivitu vacéi testovanym
mikrobidlnim kmenlm.

39



5 ZAVER

V ramci této bakalaiské prace byly testovany vybrané dezinfekéni prostfedky a vliv
akumulace PHA na stresovou odolnost bakterii vic¢i danym dezinfekénim latkam.
Pro experimentalni ¢ast byly zvoleny bakterie kmene Cupriavidus Necator H16 a Cupriavidus
Necator PHB™, které maji odlisnou schopnost akumulace PHA.

Jednim z dil¢ich cila této bakalaiské prace bylo stanoveni viability bakterii pfi pouziti
ethanolu, sava a ajatinu pfi rtiznych koncentracich. Nejprve byla stanovovana viabilita
plotnovou metodou, kdy ajatin vykazoval nejvétsi antimikrobialni Géinek u obou kment.
Pocet zivych kolonii se pohyboval okolo nuly. Ethanol dosahoval pfi plotnové metodé
nejvyssich ucinka pii 50 % a 70%, kdy tak jako u ajatinu, 1 zde byl pocet mrtvych bunék
témet stoprocentni. Pii pouziti 10% etanolu pfezila vice jak polovina bakterii. Dal$im
zkoumanym dezinfekénim prostiedkem bylo savo, které dosahlo 100% ucinnosti pii fedéni
na 5% roztok. Pii porovnani poctu zivych bunék obou bakterialnich kmenti vykazoval kmen
H16 vzdy vyssi procento prezitych bunék, coz mohlo byt zptisobeno schopnosti akumulace
PHA. Byla zde stanovena také minimalni baktericidni koncentrace pro vsechny 3 latky (50%
etanol, 0,05% ajatin a 5% savo).

Dalsim parcialnim ukolem bylo studium viability pomoci prutokového cytometru. Pii této
analyze byl ovéfen fakt, Ze se vzrlstajici koncentraci latky roste pocet usmrcenych bunék.
Oproti vysledkiim z ptedeslé analyzy byl pocet Zivych bunék mnohem vétsi, coz mohlo byt
zpusobeno zapocatym rozkladem bunék, nebo kompaktni bunécnou st€énou mrtvych bunck
atudiz se propidium jodid nedostal do bunky a ta se posléze jevila jako ziva, proto je
zapotiebi brat tuto analyzu spiSe orientaéné. Pfes vSechny tyto jevy ovliviiujici vysledek lze
obecné fici, Zze vysledky z priatokového citometru potvrdily vysledky ze stanoveni viability
pomoci plotnové metody. Nejvétsi antimikrobidlni u€inek tedy opét vykazoval 70% ethanol,
0,1% ajatin a 5% savo a vyssi procento zivych bunék opét vykazuje kmen H16.

Dalsi metodou vyuZitou v experimentalni ¢asti byla agarova difuzni metoda, pfi které byla
meétena velikost inhibi¢nich zén. Nejvétsi inhibicni zona se vytvotila kolem vzorku s 2%
ajatinem a ze vzorkl se savem byla nejvétsi inhibi¢ni zoéna v okoli vzorku s5% savem.
Cim vétsi byla inhibiéni zéna okolo jamek, tim vice piisobi dezinfekéni latka na bakterie.
Pti porovnani nejmensi koncentrace ajatinu a nejvetsi koncentrace sava byla inhibi¢ni zona
vétSi u nejniz§i koncentrace ajatinu. Tudiz je zfejmé, Ze ajatin 1 pfi velmi nizkych
koncentracich je velice u€innym dezinfekénim prostfedkem. JiZ po této tieti analyze mizeme
tedy s jistotou konstatovat, Ze ajatin je ze téi vybranych dezinfek¢nich latek tim nejaéinnéj$im.
Bakteridlni kmen H16 byl opét vice chranén pied neZzddoucimi vlivy detergentt, jelikoz
velikost inhibi¢nich zon byla nizsi.

Také v ramci experimentd zalozenych na bujénové diluéni metodé byla prokazana vysoka
inhibi¢ni G¢innost vSech testovanych dezinfekcnich prostiedka v rdmci testovanych rozmezi
koncentraci a to vii¢i obéma bakteridlnim kmenlim. Zajimavy byl ucinek ajatinu, ktery hned
po aplikaci k bakterialni kultufe vedl k vysokému nardstu absorbance. Je pravdépodobné, ze
ajatin jako kationt aktivni latky vedl ke vzniku bunécénych agregatii ptipadné k precipitaci
extracelularnich proteinti nebo také proteinii lyzovanych bun€k, coz rapidné zvysilo turbiditu
vzorku.
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7 PRILOHY

Piiloha 1: Porovnani ptipraveného produk¢éniho média pred (vpravo) a po (vlevo) kultivaci

Ptiloha 2: Porovnani po¢tu zivych kolonici bakterie C. necator H16 (vpravo) a bakterie
C. necator PHB™ (vlevo) pfi pouziti ajatinu o koncentraci 0,01%
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Ptiloha 3: Porovnani produk¢éniho média bakterie Cupriavidus Necator H16 (vlevo) a bakterie
Cupriavidus Necator PHB™ (vpravo)

Ptiloha 4: Stanoveni inhibi¢ni zony pro ajatin o koncentracich 2 % (vpravo, nahote) 1 %
(vlevo, ahote), 0,1 % (vpravo, uprostied), 0,05 % (vlevo, uprostied), 0,01 % (vpravo, dole)
a blank (vlevo, dole)
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Ptiloha 5: Histogram z pritokového cytometru pro kontrolu (¢ista bunééna suspenze H16)
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Ptiloha 6: Histogram z prutokového cytometru pro 0,1% ajatin (H16)
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