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Abstrakt

Bakalafska prace je zaméfena na studium role extracelularni DNA v mikrobidlnim
biofilmu. Prace zahrnuje vlastnosti biofilmd, funkce biofilmii a rovnéz funkce a vlastnosti
extracelularni DNA v biofilmu. V teoretické ¢asti je popsan proces vzniku biofilmu a vliv
pusobeni riznych typt stresti na néj. Prace rovnéZ pojednava o roli biofilmu u bakterii ¢i
o jeho zpiisobech rozmnozovani. Zajimavé je také pojednani o pusobeni antibiotik na
biofilm, o zplsobech ziskavani eDNA ¢i o vyuziti DNAsy. V nékterych kapitolach byly
dikladné¢ probrany funkce eDNA a vliv jeji pfitomnosti na obranu bakterie.
V experimentalni ¢asti byl zjistovan obsah biofilmu a byl porovnan s buikami, které
rostly v tekutém a pevném mediu. Bylo provedeno meéteni obsahu DNA v médiich a
meéfen byl také vliv solného a teplotniho stresu na biofilm. Zaroven byl v biofilmu zméfen
obsah celkovych proteint, sacharidd, obsah  PHB a redukujicich cukri. Na
zakladé¢ vysledka experimentu bylo zjisténo, ze biofilm buriku velice dobie chrani pied
velkym osmotickym tlakem a teplotnim stresem. Stresové podminky také ovliviiovaly
produkci PHB, jenz je vyuzivan jako rezervni forma energie a uhliku. Pro studium vlivu
stresu na obsah makromolekul byl pomoci antronového reagentu zméten obsah celkovych
cukrii. Za pomoci gelové elektroforézy byla nejprve zkontrolovdna pfitomnost eDNA
v biofilmech a planktonickych bunikach a pak za vyuziti riznych spektrofotometrickych
metod byla stanovena piesna koncentrace v planktonickych a biofilmovych bunkéach.

Abstract

This bachelor’s thesis deals with defining the role of extracellular DNA in microbial
biofilms. The thesis includes a part about the basic characteristics and functions of
biofilms, as well as the characteristics and functions of extracellular DNA. The theoretic
part additionally deals with the process of formation of biofilms, and the influence of
different types of stresses on it. Also, the paper discusses the role of such stresses. The
role of biofilm in bacteria and their reproduction methods are also discussed. An
interesting section of the thesis outlines the impact of antibiotics on biofilms, or the ways
to gain DNA or use DNase. The eDNA functions and their effects on bacterial defence
will be discussed thoroughly. In the experimental part, the biofilm content was examined
and compared with cells growing in a liquid and solid medium. Measurement of DNA
content in media was carried out and the effects of salt and temperature stresses on biofilm
were also measured. Stress conditions affected the production of PHB, which is used as
a reserve form of energy and carbon. Total sugars were measured using an anthracite
reagent to study the effects of stresses on the content of macromolecules. The presence
of eDNA in biofilms and planktonic cells was firstly checked using gel electrophoresis
and then accurate concentrations in planktonic and biofilm cells were determined using
different spectrophotometric methods.
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1 Uvod

Biofilmy se nachazi u vice nez 80% chronickych infekénich a zanétlivych chorob.
V soustavé biofilmu jsou bakterie chranény pied imunitnim systémem pacienta a pred
antibakteridlnimi preparaty. V potravinaiském priamyslu vznik biofilmu na potravinach
zvySuje riziko kontaminace patogennimi mikroorganismy. Dlsledkem vzniku biofilmu
V potrubi, na naftovych stanicich ¢i riznych zatizenich je koroze téchto povrchi, ktera
zpusobuje zavazné potize.

Prokaryotické buniky miiZzeme v pfirodé€ najit ve dvou formach, pficemz vyuzivaji
dvé rtizné strategie pieziti. Planktonické populace, které se aktivné déli a maji vyvinuty
aktivni a pasivni systém formy pohyblivosti, se rychle rozsituji v prostiedi. Usedlé buniky
(sessile cells) jsou naopak charakterizovany malou rychlosti rdstu populace
a schopnosti specifické adheze a tvorby bunécnych konsorcii. Takové bunky tvoii
biofilmy se sloZzitym systémem regulace fyziologickych procesi. Tato strategie
je vyhodna z evolu¢niho hlediska, naptiklad 99% zastupci taxonomického druhu
Bacteria je schopno tvofit biofilm [7].

V dnesni dobé studuji védci biofilmy nejen proto, aby zabranili jejich vzniku, také
aby se o nich naopak dozvédéli vice jako o velice zajimavé zivotni strategii. EXxistuje
mnoho zplsobd, jak vyuzit bakterie tvofici biofilm. Jednim z nich je napiiklad jejich
pouziti pti produkci riznych biodegradabilnich polymerii. V ruském jezete Bajkal se
provadi kontrola stavu cistoty vody pomoci odbéru biofilmu z jeho dna, protoze
mikroorganismy v soustavé biofilmu dokazi piinést vic enviromentalnich informaci
nez planktonické buriky. Biofilmy mohou slouzit k biologickému ¢isténi vody a mohou
zabezpecit odolnost bakterii pfed plisobenim toxickych latek nachézejicich se v prostiedi.
Vznik biofilmu na rostliné miiZze zabranit vzniku rtiznych onemocnéni.

V této praci bylo porovnavano slozeni biofilmu bakterii Burkholderia sacchari
a Burkholderia cepacia pfi teplotnim a solném stresu. Pro porovnani biofilmovych
a planktonickych kment byly bakterie kultivovany v tekutém a pevném mediu. V obsahu
biofilmu bylo sledovano mnozstvi bilkovin a mnozstvi redukujicich a celkovych
sacharidd. Rovnéz se bylo porovnano mnozstvi vzniklé eDNA pfi riznych stresovych
podminkach.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Obecna charakteristika biofilmu

Biofilm je spolecenstvo mikroorganismi vdzané k urcitému povrchu a obklopené
intracelularnim matrixem, ktery buniky v biofilmu vylucuji. Biofilmy jsou utvary tvorené
mikroorganismy zijicimi spole¢né v hydratovaném extracelularnim matrixu. Existence
bakterii v biofilmu je vyhodna z mnoha ditvodi. Biofilm poskytuje bakterialnim buiikdm
ochranu ve formé¢ bariéry, ktera je izoluje od jejich okoli. Buiky v biofilmu vykazuji
vys§i metabolickou aktivitu a zpusobuji tak lepsi adhezi. Tato adheze k biologickému
povrchu (k bunkdm tkané a ke sténam cév) je zplisobena specifickou interakci bilkovin
adhezint ¢i lektind, vyskytujicich se v endoplazmatickém kompartmentu bakterialni
buriky, s receptorem nebo s urcitou doménou povrchu membrany bufiky. Dulezitym
polysacharidem podilejicim se na adhezi je Polysaccharide Intercellular Adhesin (PIA),
ktery je odpovédny nejen za Substratovou adhezi, ale také za vznik bunéénych skupin
(bunka-buné¢na adheze) [1, 2].

Dalsi zajimavou slozkou exoplazmatické c¢asti bunky je #£-toxin, ktery
je u stafylokokti kodovan genem hla. £-toxin je odpovédny za vznik porovych kanald
na eukaryotni membrané (jeden z faktori virulentnosti) a vyznacuje se také adhezivni
schopnosti. Buniky s porusenou syntézou PIA nebo £-toxinu nejsou schopny tvofit
biofilm. U gram-negativnich bakterii hraji pfi vzniku biofilmu dulezitou roli bi¢iky
a fimbrie ctvrtého typu. V pokusech s Pseudomonas aeruginosa bylo dokazano,
ze buiiky, ve kterych doslo ke zméné genomu odpovédnému za vyvoj biciku a fimbrii,
nejsou schopny vytvaret biofilm. Povrchovy amorfni obal vznikd postupné
Z polysacharidi, které buiika bud’ produkuje, nebo vznika pfi jejich castecném zniceni.
Po cCase se zacCinaji pridavat dalsi vrstvy, které mohou byt tvofeny z bilkovin
a polysacharidu.

Mezi buitkami se nachazi latka zvana extraceluldrni matrix. V soustavé takového
matrixu se mohou nachazet rizné organické latky, jako napf. bilkoviny, polysacharidy
a dalsi. V matrixu mohou byt zakotveny membranové bubliny. Je znamo, Ze pocet bublin
se méni v zavislosti na kultivaci a obvykle se zvétSuje pfi nezadoucich podminkéch.
Uvnitf se mohou nachazet polysacharidy, lipidy, bilkoviny, rizné toxiny také nukleové
kyseliny, které se mohou vyskytovat jak uvnitf, tak i vné struktury biofilmu. Transportni
kanalky jsou odpovédné za transport zivin. Nejéastéji takovy transport slouzi k formovani
povrchové vrstvy. Neékteré slouCeniny nachazejici se V bublinich také napoméhaji
k degradaci antibiotik [3].



2.2 Tvorba biofilmu

Tvorba biofilmu za¢ina absorpci na povrch bakterie. Po né&jaké dobé dochazi
K tvorbé prvotniho biofilmu. Dale dochazi k produkci extracelularniho matrixu. Biofilm
zadina rust @ muze dochazet k tvorbé riznorodych struktur. Po kompletnim zformovani
biofilmu dochazi k jeho otevieni a uvolnéni bakterie, jez vede k vytvoieni nového
biofilmu. Cely tento proces je popsan na obrazku ¢islo 1.

Obrazek ¢. 1: Tvorba biofilmu: 1) Vazba bakterie k povrchu (absorbce), 2) Vznik

Jjednovrstevného biofilmu, 3) Produkce extracelularniho matrixu, 4) Maturace biofilmu

a vytvareni trojrozmérné struktury, 5) Uvolnovani bunék pro vytvareni nového biofilmu [4]

Biofilm se da rozdé€lit na dvé ¢asti — prvni z nich jsou bakterie, které tvofi
mikrokolonie, v téch se mize vyskytnout nékolik riznych druhd bakterii. Druha ¢ast
je matrix, ktery obsahuje hydratovanou smeés extracelularnich polymernich latek,
které drzi bunky pohromadé¢ a ma vliv na adhezi — zastava roli v ochrané pted
antimikrobidlnimi latkami. Transportni systém biofilmu tvofi vodni kanaly.
Z chemického hlediska je matrix nehomogenni a ma rizné slozeni zavislé na typu
biofilmu. Ve vétsiné piipadt tvoii extracelularni vrstvu ze 40-95 % polysacharidy
(dextran, hyaluronova kyselina, celuldza, a dal$i.). Bilkoviny mohou byt obsaZeny
do 60 %, lipidy do 40 % a nukleové kyseliny do 1-20% [5]. VSechny tyto slouceniny
se nachazi ve vodé¢, ktera zaujima 80-90 % biofilmu. Matrix je rozdélen kanalky
naplnénymi vodou a obsahuje také dutiny a prazdnd mista. Obrazn¢ je miiZzeme ptirovnat
ke krevnimu obéhu buriky. Skrze kanalky prochazi do biofilmu vyzivné latky a kyslik,
a to zpusobem od vné&jsi k vnitini ¢asti. Soucasné jsou z biofilmu vyvedeny metabolity
bakterialnich bun¢k [6].

Vyzkum za vyuziti mikroelektrod prokazal, Ze periferni vrstvy V porovnani
Sjinymi ¢astmi biofilmu, vnichz vznikd anaerobni mezera, jsou vice okyseleny.
Za vyuziti mikroelektrod se podafilo zjistit, ze v hloubce 30 mikrometrii od povrchu
koncentrace kysliku v biofilmu prudce klesa. Takovy pokles je zpisoben zménou
biochemickych procesti probihajicich v bunkach. Bunky bud’ pfechazi na jiny typ
dychani, nebo snizuji své potieby kysliku. Podrobné zkouman byl proces prepinani
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metabolismu z aerobniho dychani na anaerobni typ u bakterie Pseudomonas aeruginosa.
Takové ptepindni metabolismu je zplUsobeno zménou konecného akceptoru kysliku
na molekuly nitrat a nitritd v dychacich cestach. V diasledku toho v bunce dochazi
ke pfepnuti genové exprese a zacina syntéza metabolitt specificka pro aerobni dychani:
Nap — periplazmaticka nitratreduktaza (periplasmic nitrate reductases); NarGHI,
NarZYV — dychaci nitratreduktaza (respiratory nitrate reductase) a dalsi. Klicovou roli
V pfepinani acrobniho metabolismu na anaerobni hraje regulator transkripce Fnr (fumarat
a nitrat reduktaza). Anaerobni subpopulace biofilmu P. aeruginosa ma lepsi odolnost
vuci prostiedi, a také je odolné€jsi viici plisobeni antimikrobialnich latek [5].

Zména koncentrace kysliku, Zzivin, metabolitt bunék a kolisani kyselosti
jsou odpovédné za vznik riznorodych oblasti biofilmu. Takova adaptace vede ke vzniku
populace s velmi silnou odolnosti viici stresovym faktorim.

23 Metody kultivace biofilmu

Za poslednich deset let doSlo k rozSifeni moznosti vyzkumu mikrobidlnich
biofilmt. Hlavni smér vyzkumi je spojen s vyvojem metod kultivace mikroorganizmii
V dynamickych (imitovani realnych podminek vzniku biofilmi) a statickych
podminkach. Prikladem dynamické kultivace mulze byt fermentor. Ockovani
mikroorganizmu probihd Vv planktonické fazi do kapalného rtstového media, které
cirkuluje v uzavieném systému. K adhezi mikroorganismu dochazi bud’ na povrchu
nadoby, nebo na vnitinich ¢astech fermentoru. DalSim piikladem dynamické kultivace
muze byt Robinsontliv pfistroj a jeho rizné modifikace. Tyto metody pouzivaji zatizeni
se slozitou konstrukci zabezpecujici tok zivin, které se stykaji s deskou z umélého
nebo biologického materialu, na kterém se nachazi fyziologicky adaptované bunky
mikroorganismu. Biofilm vznikd v dusledku konstantni dostupnosti zivin a aeraci
kyslikem. U pratokové metody vznikd biofilm na povrchu pratokovych otvort
silikonovych trubek, pfes které se za pomoci pumpy podava zivné medium. Tato metoda
napomaha modelaci procesu vzniku biofilmu na abiotickych objektech naptiklad
na cévnich katetrech. Hlavni vyhodou dynamickych metod je vznik biofilmu maximalné
se podobajiciho biofilmu vzniklému v podminkach zivych systému [7].

Pii statickych metodach kultivace se nejcastéji vyuzivaji kultivaéni desky
v riznych modifikacich. Podstata metody je v tom, Ze se suspenze bakterii vnasi do dilku
desky a po inkubaci pii optimalnich podminkach mtizeme planktonické bakterie odstranit
a provést kvantitativni nebo kvalitativni analyzu biofilmu. Existuje velké mnoZzstvi
modifikaci této metody, prikladem maze byt metoda ALI (air-liquid interface). Kultivace
u ni rovnéz probiha na deskach. Rozdilem je uhel, ktery je nastaven tak, aby se meniskus
zivného media dotykal stiedu dna dalku. V tomto misté jsou nejlepsi podminky
pro tvorbu biofilmu. Vyhodou je dobra vizualizace vzorku a také je umozZnéna
jednoducha manipulace se vzorkem [7].

Jako zvlastni zplGsob muzeme uvést metodu vymysSlenou D. E. Kadouri
a kolektivem, ktera se nachdzi na rozhrani mezi dynamickym a statickym pfistupem.
V metodé¢ se vyuziva desky se Sesti dllky, na niz je ke kazdému dilku pfipojen systém
piivodu a odvodu zivného media. Po urCité dob¢ inkubace dostate¢né pro adhezi



se bakterie vyskytuje na povrchu dilku. Poté se pfipoji systém mikrocirkulace, ktery
zabezpecuje optimalni dostup Zivnych latek k vznikajicimu biofilmu [8].

2.4 Komunikace v biofilmu

Stavba biofilmu diky tésnému a stabilnimu kontaktu jeho slozek idealn€ vyhovuje
procesim vymeény genetické informace. Bunky v biofilmu mohou komunikovat.
Prikladem takové komunikace mize byt motiska bakterie Vibrio fischeri. Jedna
se 0 bakterie, které jsou Vv ptipad¢, Ze kolem nich je dostate¢né mnozstvi bakterii stejného
druhu, schopny luminiscence. Tento zpisob komunikace je nazyvan quorum sensing
(dale QS) [9].

QS také reguluje dulezité procesy prechodu od planktonické builky na usedlou
bunku (sessile cell). V pripadé Pseudomonas aeruginosa jsou od zac¢atku vSechny zasoby
vyuzity na biosyntézu bic¢iku a specifickych bilkovin adhezind. Poté je tvorba bicikt
a fimbrii biologicky nevyhodnd, protoZe jejich soucasti jsou silné imunogeny, které
mohou narusit vznik biofilmu. Na konci tvorby biofilmu dochazi k uvoliiovani bunck,
aVtéto fazi je naopak vznik pohyblivych ¢asti buiiky podporovan. Signalni systémy
pracuji na principu autoindukce. Syntetizovana signalni molekula ptisobi na vlastni
bunku a casem dochazi pii ukladani v extracelularnim prostiedi k aktivaci zavislych
promotorti — reguloni genomti bunék. U mnoha gramnegativnich bakterii
(napt. Acinebacter, Aeromonas, Brucella, Burkholedria, Erwina, Enterobacter,
Chromobacterium, Hafnia, Serratia, Vibrio, Yersinia atd.) mtze dochazet ke vzniku QS
na bazi signalni molekuly N-Acyl homoserin laktonu (AHL) [6]. AHL komunikace
je vétsinou realizovana uvnitf jednoho kmenu, ale ¢asto dochazi ke kiizové komunikaci
(cross-talk communication), ktera zabezpeCuje interakci riznych populaci mezi sebou
[9]. Ve smisenych biofilmech P.aeruginosa a Burkholderia cepacia, reaguje Burholderia
na signaly Pseudomonas (ktera neni citliva na signaly Burholderie), cozznamena
ze P.aeruginosa je schopna regulovat fyziologické procesy svého asistenta [9, 10].

U gramnegativnich bakterii se nachazi jesté dva typy kontaktu ,,tésné slepeni"”
a ,.cytoplazmatické mustky". Predstavuji Casti bunécné stény, které jsou spole¢né
pro sousedské bunky. Cytoplazmatické mistky tvofi membranové trubice spojujici
buniky a majici uvnitt cytoplazmu. U grampozitivnich bakterii se miiZzeme setkat pouze
Sstésnym slepenim. UrCitym dikazem takové komunikace v kolonii muze
byt diferenciace bunck. Buiiky v zavislosti na svém rozmisténi mohou plnit rozdilné
funkce [11].

2.5 Extracelularni polymerni substance (EPS)

Soucasti EPS mohou byt nukleové kyseliny. V biofilmech je eDNA odvozena
z genomové DNA. eDNA je v ran¢jSich biofilmech uspofddana do sitovité struktury.
Ve starSich biofilmech vytvari eDNA houbovity utvar na dolni ¢asti biofilmu, eDNA
se podili na jeho stabilizaci [9]. Uvolnéni eDNA je regulovano pomoci Zeleza. Nejvyssi
koncentrace eDNA je zde ve stiedni ¢asti biofilmu. Nizka koncentrace zeleza indukuje
vyvoj biofilmu Pseudomonas aeruginosa, zpusobi up-regulaci PQS genu a utvafeni
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eDNA . Naproti tomu vysoka koncentrace zeleza potlaci vyvoj biofilmu, zplsobi
down — regulaci PQS genti a tvorba eDNA je nizsi [12].

Jak uz bylo zminéno, EPS napomahd vzniku rezistence proti riznym
antimikrobialnim ¢inidlim. Biofilmy Pseudomonas aeruginosa odolavaji fagocytoze,
kterou zplisobuji makrofagy aktivované interferonem vy, diky exopolysacharidu alginatu,
ktery je soucasti EPS [13].

Existuje nékolik hypotéz, které se zabyvaji moznymi mechanizmy obrany bakterii
v biofilmu vii¢i antibiotikiim. Podle jedné z nich extrapolymerni matrix zpomaluje diftizi
latek. Matrix je nabit negativné a vaze tak pozitivné nabita antibiotika. Poskytuje biofilmu
rezistenci vici velkym molekulam, jako jsou lysozym nebo molekuly komplementu [14].
Anderl, Franklin a Steward [15] pfi testovani pruniku ampicilinu do biofilmu Klebsielly
pneumoniae piisli na to, ze antibiotikum neni schopno pronikat do biofilmu diky enzymu
B-laktamaze, ktery produkuji bakterie. AvSak pfipouziti stejného antibiotika
na bakteridlni biofilm bez laktamazy ¢ast bunék neodumfela. Z toho plyne, ze k rezistenci
bakterii vic¢i antibiotikim pfispivaji 1 jiné mechanismy nez pouhd pfitomnost
B — laktamazy. Ty vSak dosud nejsou znamy.

2.6 Pusobeni antibiotika na biofilm

Mechanismus, ktery zvySuje odolnost bakterii vi¢i antibiotikim v biofilmech,
funguje na principu omezeni jejich priniku ptes biofilm, coz je zpusobeno slozitou
strukturou biofilmu a riznymi slou¢eninami v jeho sestavé. Dalsi omezeni zivin a zména
prostiedi zpisobi v biofilmu pokles déleni bun¢k, v dusledku ¢ehoz je pro antibiotika
tézs1 najit cil. Rizné adaptivni reakce mohou zptisobovat zménu antimikrobialni funkce
antibiotik. Také muze u bakterii dojit ke genové zmén¢ v biofilmu a tim ke vzniku takové
bakterie, ktera je vic¢i antibiotikiim odolné nebo je pro né neviditelna.

Antibiotika je mozné rozdélit na dva typy. Prvni je ten, ktery je schopen
proniknout do biofilmu a utiskovat nebo zabijet mikroorganismy uvnitf. Druhy typ téméf
nepronika dovnitt, ale velmi efektivné zabranuje migraci bakterii. K antibiotikiim, ktera
dobie pronikaji ptes fosfolipidovou dvojvrstvu, patii ftorchinony. Tato skupina muze
plsobit na pivodce urologickych onemocnéni. Takze je zcela ziejmé, Ze zvySeni
efektivnosti 1é¢iva neni mozné bez provedeni testu, ktery zjistuje schopnost praniku
antibiotika do biofilmu a jeho pisobeni. Védci z univerzity Pastera v roce 2010 poprvé
dokazali, ze viry mohou také tvofit biofilmy. Naptiklad HTLV-1 retroviry mohou tvofit
komplexy podobné biofilmiim. Diky tomu jsou chranény pied imunitnim systémem [16].

2.7 Role eDNA v biofilmech

Vétsina studii patrajicich po zdroji eDNA v biofilmu pfisla na to, ze eDNA
v matrixu biofilmu je vysledkem buné¢ného rozpadu. Ten je fizen mechanizmem gourum
sensing. Dalsi moznosti vzniku eDNA v matrixu je transport plazmidové DNA za pomoci
vezikul. Proces je popsan na prikladu kultury Pseudomonas aeruginosa [17]. V praci
je ukazano, ze plazmidova DNA je ukladana do vezikul, zatimco jeji chromozomalni
fragmenty zlstavaji prilepené k jeji vnéj$i membrang. Je znamo, ze pii ptiznivych
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podminkach u nékterych bakterii syntéza DNA piedbihd rychlost déleni bunék.
V disledku toho mizeme ziskat bunku, kterd ma vic nez jeden chromozom. Neni
vylouceno, ze fragmenty takové DNA mohou byt pfitomny v extracelularnim matrixu.

Role eDNA v biofilmech byla pomémé dlouhou dobu piehlizena. Pfitomnost
eDNA sice znama byla, ale védci nevéfili, ze by sehravala n€jakou aktivni roli v biofilmu.
Poprvé byl jeji funkéni vyznam zjistén a publikovan Whitchurchem v roce 2002 [18].
Védci pridali DNAsu do biofilmu Pseudomonas aeruginosa a zjistili, ze biofilm zmizel.
Ukazuje se, Ze eDNA je jako adhezivni substance univerzalni pfi formovani biofilmu
bakterii [19].

Tabulka ¢. 1: Tvorba a obrana bakterie z pomoci eDNA [19]
Tvorba eDNA v biofilmu

€50 =iy

cvodromen |08

eDNA napomaha adhezi skrze naruSeni | eDNA =zajisStuje stabilitu struktur a diky
odpudivé elektrické dvojité vrstvy. specifickym interakcim i pohyblivost biofilmu.

Obrana eDNA v biofilmu

“
%%ﬁﬁf@m

eDNA zachytava kationty antimikrobidlnich | eDNA zachytava bivalentni kationty, které
peptidi z hostitelského imunitniho systému. | spousti genovou odpovéd pii zvySeni
pfitomnosti patogenii a obranné mechanismy

proti mikrobiotickym organismtm.

Adheze jednotlivych bakteridlnich bun¢k k povrchu je v podstaté prvnim stupném
formovani biofilmu. Tento proces se sklada ze dvou ¢asti. V prvni ¢asti se bakteridlni
bunky chovaji jako netecné koloidni castice, které ptichazi do kontaktu s okolim
Vv zavislosti na jejich fyzikalné-chemickych vlastnostech. V nasledujici ¢asti biologicky
vytvofené adheziny ukotvi buiiky pevnéji k povrchu. Obé tyto faze jsou ovlivnény
pritomnosti ¢i nepfitomnosti eDNA v bunééném povrchu a pfispivaji k zaveérecné
interakéni sile, kterd napomaha piekonat vzdalenost desitek nanometrii. Konkrétné
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v druhé fazi adheze hraje eDNA velmi vyznamnou roli. Tato hypotéza je podloZena
zjisténim, Ze DNA adsorbuje k povrchu jednotlivych bakteridlnich bun¢k v dlouhych
smyckovych formacich, které¢ se tdhnou az 300 nm po povrchu bunky. Extraceluldrni
DNA rovnéz ovlivituje hydrofobicitu povrchu bakteridlnich bun¢k. Vlastnost, ktera
ma riznorody vliv na tendenci navazani bakterii, zavisi na relativni hydrofobicité
substratu. Tvofi tak zvanou intracelularni spojku mezi matrixem biofilmu. Rovnéz eDNA
urcitym zpisobem hraje komplexnéjsi roli v strukturalni celistvosti biofilml vytvorenych
Caulobacter cresscentus. Berne, ukazuje, ze vazby eDNA K polarnimu haku (pocatecni
¢ast bi¢iku) téchto pohyblivych bunék efektivné inhibuji jejich schopnost usadit se v jesté
nevytvoreném biofilmu. Timto zpisobem eDNA Vv matrixu biofilmu zastava modula¢ni
roli rozptylujici biofilm, dokud neni jisté, Ze existujici biofilmova struktura zlstane
neporusena [20].

Mnozstvi eDNA obsazené v extracelularnim matrixu agregatu a biofilmu se 1isi
Vv zavislosti na rodu. Zatimco v biofilmu matrixu vytvofeném S. aureus je eDNA hlavni
strukturalni komponentou, u S. epidermidis je zastoupena pouze velmi malo. Nicméné
pro tvorbu biofilmu je eDNA velmi dilezitd u obou rodd, a to kvili strukturalni stabilité.
Vyznam eDNA pro stabilitu biofilmu se ukazuje byt nejvyssim v prvnich stadiich vyvoje
biofilmu. Vlivem DNAsy dochazi k velmi rychlému rozptylovani nové zformovaného
biolfilmu, avSak na zraly biofilm ma jen maly vliv. DlleZitost eDNA v pocatecni tvorbé
a ranych stadiich formovani biofilmu je velmi dobie zdokumentovana, a mizeme proto
predpokladat, Ze se eDNA uvoliiuje v ranych stadiich vyvoje. Piestoze je eDNA dulezita
pro tvorbu a vyvoj biofilmu po vSech strankach, neexistuje v podstaté korelace mezi
formovanim biofilmu a kumulaci eDNA v kmenovych kulturach nebo biofilmu. Zjisténi,
ze je role eDNA v stabilité biofilmu zasadni. Ve vyzralych biofilmech eDNA interaguje
s ostatnimi biomolekulami, které tvofii §tit proti enzymaticke akci DNAsy. Interakce DNA
s biomolekulami na bunééném povrchu a v extracelularni polymerni substanci je fizena
nespecifickymi elektrostatickymi interakcemi, zfejmé pomoci bivalentnich kationtt [19].
Ackoli jde pouze o zakladni pochopeni téchto specifickych interakci, jsou do nich
zapojeny DNA vazebné proteiny.

Soubor extracelularni DNA nachdzejici se v bakteridlnich biofilmech poskytuje
bohaty substrat pro piirozené se objevujici hlen, ktery je jedinou cestou k pohybu
genetickych ¢astic a bakteriofag stimulujicich geneticky transfer [21]. Toto zjisténi
sméfuje védce k patrani po buiikdch produkujicich DNA v biofilmech, a k zavéru,
ze buiiky biofilmu aktivné daruji DNA svym prokaryotickym sousedim. Pokud
srovname komunitu bakterii Zzijicich v biofilmu s jejich planktonickymi protéjsky,
jsou bakterie biofilmu vysoce rezistentni vic¢i antibiotikim. Rezistence biofilmt neni
nutn¢ geneticka zalezitost, ale je vysledkem riznorodosti metabolickych procest
v bunikdch biofilmu. Ochrana ptfed antimikrobidlnimi agenty je zabezpeCovana skrze
matrix biofilmu. Casto se pfedpoklada, ze ochranné faktory extracelularniho matrixu jsou
diasledkem snizeni pfenosu antibiotik skrze matrix, a to kvuli interakci
s exopolysacharidy a proteiny [22]. Skrze schopnost navazat kationty eDNA hraji hlavni
roli v ochranném systému hostitele. Zda se, ze eDNA hraje také nepiimou roli v odolnosti
proti antibiotikim. DNA muze tvofit vazby a odloucit bivalentni kovové kationty
jako jsou hofecnaty, manganaty, vapenaty a zine¢naty. eDNA miuze pracovat jak pro,
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tak proti infikovani bakterie. Studie provadéné in vitro ukazuji, ze velké mnozstvi eEDNA
muze zredukovat vyskyt horecnatych a véapenatych kationtd na povrchu bakterie,
coz vede k naruseni membrany a naslednému rozpadu bunék [23]. Nicméné podobny
efekt eDNA, ktery by se objevil in vivo, neni znam. Napfiiklad v plicich pacient s
cystickou fibrozou mizeme najit velké mnozstvi eDNA (nad 20 mg/l) pochazejici z
neutrofilti [24]. Neutrofily obsahuji eDNA a mnoho dalSich sloucenin, ale antimikrobialni
efekt primarné zajistuji histony, [25] takze piitomnost DNA jako takového je ziejmé ve
prospéch napadajicich bakterii, a to diky vytvafeni S§titu zabrafiujicimu priniku
kationovym peptidii a antibiotik. Hostitelsky organismus je Schopny rozlisit mezi eDNA,
ktera je mu vlastni a bakterialni. eDNA vyskytujici Se na povrchu bakterie mize fungovat
jako molekularni vzor patogenu, ktery je specificky rozpoznan vrozenym imunitnim
systémem savcu [26].

2.8 Vliv stresovych faktoru na tvorbu biofilmu.

Jak uz bylo uvedeno vyse, biofilmy zastavaji obrannou funkci bakterie. Brani
Ji vii¢i riznym nevhodnym fyzikalné-chemickym podminkam (teplotnim, osmotickym,
zménou pH apod.). Mikroorganizmy nachazeji se v soustavé biofilmu, projevuji diky
piitomnosti polymerniho matrixu vetsi odolnost vuaéi stresovym podminkam.
Pfi neoptimalni teplot¢ mize dochazet ke zménam biochemickych reakci, denaturaci
klicovych fermentu ¢i lyze bunék. Také mize dojit ke zméné barierni funkce bunéénych
membran, coz zpusobi unik dialezitych metabolitd. Dusledkem tohoto jevu je pokles
rychlosti rastu bun¢k. Matrix biofilmu zmensuje tuto ztratu a pomaha navratu metabolitu
do bunék. Mikroorganizmy v biofilmu dokazou produkovat termoprotektivni latky,
které budou zadrzovany matrixem. V takovych denatura¢nich podminkach je rychlost
rastu biofilmu 1,5-2krat vétsi nez u planktonickych buné¢k [27].

Stejné¢ jako teplotni stres se na biofilmu vyrazné projevuje Vliv kyselého
nebo zasaditého prostiedi. Matrix biofilmu slouzi jako bariera a omezuje propustnost
Skodlivého pH prostredi. Podrobné se vlivu pH na rust bakterie v biofilmu ve své praci
vénovala Jekatérina Strelkova. Vysledky této prace mtizeme vidét na grafu ¢islo 1.
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Graf'¢. 1: Zavislost riistu planktonickych a biofilmovych kultur bakterie na pH:
1 — planktonicka kultura Dietzia species; 2 — biofilm Dietzia sp.; 3 — planktonickd kultura
Chromobacterium violaceum; 4 — biofilm C. violaceum; 5 — planktonicka kultura mutanta C.
violaceum CV026; 6 — biofilm mutanta C. violaceum CV026 [27].
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Pii optimalnich podminkach se nardst biomasy podstatné nelisi. Pti nizkych
hodnotach pH avsak vidime velky rozdil mezi planktonickou kulturou a biofilmem.
Mutantni kmen C. violaceum CV026 je zbaven schopnosti tvofit biofilm,
coz pii porovnani s planktonickou kulturou vysvétluji podobné vysledky.

Zvysenim koncentraci NaCl do 0,1M muze dojit k lepsi adhezi bakterii [28].
Vliv velkych koncentraci soli vSak zptsobuje zvétSeni osmotického tlaku, ktery ma vliv
na strukturu buriky a na jeji biochemické a fyzikalni funkce. Pti kritickych koncentracich
soli mize dojit k osmoéze. Nekteré mikroorganizmy se dokonce kritickym hodnotam
osmotického tlaku zacaly evolu¢né ptizpiisobovat. Buitka se tomuto dé€ji brani produkci
riznych organickych latek nebo akumulaci casti stresového iontu. Na obrazku
Cislo 4 mizeme vidét vysledky experimentu, ktery sledoval vliv osmotického tlaku
na bakterie Staphylococcus epidermidis [29].

801 - 108
e
60 w---. 107
:gif;:lf“ék/ voblasti | Potet Zivych bunsk,
40- [ 106 CFU/mi
20+ - 105
04~ —- 104

00 05 10 15 20
Koncentrace soli NaCl, M
—O~ Aheze napolystyrenu
—@— Aheze naskle
-m. Pocet Fivych bunék, CFU/mI
Graf ¢. 2: Vliv osmotické sily roztoku na adhezi Staphylococcus epidermidis na skle
a polystyrenu [29].

Je znamo, Ze stafylokoky jsou velmi odolné viué¢i osmotickému tlaku. Nicméné
se zvySenim koncentrace soli adheze jak na skle, tak na a polystyrenu klesa. Erosenkova
uvadi inhibi¢ni schopnosti velkych koncentraci iontd Na®. Podle ni se mohou
nespecificky spojovat se zaporné nabitymi skupinami na povrchu bunky (kyselina
teichoova, peptidoglykan). V disledku toho dochazi ke zméné naboji bakterialni bunky
a k poklesu poc¢tu absorbovanych bunék [28].
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3 Experimentalni ¢ast

31 Mikrobialni kmeny, chemikalie a pristrojové vybaveni
3.11 Pouzité mikroorganismy

V nasi praci byly pouzity bakterie Burkholderia sacchari DSM 17165 z Leibniz-
Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
a Burkholderia cepacia CCM 2656 z Ceské sbirky mikroorganismti Masarykovy
University v Brné. Pro porovnani biofilmovych a planktonickych bunék byly bakterie
kultivovany v tekutém a pevném mediu o stejném slozeni pfi teploté 30°C.

3.1.2 Pouzité chemikalie pro kultivaci mikroorganizmi
o (NH4)2SO4
e NaHPO4 - 12 H,O
o NHs-Fe(III) citrat
e Ca(Cl)z2-2H0

e KoHPO4
e MgSOs - 7 H0
e (Gluk6za

e Agarovy prasek (Himedia)

3.1.3 Ostatni chemikalie
e 3,5-dinitrosalicylova kyselina
e Hydroxid sodny (Lach-ner)
e Chloroform (Lach-ner)
e Vinan sodno — draselny (tetrahydrat)
e Uhligitan sodny, Penta (CR)
e Pentahydrat siranu mé&dnatého, Penta (CR)
e Folin-Ciocalteauova ¢inidlo, Serva (Némecko)
e Difenylamin, Penta (CR)
e Kyselina sirova, Penta (CR)
e Ethanol, Penta (CR)
e Antron
e Kyselina borita, Penta (CR)
e Tris(hydroxymethyl) aminomethan, Lachner (CR)
e Bromfenolova modf
e Glycerol (Lach-ner)
e Midori Green Advance, Nippon genetics europe (Némecko)

314 Pristroje a pomiicky

e Laminarny box Aura mini, BioAir Instruments (USA)

e Nanofotometr PEARL IMPLEN (Velka Britanie)

e Plynovy chromatograf Trace GC Ultra FID detector, Finnigan (USA)
Kolona — DB-WAX 30 m by 0,25 mm
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e Vortex TK3S, Kartell spa (USA)

e Termostat LS-35 (CR)

e Centrifuga Laboratotzentrifugen 3-15, Sigma (Némecko)

e Centrifuga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen, (Némecko)

e Analytické vahy, Boeco (Némecko)

e Vahy Kern EW 620-3NM (Némecko)

e Temperovana tiepacka Heidolph Unimax 1010, Labicom (CR)
e Beé&zné laboratorni sklo a vybaveni

3.2 Kultivace bakterii

Inokulum bylo kultivovano po dobu 24 hodin pfi teploté 30°C. K ptipravé inokula
pro Burkholderia sacchari a Burkholderia cepacia bylo pouzito medium 0 stejném
slozeni jako produk¢ni medium:

e (NH4)2S04 1g

e Na;HPO4 - 12 H20 6,89
e NHs-Fe(IIl) citrat 0,069
e Ca(Cl)2- 2 H20 0,19
e K:HPO: 159
e MgSOs - 7 H.0O 0,29

e Roztok glukozy (100 g/) 40 ml
e Roztok stopovych prvka* 1 ml

e Destilovana voda 1000 ml
* Roztok stopovych prvkl

e FeCls 9,749

e CaCl; 7849

e CuSOq4 0,156 g

e CoCl2 0,119¢

e NiCl2 0,118¢

e CrCl 0,062 g

e 0,1MHCI 1 000 ml

Produkéni medium bylo piipravovano pomoci experimentu, ve kterém byl
aplikovan solny stres. Obsahovalo chlorid sodny o koncentraci 5, 10, 15 a 20 g/l NaCl.
V piipadé teplotniho stresu se mikroorganismy kultivovaly na tiepackach pti teplotach
20 °C, 30 °C a 40 °C. Sterilace médii probihala pfi teploté¢ 121 °C po dobu 20 minut.
Po provedeni sterilace byl pridan roztok stopovych prvku a glukozy.

33 Postupy pri stanoveni obsahu biofilmu

331 Stanoveni koncentrace PHA

Celkova koncentrace PHA vsu$in¢ byla stanovovana pomoci plynové
chromatografie s FID detekci. Do vialek bylo navazeno ptiblizn¢ 10 mg (s pfesnosti
na 0,1 mg) susiny ziskané z paralelnich kultivaci. Ke vzorku byl poté ptidan 1 ml
chloroformu a 0,8 ml 15% kyseliny sirové v metanolu s obsahem interniho standartu —
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kyseliny benzoové (5mg/ml). Uzaviené vialky byly umistény do termostatu vyhtatého
na96 °C, kde byly ponechany po dobu tiech hodin. Po esterifikaci byly vzorky
extrahovany v 0,5 ml NaOH o koncentraci 0,05 mol/dm?® a pro tcely analyzy bylo
odebrano 0,05 ml spodni chloroformové faze. Ke kazdému vzorku bylo ptidano 950 pl
chloroformu a poté byly analyzovany plynovym chromatografem.

3.3.2 Stanoveni kalibraé¢ni primky koncentrace PHA

Pro pfipravu kalibraéni fady byl pouzit standard kopolymeru poly(3-
hydroxybutyratu-co-3-hydroxyvaleratu) (88 % 3HB a 12 % 3HV). Kalibra¢ni fada byla
pfipravena do vialek v koncentra¢nim rozmezi od 0,05; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 do 1 mg-ml™
a poté byla doplnéna chloroformem do objemu 1 ml. K roztoktim bylo ptidano 0,8 ml 15
% kyseliny sirové v metanolu a uzaviené vialky byly poté umistény do termostatu
vyhiatého na 96 °C na dobu tii hodin. Po esterifikace byly vzorky extrahovany v 0,5 ml
NaOH o koncentraci 0,05 mol/dm? a pro tcely analyzy bylo odebrano 0,05 ml spodni
chloroformové faze. Ke kazdému vzorku bylo pfidano 950 pl chloroformu a vzorky byly
poté analyzovany plynovym chromatografem s FID detekci.

3.3.3 Stanoveni koncentrace redukujicich sacharidi pomoci
3,5 — dinitrosalicylové kyseliny

Do zkumavky bylo odpipetovano 0,05 ml vzorku a 0,45 ml destilované vody, ¢imz
byl roztok desetkrat zfedén a poté bylo ptidano 0,5 ml ¢inidla (1 g kyseliny 3,5-
dinitrosalicylové, 20 ml hydroxidu sodného o koncentraci 2 mol-123, 50 ml vody, 30 g
vinanu sodno-draselného). Poté byly vzorky po dobu 10 minut zahtivany ve vodni 1azni
pii teploté 70 °C. Po zahiati byly vzorky ponechany ve tmé¢ a zchlazeny na laboratorni
teplotu. Nasledn¢ byly zkumavky doplnény destilovanou vodou do objemu 10 ml
a dikladn¢ promichany. Vzorek byl analyzovan pomoci spektrofotometru pii vinové
délce 540 nm. Soucasné s ostatnimi vzorky byl pfipravovan i slepy vzorek.

3.3.3.1 Stanoveni kalibracni krivky

Pro stanoveni kalibra¢ni kiivky byla pfipravena kalibra¢ni fada v rozmezi 0,025
— 0,175 g/l. Poté byly z téchto roztoka odpipetovany 0,5 ml vzorky a k nim bylo nasledné
piidano 0,5 ml ¢inidla 3,5-dinitrosalicylové kyseliny. Zkumavky byly umistény do vodni
lazné zahraté na teplotu 70 °C dobu deseti minut. Po zahtati byly vzorky ponechany
do zchlazeni ve tm¢ a nasledné byly doplnény destilovanou vodou na objem 10 ml. Poté
byla zméfena absorbance pfi 540 nm.

3.34 Stanoveni obsahu celkovych sacharidu za pomoci Antronu

Pro stanoveni celkovych cukrii byl nejprve odebran jeden ml desetkrat ztedéného
vzorku a spolecné s blankem pienesen do zkumavek ve studené vodni 1azni. Antronovy
reagent (Antron 200 mg, H2SO4 75 obj. %, ethanol 5 ml) byl rovnéz ochlazen. Poté bylo
5 ml reagentu pfidano do zkumavek, které byly néasledné centrifugovany a pfeneseny
zpatky do vodni lazn€. Po péti minutach byly zkumavky znova ptesunuty do vodni 14zné
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zahraté na teplotu 96 °C, a to na deset minut. Poté byly vSechny vzorky vraceny zpét do
studené vodni 14zn€ a po jejich vychladnuti byla znova zmétfena absorbance pti 625 nm.

3341 Stanoveni kalibraéni kiivky

Kalibra¢ni fada byla ptipravena ve zkumavkach v koncentraénim rozmezi 20—-100
mg/l a byla pfenesena do vodni 1azn€¢. Antronovy reagent byl ochlazen a bezprosttedné
po zchlazeni bylo 5 ml reagentu pfiddino do zkumavek, které byly nasledné
zcentrifugovany. Po péti minutach byly zkumavky piesunuty do vodni 14zné zahtaté na
96 °C, a to na deset minut. Poté byly vSechny vzorky vraceny zpatky do studené vodni
lazn€ a po jejich vychladnuti byla znova zméfena absorbance pti 625 nm.

3.35 Stanoveni celkovych proteini Hartree-Lowryho metodou

Nejprve byl do zkumavky odméien 1 ml neznamého vzorku a 1 ml fyziologického
roztoku (blank). Do vSech zkumavek bylo ptidano 0,9 ml Hartree-Lowryho ¢inidla A
(1 g vinanu sodno-draselného(tetrahydrat), 50 g uhli¢itanu sodného, 250 ml 1 mol/l
hydroxidu sodného a vody do celkového objemu 500 ml). VVzorky byly poté inkubovany
ve vodni lazni pii teploté 50 °C. Po 10 minutach inkubace byly zkumavky ochlazeny a
do kazdé bylo piidano 0,1 ml H-L ¢inidla B (2 g vinanu sodno-draselného (tetrahydrat),
1 g pentahydratu siranu médnatého, 90 ml vody a 10 ml 1 mol/l | hydroxidu sodného).
Vzorky byly protfepany a ponechany pti laboratorni teploté po dobu 10 minut. Nakonec
byly do kazdé zkumavky ptidany 3 ml H-L ¢inidla C (1 objem Folin-Ciocalteauova
¢inidla a 15 objemu vody), byly zamichany a opét 10 minut inkubovany ve vodni lazni
pti teploté 50 °C. Po skonéeni inkubace byly roztoky ochlazeny a byla zméfena jejich
absorbance proti blanku pfi 650 nm.

3351 Stanoveni kalibraé¢ni krivky

Byl pfipraven zasobni roztok bilkovinného standardu (albumin) o koncentraci 3
mg/ml a z n¢j byla vytvorena série kalibra¢nich standardi o koncentraci 0,3 — 0,9 g/l.
Do vSech zkumavek bylo ptidano 0,9 ml Hartree-Lowryho ¢inidla A a nasledné byly
inkubovany ve vodni lazni pii teploté 50 °C. Po 10 minutach inkubace byly zkumavky
ochlazeny a do kazdé z nich bylo pfidano 0,1 ml H-L ¢inidla B. Poté byly protiepany
a ponechany 10 minut pii laboratorni teploté. Nakonec byly do kazdé zkumavky ptidany
3 ml H-L ¢inidla C. Zkumavky byly promichany a opét 10 minut inkubovany ve vodni
lazni zahiaté na 50 °C. Po skonc¢eni inkubace byly zkumavky ochlazeny a byla zmétena
jejich absorbance proti blanku pii 650 nm.

3.36 Stanoveni  2'-deoxypentosovych  sacharidu  pomoci  Dischovy
difenylaminové zkouSky

Nejprve bylo z kazdého vzorku odebrano 500 ul do centrifugac¢nich zkumavek.
Ke kazdé zkumavce bylo pridano 500 pul Dischova reagentu (60 mM difenylaminu, 11M
ledové kyseliny octové, 179 mM kyseliny sirové, 0,62 % v/v ethanolu) a vse bylo
nasledné zvortexovano. V této reakci dochazi k specifické reakci deoxyribonukleové
kyseliny s difenylaminy za vzniku modrého komplexu [30]. Zkumavky byly pieneseny
do vrouci vodni lazné, kde byly ponechany po dobu 20 minut. Poté byly vzorky

19



ochlazovany na laboratorni teplotu. Eppendorfové zkumavky byly po ochlazeni
zcentrifugovany (otdcky 9300 x g). Supernatant ze vzorku byl zméfen
na spektrofotometru pii vinové délce 600 nm.

3.3.6.1 Stanoveni kalibraéni krivky

Byla ptipravena kalibra¢ni fada v rozmezi 0,075 — 0,85 mg/ml. Do eppendorfek
bylo k 500 pl vzorku o riznych koncentracich pfidano 500 ul reagentu a nasledné
zvoretexovano. Eppendorfové zkumavky byly pieneseny nad vrouci vodni lazen a byly
tam ponechany po dobu 20 minut. Poté se vzorky nechaly ochlazovat na laboratorni
teplotu po dobu 10 minut. Eppendorfové zkumavky byly po vychladnuti 15 minut
centrifugovany (otd€ky 9300 x g). Supernatant ze vzorku byl zméfen pomoci
spektrofotometru pii vinové délce 600 nm.

3.3.7 Analyza DNA horizontalni elektroforézou

Do odméfeného objemu elektroforetického pufru (Tris(hydroxymethyl)
aminomethan 108 g, H3BOs 55 g, EDTA 9,3 g, voda 1000 ml) bylo ptfidano ptislusné
mnozstvi agarozy (0,8 % agardza, 0,8 g/100 ml pufru). Smés byla poté zahiivana
v mikrovince do té doby, dokud se agardza nerozpustila. Po ochlazeni smési na teplotu
70 °C bylo ptidano barvivo midori green advance a roztok byl nalit do formy, do niz byl
vloZen vzorkovaci hiebinek. Po ztuhnuti byl gel ptenesen na elektroforetickou aparaturu,
do niz bylo nalito tolik elektroforetického pufru, aby doslo k ptevrstveni gelu pufrem.
Vzorky byly smichany s nanasecim pufrem (bromfenolova modf 20 mg, Glycerol 3 ml,
voda 7 ml) a byly pieneseny do jamek vzniklych po odstranéni nanaseciho hiebinku.
Po elektroforéze byl kvuli zlepseni viditelnosti DNA gel umistén do zorného pole UV-
transiluminatoru.

3.3.8 Analyza DNA pomoci spektrofotometru s vyuzitim nastavce NanoDrop.

Nejprve byl spustén spektrofotometr a ve vybéru metod byl nastaven program
na méfeni DNA. Poté byl do spektrofotometru umistén nastavec NanoDrop. Stanoveni
koncentrace DNA probiha na spektrofotometru a Cistota vzorku se kontroluje z pomérné
absorbce pii vlnovych délkach 260/280 nm. Pied zacatkem meéteni byla opticka cast
umyta vodou a ethanolem. Jako slepy vzorek byla pro tekuté medium pouzita destilovana
voda. V pripadé méteni vzorku pevného media byl jako blank pouzit roztok PBS pufru.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Kalibrace metod

41.1 Stanoveni obsahu PHB v suSiné

Pro stanoveni obsahu PHB ve vzorcich byla sestavena kalibra¢ni fada podle
postupu Vv kapitole 3.4.1
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Graf'¢. 3: Kalibracni Fada pro stanoveni obsahu PHB

/ISTD

Ze zavislosti absorbance na poméru koncentrace PHB/ISTD byla stanovena
kalibra¢ni zavislost y = 0,087x, ktera byla pouzita pro stanoveni obsahu PHB v suSing.
Regresni koeficient R* = 0,9768.

41.2 Stanoveni koncentrace redukujicich sacharidi pomoci 3,5-
dinitrosalicylové kyseliny.
Kalibra¢ni zavislost byla zjistovana spektrometrickym méfenim roztokt glukozy
0 riznych koncentracich pti vinové délce 540 nm podle postupu v kapitole 3.3.2.1.
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Graf'¢. 4: Kalibracni rada pro stanoveni redukujicich cukrit
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Ze zavislosti absorbance na koncentraci byla stanovena kalibra¢ni zavislost
y =5,7743x, ktera byla pouzita pro stanoveni koncentrace redukujicich sacharidu.
Regresni koeficient R = 0,9881.

4.1.3 Stanoveni obsahu celkovych sacharidi za pomoci Antronu

Pro stanoveni obsahu cukru za pomoci Antronu byla podle postupu, ktery
byl popsan v kapitole 3.3.3.1, spektrometrickou metodou zméfena kalibracni zavislost
pfi vinové délce 625 nm.
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Graf'¢. 5: Kalibracni rada pro stanoveni celkovych cukrii
Ze zavislosti absorbance na koncentraci byla stanovena kalibra¢ni zavislost
y =7,8136x, ktera byla pouzita pro stanoveni koncentrace redukujicich sacharid.
Regresni koeficient R? =0,9767.

4.1.4 Stanoveni celkovych proteini Hartree-Lowryho metodou

Pro stanoveni celkovych proteini byla sestrojena kalibracni fada, ktera
byla zméfena spektrofotometrickou metodou pii vinové délce 650 nm podle postupu,
ktery byl popsan Vv kapitole 3.3.4.1.
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Graf'¢. 6: Kalibracni rada pro stanoveni celkovych proteinu
Ze zavislosti absorbance na koncentraci byla stanovena kalibrani zavislost
y =2,7667X, kterd byla pouzita pro stanoveni koncentrace redukujicich sacharidi.
Regresni koeficient R? = 0,9767.
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4.1.5 Stanoveni 2'-deoxypentosovych cukri pomoci Dischovy difenylaminové
zKouSky

Pro stanoveni obsahu DNA byla sestrojena kalibra¢ni fada, ktera byla zmétena
spektrofotometrickou metodou pii vinové délce 600 nm podle postupu, ktery byl popsan
v kapitole 3.3.5.1.
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Graf ¢ 7: Kalibracni fada pro stanoveni obsahu DNA
Ze zavislosti absorbance na koncentraci byla stanovena kalibracni zavislost
1,0338x, ktera byla pouzita pro stanoveni koncentrace redukujicich sacharidi. Regresni
koeficient R2 = 0,9407.

4.2 Stanoveni obsahu PHB v susiné

Vliv teplotniho a solného stresu na produkci PHB byl stanovovan s vyuzitim
plynového chromatografu s FID detektorem. Polyhydroxybutyrat je vyuzivan jako zdroj
uhliku a zasobni zdroj zZivin pro bakterie. Pfi stresovych podminkach muze dojit k
rozkladani PHB a jeho vyuziti k tvorb& biofilmu ¢i jako zdroje Zivin a energie pro pokryti
energetickych naroku stresového metabolismu [31].

4.2.1 Vliv solného stresu na obsah PHB

Navyseni koncentrace NaCl zplsobuje nardst osmotického tlaku v prostiedi
bungk. Vliv tohoto stresu mize zpusobit rozklad PHB. Pfi porovnani vysledkt pisobeni
solného stresu u bakterie Burkholderia sacchari je z grafu ¢. 8 vidét, ze obsah PHB
Vv tekutém a pevném mediu (Petriho miska) se pfi nulové koncentraci soli nelisil. Pfi
koncentraci NaCl 5 g/l doslo vtekutém mediu k poklesu PHB, coz je velmi
pravdépodobné zptisobeno v disledku velkého osmotického tlaku, diky némuz bunky
omezily produkci polymeru. V ptipadé pevného media pii koncentraci od O do 15 g/l
se koncentrace obsahu PHB vyrazn¢ neménila. Avsak pii koncentraci 20 g/l doslo u obou
medii k velkému poklesu koncentrace PHB. Pfi této koncentraci NaCl mohlo byt PHB
pievedeno na tvorbu biofilmu nebo vyuzito jako zdroj uhliku.
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Graf ¢ 8: Porovndni obsahu PHB pri solném stresu v susiné tekutého a pevného media kultury
B. sacchari.

Pii porovnani vysledki solného stresu bakterie Burkholderia cepacia je z grafu
Cislo 9 vidét, ze v tekutém mediu se projevuje veétsi odolnost bunék vici osmotickému
tlaku a bakterie byly dokonce schopny produkovat PHB piti koncentracich 15 g/l soli.
U pevného media v porovnani s tekutym doslo K vice nez ¢tyfnasobnému poklesu obsahu
PHB. Béhem kultivace doslo ke kontaminaci tekutého media o koncentraci 20 g/l, takze
jeho vysledky v grafu nejsou znazornény.
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Graf ¢. 9: Porovnani obsahu PHB v susiné pri solném stresu tekutého a pevného media
kultury B.cepacia.
Z vysledku experimentu muzeme vidét, ze obsah PHB pfi vyssich koncentracich
soli v obou mediich klesa. To mize byt vysvétleno tak, ze bunky vyuzivaji PHB jako
rezervni formu energie a uhliku, kterou prioritné vyuzivaji ve stresovych podminkéch.

4.2.2 Vliv teplotniho stresu na obsah PHB

Bakterie se schopnosti k produkce PHB maji vétsi odolnost vici riznym stresovym
faktortim jako vysoka teplota, mraz, ptisobeni peroxidu vodiku, ethanolu, UV zafeni nebo
vysokého osmotického tlaku. Vysvétleni této odolnosti se nejspis skryva ve fyzikalnich
vlastnostech téchto polymeru a jejich vlivu za zakladni fyzkalné — chemické vlastnosti
PHA akumulujicich bunék [32].
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Pfi porovnani vysledkt teplotniho stresu v obou bakteriich mizeme vidét nartst
koncentrace PHB. Toto muze byt spojeno s pfimym vlivem teplotniho stresu na produkci
obranych polymert. Z grafu ¢. 10 je vidét, ze obsah PHB u bakterie Burkholderia
sacchari s teplotou roste, a to jak v tekutém, tak i na pevném mediu. Zvyseni teploty
tak mohlo v bunkach spustit obranné mechanismy wvu¢i tomuto stresu, a proto
je koncentrace PHB vyssi.
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Graf'¢. 10: Porovnani obsahu PHB p7i teplotnim stresu v susiné tekutého a pevného
media kultury B. sacchari.

Pii porovnani vysledku teplotniho stresu u bakterie Burkholderia cepacia mtizeme
v grafu ¢islo 11 rovnéz vidét nardst produkce PHB, ktery souvisi se zvysujici se teplotou.
Podobn¢ jako u B. sacchari je produkce PHB v tekutém mediu vyssi nez na pevném,
avSak mizeme vidét, Ze biofilm pii teploté 30 °C Vv porovnani s teplotou 20 °C obsah
PHB ztrojnasobil. Pfi teplot¢ 40 °C se bakterie jak v tekutém, tak i v pevném mediu
nedokazaly pfizpisobit a nedoSlo knartistu z4dné biomasy. Je to zplisobeno
pravdépodobné nizkou odolnosti kmene B. cepacia vici vysoké teploté.
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Graf'¢. 11: Porovnani obsahu PHB p7i teplotnim stresu v susiné tekutého a pevného
media kultury B. cepacia.

Pii teplotnim stresu se projevuje opacna tendence bunky nez pii solném stresu.
Vlivem vyssi teploty narasta produkce PHB. K velkému nartstu PHB dochazi u biofilmu

25



obou kmend. Pii teploté 40 °C se koncentrace PHB u biofilmu dokonce pfiblizuje
Kk planktonickym formam.

4.3 Stanoveni koncentrace redukujicich sacharidi pomoci 3,5-
dinitrosalicylové kyseliny.

K redukujicim sacharidim patfi vSechny monosacharidy, disacharidy,
oligosacharidy 1 polysacharidy, pokud maji poloacetalovy hydroxyl. Nejcastéji
jsou bunkou vyuzivany jako vyzivné slozky. Mohou byt ptetvoieny Vv energii nebo
pouzity jako stavebni bloky. Polysacharidy mohou tvotit od 40 - 95 %biofilmu [5].

43.1 Koncentrace redukujicich sacharidi pfi teplotnim stresu

Bylo zjisténo, ze nejniz8i koncentrace redukujicich sacharidd u bakterie
B. sacchari byla namétena u teplotniho stresu pti teploté 40 °C. Na zakladé toho lze
predpokladat, ze tato teplota je pro kultivaci bakterii na pevném mediu nejvhodngjsi,
protoze dochazi kK nejvétsimu poklesu sacharidu. V tekutém mediu doslo pii této teploté
Kk nejniz§imu poklesu sacharidu. Nejpravdépodobnéji 1ze tento jev vysvétlit tim, ze pro
planktonické formy bakterii je tato teplota na rozdil od biofilmovych kriticka.
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Graf ¢. 12: Stanoveni koncentrace redukujicich sacharidii pomoci 3,5-dinitrosalicylové

kyseliny B. sacchari v tekutém mediu.
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Graf'¢. 13: Stanoveni koncentrace redukujicich sacharidit pomoci 3,5-dinitrosalicylové

kyseliny B. sacchari v pevném mediu.
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U bakterie B.cepacia v grafu ¢. 14 je vidét, ze k nejvétsimu poklesu koncentrace
redukujicich sacharidii dochézi u teplotniho stresu pfi teploté¢ 30 °C a to jak u pevného
graf ¢. 15, tak u tekutého media. Tato hodnota odpovida optimalni teploté pro kultivaci
téchto bakterii. V pevném mediu bakterie pii teplot€¢ v 40 °C nedoslo k naristu zadné

biomasy.
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Graf'¢. 14: Stanoveni koncentrace redukujicich sacharidit pomoci 3,5-dinitrosalicylové

kyseliny u B. cepacia Vv tekutem mediu.
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Graf ¢. 15: Stanoveni koncentrace redukujicich sacharidit pomoci 3,5-dinitrosalicylové

kyseliny u B. cepacia v pevném mediu.

43.2 Koncentrace redukujicich sacharidi p¥i solném stresu

Pii solném stresu byla u bakterie B. sacchari koncentrace redukujicich sacharidut ve
vzorcich pevného media velmi nizka. V grafu ¢islo 16 pii koncentraci 15 g/l NaCl bunky
spotiebovaly veSkery mnozstvi sacharidu. V tekutém mediu v grafu ¢. 17 byla
koncentrace redukujicich sacharidd pii aplikaci 20 g/l NaCl nejnizsi, coz muze byt
vysvétleno tim, Ze se bakterie musely pfizplsobit kritickym podminkdm a zacaly
spotfebovavat vetsi mnozstvi glukédzy.
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Graf ¢. 16: Stanoveni koncentrace redukujicich sacharidii pri solném stresu U
B. sacchari v pevném mediu.
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Graf ¢. 17: Stanoveni koncentrace redukujicich sacharidit pri solném stresu u
B. sacchari v tekutém mediu.

Pii aplikaci solného stresu u bakterie B. cepacia Vv pevném mediu doslo
ke spotiebé prakticky veskerych redukujicich sacharidd. Stopové mnozstvi muzeme vidét
v grafu ¢islo 18 pii koncentraci 0 g/l a 20 g/l NaCl. Pii porovnani vysledka v grafu ¢islo
19 nejnizsi koncentrace v tekutém mediu byla namétena pii koncentraci NaCl 10 g/l.
P1i této koncentraci bunky Spotiebovaly velké mnozstvi sacharidu tak, aby se ochranili
pted vlivem osmotického tlaku. Dalsi koncentrace 15 g/l a 20 g/l uz byly kritické a doslo
k mensi spotiebé zdroje uhliku — glukozy.
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Graf ¢ 18: Stanoveni koncentrace redukujicich sacharidii pri solném stresu u B. cepacia
B. cepacia v pevném mediu.
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Graf ¢. 19: Stanoventi koncentrace redukujicich sacharidii pri solném stresu U B. cepacia
B. cepacia v tekutém mediu.

4.4 Stanoveni obsahu cukrii za pomoci Anthronu

Dehydrataci celkovych sacharidu v prostfedi mineralnich kyselin vznikaji
derivaty furfuralu. Furfural a odvozené slouceniny kondenzuji s fenoly aromatickymi
aminy nebo polycyklickymi slou¢eninami za vzniku barevnych produktt [33].

44.1 Koncentrace celkovych sacharidu p¥i teplotnim stresu

Teplotni stres ovliviiuje biochemické reakce v bunkach. Ma vliv na rozpustnost
kysliku ve vod¢, a pii velkych teplotach mize dojit dokonce k denaturaci bilkovin.
Takové zmény mohou ovliviiovat rizné biochemické reakce. Ptikladem mohou byt rtizné
anabolické nebo katabolické déje, které ovliviiuji celkové poméry sacharidu v buiice.

Pii porovnani vysledkl v grafu ¢. 20 miZeme vidét, Ze nejnizsi koncentrace cukrti
byla naméfena u vzorku B. sacchari z pevného media pii teploté¢ 40 °C. V piipadé
tekutého media byla tato teplota 20 °C. V ptipad¢ biofilmu nedochazi k vyraznym
zménam koncentrace celkovych sacharidi. Lze tudiz predpokladat, ze biofilm si reguluje
své vlastni klima a je méné ovliviiovan vnéj$im teplotnim stresem.
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Graf'¢. 20: Stanoveni koncentrace celkovych cukrii U B. sacchari

Na pevném mediu nebylo mozné pii teploté 40 °C bakterii B. cepacia nakultivovat.
V grafu ¢islo 21 mtzeme vidét, ze u tekutého media byla nizsi koncentrace pfi teploté
40 °C. U pevného media bakterie pii této teploté nartst nedokazaly. Koncentrace
sacharidt u biofilmu pfi teplotach 20 °C a 30 °C byly pfiblizné stejné.

1.

20°C 30 °C 40 °C

B Tekuté medium  H Pevné medium
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Graf'¢. 21: Stanoveni koncentrace celkovych cukrii U B. cepacia

4.4.2 Koncentrace celkovych sacharidu U solného stresu

Celkové sacharidy se mohou nachazet nejen v buiice, ale také mohou byt soucasti
EPS. Pokles této koncentrace by mohl ovlivnit tvorbu biofilmu. V piipadé solného stresu
mohou byt sacharidy pouZzity na produkci latek snizujicich osmoticky tlak.

V grafu ¢ 22 mizeme vidét porovnani koncentrace celkovych sacharidu u obou
bakterii. V pfipadé¢ pevného media bakterie vykazuji podobnou tendenci. Pfi nizsich
koncentracich NaCl doslo k nejvétsi tvorbé celkovych sacharidi, pficemz u bakterie
B. cepacia byla koncentrace sacharidii v pevném mediu vzdy vétsi nez u B. sachari.
Koncentrace celkovych sacharidt v tekutém mediu u obou bakterii byla vétsi nez
u biofilmu. V piipadé¢ tekutého media je dostupnost latek pro tvorbu riznych
polysacharidt vétsi a také z vysledkt predchozich experimentii vime, Ze odolnost vici
osmotickému tlaku je u biofilma vétsi nez u planktonickych forem. Lze z toho usoudit,
7e nadmérnou produkci celkovych sacharidi bakterie planktonickych forem vyuzivaji
ke zmenseni vlivu osmotického tlaku.
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4.5 Stanoveni celkovych proteini Hartree-Lowryho metodou

Bilkoviny mohou tvofit az 60 % biofilmu. Buika ¢asto produkuje tyto slouceniny
kvili ochrané pied osmotickym tlakem nebo v nékterych piipadech i jako zdroj energie.
V bunce mize dochazet k tvorbé stresovych proteini (heat — shock protein).
Tyto proteiny chrani buiky pfed vlivem stresu vyvolaného vysokou teplotou, ozafenim,
oxida¢nim poskozenim nebo tézkymi kovy [5, 34].

45.1 Stanoveni celkovych proteini pri teplotnim stresu

Produkce proteinu teplotniho Soku je jeden z nejzakladnéjSich mechanizmi
bunécné ochrany. Piistanoveni celkovych proteini v grafu ¢islo 23 muzeme vidét,
7e koncentrace proteinu v tekutém mediu se zvySuje s rostouci teplotou. Zdtvodnit
to miizeme tim, Zze podminky pii teploté 40 °C jsou pro B. sacchari kritické a dochazi
k velkému nartistu produkce proteinu teplotniho Soku. Toto tvrzeni muzeme podlozit
zjisténim, ze produkce proteinu v biofilmu byla na rozdil od planktonickych bunék

vice méné konstantni.
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Graf'¢. 23: Stanoveni celkovych proteinii pii teplotnim stresu tekutého a pevného media
kultury B. Sacchari

V grafu ¢ 24 byla nejvyssi koncentrace celkovych proteind zmeétena u bakterie
B. cepacia pti teploté kultivace 20 °C u tekutého media. Mezi pevnym a tekutym mediem
byl zjistén vyznamny rozdil mezi koncentracemi. Tento rozdil maze byt vysvétlen tim,
ze bunky v biofilmu jsou méné ovlivnény teplotnim stresem a nepotiebuji tudiz
produkovat velké mnozstvi adheznich slouc¢enin. Dal§im vysvétlenim mize byt, ze jsou
bunky méné ovliviiovany teplotnim stresem a nepotiebuji produkovat velké mnozstvi
proteinu teplotniho Soku. V pevném mediu u bakterie pfi teploté 40 °C nedoslo k naristu

7adné biomasy.
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Graf'¢. 24: Stanoveni celkovych proteinii pii teplotnim stresu tekutého a pevného media
kultury B. cepacia
V grafu c¢islo 25 je znazornéno porovnani vysledkd celkovych proteind kultur
B. cepacia a B. sacchari jak v tekutém, tak i pevném mediu. V grafu mizeme vidét, ze
B. cepacia v tekutém mediu produkuje vice stresovych proteinu obzvlast pti teplotach
20 °C a 40 °C. V pevném mediu bakterie je produkce stresovych proteint vice méné
stejna. Muize to byt vysvétleno tim, ze teplotni stres ma na biofilmové kultury nizsi vliv

nez na planktonické.
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Graf ¢. 25: Stanoveni celkovych proteinii pri teplotnim stresu tekutého a pevného media
kultur B. cepacia a B. sacchari

452 Stanoveni celkovych proteina pii solném stresu

Solny stres ma na buiiky negativni vliv, protoze diky nému dochazi ke zvySeni
osmotického tlaku, v disledku ¢ehoz buiiky umiraji. Buiiky se proti tomu mohou brénit
tvorbou organickych osmoticky aktivnich sloucenin (proteint).

Vysledky celkovych proteini pii solném stresu jsou znazornény na obrazku
Cislo 26. U bakterie B. sacchari dochazi v tekutém mediu k poklesu koncentrace bilkovin
az do koncentrace chloridu sodného 10 g/1, coz mtze byt zptisobeno tim, Ze pii pomérné
malych koncentracich soli se buiiky dokazaly pfizptsobit a nedochazelo k vyznamné
tvorbé proteinu. V mediu obsahujicim 15 g/l a 20 g/l chloridu sodného mizeme vidét
vyznamny narast koncentrace stresovych proteinu. U pevného media mizeme vidét
podobnou tendenci s tim rozdilem, Ze k nardstu dochazi od 10 g/1 soli.

U B.cepacia mizeme jak v tekutém, tak i v pevném mediu pozorovat podobny
trend z hlediska obsahu proteinti u jednotlivych vzorkd bakterialnich kultur, které byly
vystaveny solnému stresu. Pfi koncentraci 5 g/l NaCl dochazi k narlstu koncentrace
celkovych proteint a pak pifi 10 g/l NaCl k poklesu, coz mohlo byt zpisobeno mensi
tendenci bun€k pfizpisobovat se pii takové koncentraci vnéjSim stresovym podminkam.
V tekutém mediu dochazi ke zvySeni obsahu proteind, protoze jsou bunky nuceny
ptizplsobovat se podminkdm. Bakterie se v biofilmu nachazi v ochranném obalu, ktery
je chrani vici tlaku. Planktonické buiiky takovy obal nemaji, takZe jedinou jejich Sanci
na pieziti v prostiedi s vysokym osmotickym tlakem, je zvySena produkce proteinu.
Pfi koncentracich 15 a 20 g/l byly hodnoty absorbance u pevného media B.cepacia
nulové, coz mohlo byt zptisobeno chybou méfeni nebo piilis malou koncentraci proteinu.
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Graf ¢. 26: Stanoveni celkovych proteinii pri solném stresu tekutého a pevného media
kultur B. cepacia a B. sacchari

4.6 Analyza DNA horizontalni elektroforézou

Analyza mimobunécné DNA probihala za pomoci elektroforézy. Fragmenty DNA
se pohybovaly ke kladn¢ nabité anod¢. Pro lepsi viditelnost bylo pouzito fluorescenéni
barvivo. Na obrazku ¢islo 3 mizeme vidét foto gelu z UV —transiluminatoru. P¥itomnost
DNA byla zaznamenana u vzorku z pevného media. Vzorek biofilmu B. sacchari vsak
pii teploté 20 °C nebyl zaznamenan. Cilem této metody bylo ovéfeni pritomnosti DNA

ve vzorcich biofilmu.

Obrazek ¢. 3 Analyza DNA pri teplotnim stresu

Jak uz bylo uvedeno v kapitole 2.7, piitomnost DNA v biofilmu napomaha
rezistenci bakterii vié¢i stresovym podminkam. Na obrazku ¢islo 4 mtizeme vidét, Ze
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DNA byla u vzorku piitomna za koncentrace 10 g/I, 15 g/l a 20 g/l. Pii téchto
koncentracich je vliv osmotického tlaku nejvétsi.

Obrazek ¢. 4 Analyza DNA pii solném stresu

4.7 Stanoveni 2'-deoxypentosovych cukri pomoci Dischovy difenylaminové
zkousky

Pii této metodé dochazi k specifické reakci deoxyribonukleové kyseliny
s difenylaminy za vzniku barevného komplexu. Toto mize byt vyuzito pfi kvantitativnim
stanoveni obsahu DNA. Vsechny koncentrace deoxypentosovych cukrii byly vztazeny
k 10 mg biomasy. V grafu ¢islo 27 mizeme vidét, Ze pii teplotach 20 °C a 40 °C dochazi
v tekutém mediu k nartistu koncentrace DNA, coz odpovida piedpokladu, Ze pfi téchto
podminkach dochdzi k velkému uhynuti bun¢k. U pevného media mizeme vidét,
ze teplota nema na rist bakterie az tak silny vliv. V pevném mediu u B.cepacia bakterie
pri teploté 40 °C nedoslo k nartistu biomasy.

20°C 30°C 40 °C
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M B. sachari tekuté medium M B. sachari pevné medium
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Graf ¢. 27: Stanoveni 2'-deoxypentosovych cukrii pri teplotnim stresu u tekutého a
pevného media kultur B. cepacia a B. sacchari
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Jako jeden ze zpilisobli obrany proti Skodlivym kladn¢ nabitym iontim vyuzivaji
buniky eDNA [19]. P#i zvétseni koncentrace soli v mediu dochazi k vétsimu stresu bunék,
coz mize zpusobovat jejich lyzi. V grafu ¢islo 28 mizeme vidét, ze tato podminka byla
ve vétsing pripadd splnéna, nicméné pouze u bakterie B. sacchari doslo v tekutém mediu
pii koncentraci soli 5 g/l a u pevného media pfi 10 g/l k poklesu eDNA. V pevném mediu
doslo zpoc¢atku ke zmenseni koncentrace, ale poté od koncentrace 10 g/l soli dochazi
K naristu a navratu témét pivodni do koncentrace O g/l soli. Pfi porovnani
vzorku tekutého a pevného media vidime, ze vétsi koncentrace DNA byly naméfeny u

tekutého média.
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Graf ¢. 28: Koncentrace DNA pri solném stresu B. sacchari
V grafu ¢islo 29 mizeme vidét, ze v tekutém mediu u bakterie B. cepacia
dochazelo k postupnému zvétsovani koncentrace DNA. Vzorky z pevného media mély
ptiblizné stejnou koncentraci DNA. Vyjimku vSak tvofi koncentrace NaCl 10 g/l.
Pti porovnani koncentrace tekutého a pevného media pti 20 g/l mtzeme vidét, ze vliv
soli byl nejvétsi u planktonické formy bunék.
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Graf ¢. 29: Koncentrace DNA pfii solném stresu B. cepacia
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4.7.1 Analyza DNA pomoci spektrofotometru s vyuZitim nastavce NanoDrop.

Koncentrace DNA méla pfi teplotnim stresu u bakterie B. sacchari stejnou tendenci
jak v pevném, tak i v tekutém mediu. Jak mizeme vidét v tabulce ¢islo 2, nejmensi
hodnota byla namétena pii teploté 30 °C, coz odpovida optimalni teploté pro kultivaci.
Stejna tendence se byla pozorovana pii kolorimetrickém stanoveni. Nejmensi
koncentrace DNA u obou metod byla pfi teploté 30°C. Nejvétsi Cistota vzorku DNA byla
zaznamenana pii teploté 40°C.

Tabulka ¢. 2: Koncentrace DNA pri teplotnim stresu u bakterie B. sacchari.

Teplota Cistota Koncentrace Cistota Koncentrace
[°C] AoeolAsso V pevném Aoeol Asgo V tekutém
mediu [ng/pl] mediu [ng/nl]
20 1,546 3,6 1,54 25,6
30 1,598 15 1,56 13,7
40 1,782 2,3 1,81 51,5

Z vysledkl v tabulce 3 miizeme vidét, ze vV tekutém mediu se zvySujici se teplotou
dochdzelo k nartstu DNA. V pevném mediu pii teploté 30 °C byla zaznamendna
nejmensi koncentrace DNA. Pii teplot¢ 40 °C v pevném mediu u B. cepacia nedoslo
K nardstu biomasy.

Tabulka ¢. 3: Koncentrace DNA pri teplotnim stresu u bakterie B. cepacia

Teplota Cistota Koncentrace Cistota Koncentrace
[°C] A260/A280 V pevném A260/A280 Vv tekutém
mediu [ng/pl] mediu [ng/nl]
20 1,554 12,8 1,6675 275
30 1,748 4,0 1,631 64,1
40 0 0 1,4835 244.9

V tabulce ¢islo 4 bylo porovnavano tekuté a pevné medium pii solném stresu.
Koncentrace DNA v pevném mediu u bakterie B. sacchari vysla mnohem mensi nez
Vv tekutém, coz mize znamenat, ze v pevném mediu doslo k mensi lyze bunék nez
Vv tekutém. Nejvyssi koncentrace DNA byla v pevném mediu pii 20 g/l NaCl. V ptipadé
tekutého media to bylo pii 15 g/l soli. Nejvétsi Cistota DNA byla zaznamenana pii
koncentraci 0 g/l v obou mediich.
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Tabulka ¢. 4: Koncentrace DNA p7i solném stresu B. sacchari

NaCl [g/l] Cistota Koncentrace Cistota Koncentrace
Aol Azgo Vv pevném mediu AzeolAzo | V tekutém mediu

[ng/pl] [ng/pl]

1,839 6,968 1,758 465,979

5 1,396 20,704 1,526 133,799

10 1,502 8,539 1,533 156,250

15 1,438 9,552 1,701 524,242

20 1,644 26,619 1,577 335,329

U bakterie B.cepacia byl pii solném stresu zaznamenan vyznamny nardst DNA
v tekutém mediu. V tabulce Cislo 5 je vidét, Ze pii koncentraci soli 20 g/l se tato hodnota
oproti vzorku bez ptfidavku soli pétindsobné zvétsila. V pevném mediu pii této
koncentraci rovnéZ doslo ke zvyseni obsahu DNA ve vzorku. Cistota vzorku v obou
mediich byla pomérné nizkd, coz muze byt zdlivodnéno obsahem stresovych proteinli
napomahajicich obrané proti osmotickému tlaku v mediu.

Tabulka ¢. 5: Koncentrace DNA pri solném stresu B. cepacia

NaCl [g/1] Cistota Koncentrace Cistota Koncentrace
AoeolAoso Vv pevném mediu AoeolAsso V tekutém mediu

[ng/pl] [ng/pl]
0 1,576 6,0483 1,582 154,122
5 1,439 32,289 1,526 128,032
10 1,513 22,156 1,594 317,273
15 1,438 18,673 1,655 440,833
20 1,468 43,886 1,622 706,977
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5 Zaver

Bakterie se ve vyhovujicich podminkdch déli a ptedavaji svoji genetickou
informaci od matefské bunky k dcefiné. Nejlepsi strategii v pfipad€ vlivu vnéjSich
faktorti, jakymi jsou napfiklad nedostatek zivin ¢i puasobeni solného stresu,
je zakonzervovani bunky az do doby, dokud se podminky nezlepsi. Jednou z komponent
nachazejicich se v biofilmu je EPS. Slouzi jako pevny obal obklopujici burnky a brani je
pred poskozenim. Obsahuje mnoho latek, které mu poméahaji v obran¢ viici riznym
stresovym faktorim. Jednou z téchto latek je eDNA. Extracelularni DNA je schopna
napomahat adhezi biofilmu, zachytavat kationty antimikrobialnich peptidt, zajiStovat
stabilni strukturu a napoméhat komunikaci mezi bunikami.

P11 kritickych hodnotéach soli a teploty byla koncentrace redukujicich cukrt nulova.
V kapitole 2.2 bylo uvedeno, ze biofilm mohou tvofit polysacharidy od 40 do 95 %.
Biofilm mohl vyuzivat redukujici sacharidy na tvorbu vhodnéjSich sloucenin.
Stanoveni pomoci antronu ukazalo, Ze koncentrace celkovych sacharidi je vyssi u
planktonickych forem. Planktonické formy maji lepSi pfistup k Zivinam z prostiedi,
ale zaroven jsou vice ovliviiovany osmotickym tlakem. Tato skute¢nost mohla zptsobit
zvySeni tvorby makromolekul z divodu lepsiho pfizpiisobeni stresovym faktorim.

Biofilm buiiku velice dobte chrani pfed velkym osmotickym tlakem a teplotnim
stresem. Ve vysledcich z kapitol 4.5.1 a 4.5.2 miZeme vidét, Ze planktonické bunky
jsou nuceny produkovat vet$si mnozstvi proteinu, aby zabranili vlivu osmotického tlaku.
Rovnéz muzeme pozorovat, Ze pii teplotnim a solném stresu bakterie v biofilmu
prakticky neméni mnozstvi produkovanych proteini. Mize to byt zplsobeno
tim, Ze proteiny se az z 60 % podili na tvorb¢ biofilmu. Buiiky se proto snazi dodrzet stale
stejné mnozstvi proteinu tak, aby nedoslo k vyznamnym zménam ve struktuie biofilmu.

Stanovenim obsahu PHB bylo zjisténo rozdilné¢ chovani dvou kmenil bakterii.
B. sacchari pfi solném stresu produkuje velké mnozstvi PHB, které bylo u biofilmu
dokonce vétsi nez u planktonickych forem. V ptipadé B.cepacia. se projevilo zcela
opacné chovani, protoze Vtomto piipadé planktonické formy vzdy produkovaly
vice PHB, pti¢emz stres mél vétsi vliv na biofilm nez na planktonické formy. Stejné
chovani obou kmen mizeme vidét pti produkci PHB pouze pii teplotnim stresu.
Produkce rostla jak v biofilmu, tak i v planktonickych formach. Tento jev muze
byt vysvétlen tim, ze bunky vyuzivaji produkci tohoto polymeru, aby se branili pied
teplotnim stresem.

Za pomoci gelové elektroforézy byla nejprve zkontrolovana ptitomnost eDNA
v biofilmech a planktonickych bunkach. Za vyuziti Dischovy difenylaminové zkousky
a Nanodropu byla stanovena pifesna koncentrace v planktonickych a biofilmovych
bunkach. Pii teplotach 20 °C a 40 °C bylo produkovano vice eDNA. Se zvétsenim
koncentrace soli dochéazelo u planktonickych forem k mnohem vyraznéjsimu zvétseni
obsahu eDNA, coz muze byt vysvétleno tim, ze bakterie v planktonickych formach maji
niz$i odolnost vii¢i osmotickému tlaku ¢i teplotnimu stresu. Tyto vysledky byly ovéteny
rovné€Z na nanodropu. Pfi porovnavani Cistoty DNA muizeme vidét, ze se zvétSujici se
koncentraci stresu dochazi k poklesu cistoty vzorku. Extracelularni DNA mohla byt
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vyuzivana k obrané proti stresu. V pfipad¢ solného stresu mize eDNA vézat Skodlivy
sodikovy kationt.
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Pia

Nap

Nar

Fnr

AHL

P(3HB)

P(4HV)
P(3HB-c0-3HV)
P(3HB-co-4HB)

Seznam pouzitych zkratek

polysaccharid intercellularni adhesin
periplazmaticka nitratreduktaza

dychaci nitratreduktaza

fumarat a nitrat reduktaza

N-acyl homoserin lakton
poly(3-hydroxybutyrat)
poly(4-hydroxybutyrat)
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat)
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