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Abstrakt

Tato bakalafskd prace se zabyva stresovou odolnosti bakterii produkujici PHA vuci
nepfiznivym podminkdm v gastrointestinalnim traktu. Za timto Ucelem byly zvoleny dva
bakterialni kmeny jako modelové mikroorganismy. Cupriavidus necator H16 produkujici
PHA a jeji mutantni kmen Cupriavidus necator PHB™ bez schopnosti akumulace PHA. Pro
experimentalni Cast byly nejprve vybrany tfi Stavy o ruznych koncentracich, konkrétné
zaludecni, zluCova a pankreatickd. Déle byla stanovovana viabilita stresovaného bakterialniho
kmene pomoci plotnové metody a prutokového cytometru. Mezi dalsi vyuzité metody patii
antimikrobialni testy. Prvni z téchto testi byla pouzita agarova difizni metoda, diky které
byly stanoveny a porovnany velikosti inhibi¢nich zon. Posledni metoda, ktera byla provedena,
je bujonova diluéni metoda, slouzici k porovnani absorbanci Cistych bakterialnich suspenzi
a stresovanych suspenzich s danou §tavou o ur¢ité koncentraci. Z vysledkd je patrné, ze
produkce PHA predstavuje v kontextu expozice stresovym podminkam gastrointestinalniho
traktu predevsim nevyhodu pro akumulujici bakterialni kmen.

Abstract

This bachelor thesis is focused on stress resistance of PHA accumulating bacteria against
unfavourable conditions associated with gastrointestinal tract. Two bacterial strains were
chosen as model microorganisms for this purpose. Cupriavidus necator H16 producing PHA
and its mutant strain Cupriavidus necator PHB* without the ability of PHA accumulation.
Firstly, three gastrointestinal juices of different concentrations were chosen for the
experimental part, namely gastric, bile and pancreatic juices. The stressed bacterial strain was
then determined using a spread plate method and a flow cytometry. Other methods used
include antimicrobial tests. The agar diffusion method was first tested to determine the size of
the inhibition zones. The last method that has been performed is the broth dilution method,
which serves to compare the absorbance of pure bacterial suspensions and stressed
suspensions with the given juice of a certain concentration. The results show that the
production of PHA represents a disadvantage in context of conditions associated with
gastrointestinal tract of accumulating bacterial strain.

Klicova slova

Cupriavidus necator, polyhydroxyalkanoaty (PHA), stavy gastrointestinalniho traktu,
pritokovy cytometr, antimikrobialni testy
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1 UVOD

Bakterie patii mezi nejrozsifenéj$i mikroorganismy svéta diky svym adapta¢nim vlastnostem
a schopnostem piizpusobit se veskerym nastrahdm a nepfiznivym podminkam, jako je nizka
¢1 vysoka teplota, pH prostfedi, UV a jiné. Rlizné bakterialni druhy maji rozlisné hodnoty
optim pro jejich rist a déleni. Proto je mozné bakterie nalézt v kazdé zemépisné Sifce.
Bakterie jsou soucasti ¢lovéka jiz od okamziku narozeni, mohou tak piiznivé i negativné
ovlivitovat zdravotni stav lidského organismu. Vzhledem k tomu, Ze je mikroflora nejvice
zastoupena Vv gastrointestinalnim traktu (GIT), pfinasi tak pro lidsky trakt spoustu vyhod.
Probiotika (Lactobacillus a bifidobacterium) jakozto Zivé organismy vyrazné piispivaji ke
zlepSeni stavu nejen traviciho traktu jedince. Podminkou je vyvazené mmnozstvi davky,
odolnost vici stavam GIT (pankreatickd, zluCova a zaludecni §t'ava) a samoziejmé dobry
imunitni stav jedince. V pfipadé podani vétsiho mnozstvi probiotik se stava probiotikum
patogennim a ¢lovéku tak Skodi. S timto souvisi jiz dlouhodobé zndma rezistence patogennich
mikroorganismi pfedevsim na antibiotika. Béhem 1é¢by se patogenni bakterie pfizpisobi
astavaji se tak rezistentni, to byva zpusobeno dlouhodobou nebo nevhodnou aplikaci
antibiotik a také adaptaénimi vlastnostmi mikroorganismi a jejich metabolismem.
V soucasnosti je zndmo vice nez 200 druhl organismi, ktery maji negativni vliv na zivot
jedince [1, 2, 3, 4, 5].

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou pfirodni polymery produkované prokaryotickymi
organismy, které jsou podobné svymi vlastnostmi znamému polypropylenu (PP). Lze tedy
ofekavat, Ze jsou Vv piirodé snadno odbouratelné. PHA produkuje zejména mnoho
gramnegativnich bakterii. Bakterie jsou schopny vyuzivat vlastnost PHA jako odpovéd pfi
stresu. Stresovymi faktory pro vybrany bakteridlni kmen jsou napiiklad teplota lidského
organismu, osmoticky tlak, rizné pH a koncentrace $tav gastrointestinalniho traktu. PHA
slouzi tedy mimo jiné jako zdroj zasobniho uhliku a energie akumulované ve formé granuli
Vv cytoplazmatické membrané. Bakterie je tak zptsobila pieckat neptiznivé vlivy [6, 7].

Cilem bakalafské prace bylo ptredevsim prozkoumani vlivu akumulace PHA na stresovou
odolnost bakterialniho kmene Cupriavidus necator H16 a jeho mutantniho kmene
Cupriavidus necator PHB* vii¢i vybranym modelovym §tavam traviciho traktu.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Bakterie

Bakterie jsou prokaryotni typ jednobunéénych organismu. Obecné Ize bakteridlni bunku
rozdélit na bunénou sténu, ochranné pouzdro, cytoplazmatickou membranu, plazmidy,
ribozomy a chromozomy, jak muzete vidét na Obrdzku 1. V bunééné struktuie se nevyskytuji
mitochondrie ani plastidy na rozdil od eukaryotickych bunék. Bakterie ve své struktuie
obsahuje tzv. nepravé jadro (nukleoid), které je slozeno z jedné molekuly kruznicové DNA.
Jadro neni ohrani¢eno zadnou membranou, jak je tomu u eukaryotické bunky, je tedy
umisténo volné v prostoru bakterialni buinky. Bakterie se mohou rozmnozovat nepohlavné
binarnim délenim nebo pucenim. Energii ziskavaji autotrofn¢ i heterotrofn¢. Velikost bakterie
je uvadéna, az na n¢kolik vyjimek, v rozmezi od 1 um do 10 um. Daéle Ize bakterie roz¢lenit
podle charakteristického tvaru do ¢tyt skupin (viz kapitola 2.1.1). Nékteré bakterie sSe mohou
pohybovat pomoci bi¢iki. S ohledem na bunéénou membranu rozliSujeme bakterie
grampozitivni a gramnegativni, vice informaci ohledné rozliSeni bunééné membrany
v kapitole 2.1.2 [1, 8, 9].

pouzdro
bunécna sténa
cytoplazmaticka

membrana
cytoplazma

ribozomy
plazmid

bicik
nukleoid
(kruhova DNA)

Obrazek 1: Prokaryoticka buiika [10]

2.1.1 Stavba a struktura bakterie

Velikost bakterialnich bun€k zavisi na vice faktorech. Takovymi faktory mohou byt nejen
rozdéleni bakterii podle druhu a rodu, ale i staii a podminky Kkultivace bunék. Vseobecné je
znamo, ze nove¢ vyvinuté bunky jsou silnéjsi a veétsi. Rozméry tyCinkovitych bakterii se
pohybuji od 0,3 do 2,0 um v pruméru a dosahuji az velikosti od 1 do 7 um. Jsou znamy i v&tsi



bakterie, napiiklad spirochéty o velikosti od 5 do 500 um a tloustce od 0,20 um do
0,75 um [9].

Tvary bun¢k bakterii jsou dulezité pro samotné roz¢lenéni bakterii. Bakterie rozdélujeme do
téchto skupin — kulovité bakterie (koky), tyCinkovité bakterie, zakiivené bakterie, vlaknité
bakterie a vétvici bakterie, jak miizete vidét na Obrazku 2. Bunky tyCinkovitého tvaru jsou
charakteristické hojnym rozmnozovanim, konkrétn¢ pricnym délenim. Bakterie ty¢inkovitého
charakteru se mohou nachazet ve vice podobach, viz Obrazek a, b, v rovném, zakiiveném
nebo v tvaru pravidelné a nepravideln¢ zakiiveném. Kulovité bakterie, znamé jako koky, se
lisi podle zpisobu rozmnozovani. Burnky jsou schopny se rozmnozovat do riznych
uspotadani, naptiklad do podoby fetizki, tetrad. Mohou vytvafet sarciny, coz jsou tii k sobé
kolmé roviny tvofici tzv. pravidelné balicky obsahujici az stovky bunck. Bakterie vétviciho se
tvaru délime do dvou podskupin. Do prvni skupiny nalezi bunky, které se déli podle
schopnosti se vétvit. Do druhé skupiny spadaji bakterie schopné se rozvétvit v celém rozsahu.
Piikladem téchto bakterii je druh Streptomyces. Mykobakterie jsou zastupci bakterii netplné
se vétvicich [1, 8, 9, 11, 12].
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Obrazek 2:Tvar bakterialnich bunék [11]

2.1.2 Bunécéna sténa

Jak uZ bylo zminéno na zacatku, dle sloZeni a stavby je bunéfnéd sténa rozliSovdna na
grampozitivni a gramnegativni. Zatimco U gramnegativni buniky je pfitomna v bunécné
struktufe vnéj$i membrana, slozena z lipopolysacharidi, ktera je charakteristicka vysokou
propustnosti. Dalsi cast obalové vrstvy gramnegativni bakterie je tvofena vnitini vrstvou
tvofenou z peptidoglykanu. Gramnegativni bakterie rovnéz postrada ve svém slozeni kyselinu
teichoovou, ktera slouzi jako vypln. K d&ji vSak dopomaha i pomérné tenka vrstva
peptidoglykanu. Jak je patrné z Obrdzku 3, gramnegativni bakterie obsahuje periplazmaticky
prostor. Nachazi se pobliz vnéj$i membrany a peptidoglykanu. Zastupci gramnegativnich
bakterii jsou napiiklad organismy zvané Bordetella, Proteus, Vibria, Escherichia nebo

9



Salmonella. Rozliseni mikroorganismi jsme schopni identifikovat pomoci tzv. Gramova
barveni. Pfi Gramov¢ barveni mikroorganismy reaguji s krystalovou violeti (trifenylmetanové
barvivo) a s Lugolovym c¢inidlem (jodid draselny) za vzniku komplexu Gramova barviva.
Pasobenim organickych rozpoustédel dosahneme vyplaveni komplexu ze stén
gramnegativnich bakterii [1, 8, 11, 13].

Grampozitivni bakterie ve své struktufe obsahuji navic polysacharidy viz Obrdzek 3 napravo.
Velice dilezitou vlastnosti bakterii je pritomnost lipidl ve své sténé, kterd zpisobuje odolnost
bakterie vzhledem Kk tzv. tenzidim (povrchové aktivni latky). Mezi tenzidy se fadi zlucové
kyseliny. Grampozitivni bakterie jsou schopny ve své struktufe udrzet vy$e zminény komplex
Gramova barviva. Coz je pravdépodobné zpusobené piitomnosti kyseliny teichoové
a mnohonasobné vrstvy peptidoglykanu ve struktuie znazornéné na Obrdzku 3 napravo.
Znemozni se tak vymyti barviva organickymi rozpoustédly. Piikladem zastupct
grampozitivnich bakterii jsou bakterie zvané Staphylococcus, Streptococcus, Micrococcus,
Bacillus [8, 9, 11, 13].
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Obrazek 3: Porovnani struktury gramnegativni a grampozitivni bakterie [1]

2.1.3 Bakterie lidského téla

Bakterie jsou vSeobecné¢ znamé jako patogenni organismy. Negativnim projevem vlivu
patogenni bakterie na lidsky organismus je d€j zvany infekce neboli nakaza a nejcastéji se
nachazeji v oblasti pokozKy, gastrointestinalni sliznice, respira¢niho a urogenitalniho traktu.
Nejveétsi zastoupeni bakterii nalezneme v duting stni nebo v travicim traktu viz v kapitole 2.2
V travicim traktu, nebo pfesnéji v lidském stfevé, je zaznamenano az 500 druhii bakterii.
V konkrétnich c¢astech traviciho traktu jsou definovany pfiblizné hodnoty zastoupeni
mikroorganismi a to od 10° CFU/ml pro tenké stfevo a pro tlusté stievo se hodnoty pohybuiji
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od 10 CFU/ml. Je uvadéno, ze v jednom gramu stolice je piitomno 102 zastupcti zhruba ti
set druhti bakterif viz kapitola 2.2 [13, 14, 15, 16].

2.14 Odpovéd bakterii na nepriznivé podminky

Ne vzdy ziji bakterie v idealnim prostredi, proto maji schopnost se neptiznivym podminkam
branit, napiiklad tvorbou spor tzv. sporulace. Ke sporulaci viz Obrazek 4 dochazi, kdyz se
bunka nachazi v prostiedi, kde je bakterie dlouhodob¢ inhibovana. V prvni fadé dochazi ke
vzniku jednoho vldkna, které vytvoifi chromosomy. Nasledné se vyvine dvojvrstva struktura
prostiednictvim vychlipenin cytoplazmatické membrany. Poté nastane oddéleni septa od
matefské bunky, které obsahuje veskeré ziviny a enzymy potiebné k dalsi fazi. Dale dochazi
K tvorbé prespory a dal$i membrany uvnité cytoplazmatické membrany. Nasledné se tvoii
kortex, coz vede ke vzniku sporové stény. Sporova sténa je pro bunku existencné dulezita,
diky ni mize dana spora vykli¢it. Ve fazi kli¢eni buiikka postupné dozrava a v kone¢ném
stddiu bunka uvolni novou sporu. Pravé endospory napomadhaji mikroorganismiim piezit,
jelikoz zlepsuji odolnost buiiky vaci toxickym latkam, radio rezistenci nebo vysychani ¢i
hladovéni. Ptikladem bakterialnich kment, které jsou schopny sporulace, jsou bakterie
z kmene Firmicutes, Actinobacterie [8, 11, 17, 18].

obaly spory

Vegetativni burika

chromozom

jadro spory  kortex

Chromozom je

Kli¢eni spory a )
zdvojen a separovan.

uvolnéni
vegetativni buriky.

Spora je Sporulace

uvolnéna,

Burika je rozdélena
na sporangium a
presporu.

Exosporium
Spore coat
Cortex

ztrata

sporangia. Core
prespora
Sporangium
Dozravani Sporangium pohlcuje
presporu pro dalsi
spory.

VyvOj.

| Sporangium zadina
aktivné syntetizovat
sporové obaly okolo
prespory.

Kortex a vnéjsi obalové
vrstvy jsou zaloZeny. |

kortex prospora

Obrazek 4: Pritheh sporulace [19]

Dalsi obranny mechanismus bakterii pfed neptiznivymi vlivy je tvorba bakterialnich biofilmu.
Jedna se o pohromad¢ zijici mikroorganismy v hydratovaném extracelularnim matrixu.
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Biofilm pfiznivé a efektivné napomaha pteziti organismu, ktery se vyskytl v nevyhovujicich
podminkach. Zasluhou biofilmu jsou buiiky odolné€jsi vici antimikrobialnim latkam, vysSim
teplotam, vysychani a zaroven rychleji vyplavuji zplodiny metabolismu a Skodlivé latky.
Buriky situované na hrubém povrchu biofilmu jsou schopny cerpat potiebné ziviny z vnéjsiho
okoli pomoci difize. Dotuji Zivinami 1 bunky, které se nachazeji v centru bakterialniho filmu
[20, 21, 22].

2.2 Gastrointestinalni trakt

Gastrointestinalni trakt neboli travici systém zacind dutinou ustni a koné¢i fitnim otvorem
viz Obrdzek 5. Potrava prochazi travicim traktem a je rozkladana na jednotlivé slozky, které
dokaze zivy organismus postupné vstiebavat. Kazda travici trubice mé svou urcitou
schopnost. Hlavni funkci gastrointestinalniho traktu je mechanické a chemické zpracovani
potravy, absorpce a pifeména zivin. Okrajové je i soucasti imunitniho systému, nebot
podporuje jeho funkci. Gastrointestinalni trakt je fizen nervové nebo hormonalné. Existuji dva
typy pohybi, které jsou zodpovédné za posouvani potravy. Jsou to celkové (peristaltické)
a lokalni (segmentaéni a kyvavé) pohyby. Peristaltické pohyby jsou zapti¢inény vznikajicimi
vinami bazalniho rytmu hladké svaloviny. Motoricka aktivita je vykonavana pomoci pfi¢né
pruhovaného svalu v dutiné¢ Ustni, hltanu a jicnu. Pohyby mohou byt zapfiinény
podminénymi nebo nepodminénymi reflexy [23, 24, 25, 26, 27].

Jazyk

Ustni dutina

Priudni slinné Zlazy
Slinné | Podjazykové slinné zlazy
Zlazy

Hitan

Podcelistni slinné zlazy -

/ Vratnicovy

Vzestupny traénik

tlustého streva svérac J
7 Zluénik ( - Zal )
B Cast aludek
( tenkého /
d stfeva zvana Slinivka [ F—
| ileum (kycelnik bfiéni i A
Tenké
stfevo i
Dvanactnik
Tlusté
stfevo
Cervovity /
Fivdsek Konecnik
\gilﬂ(ﬂ 7/
Ritni otvor

Obrazek 5: Travici soustava [25]

Dutina tstni (cavitas oris) slouzi k rozméInéni a zpracovani potravy. Vyznamnou roli maji
sliny, které jsou produktem slinnych Zlaz, hltan a jicen. V ustni dutiné se nachézeji tii slinné
zlazy. Slozky, ze kterych jsou sliny slozeny, se odviji od zivin, jenz lidsky organismus pfijme
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a od jeho hormonalniho i nervového rozpolozeni. Enzymy vyluCovany v podobé slin
napomahajici traveni, ptikladem enzymu je mucin (glykoprotein) nebo a-amylasa. Sliny znic¢i
mnoho nezadoucich bakterii. Obsahuji mimo jiné i pufry (bikarbonat), ¢imz ochranuji chrup
pted kyselinami, které produkuji bakterie [1, 13, 25, 26, 28, 29].

V dutin¢ Gstni je pfitomna velka Skala anaerobnich i aerobnich mikroorganismu, jako jsou
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae a Candida
albicans. Nejcastéjsimi nepatogennimi zastupci jsou Actinomyces, Lactobacillus, Veillonella,
Fusobacterium, Trepomena a Peptostreptococcus. Viridujicimi bakteriemi okolo jazyku
a sliznice jsou mikroorganismy zvané Streptococcus salivarius. Dalsim ptikladem viridujiciho
organismu mohou byt Streptococcus mitis nebo Streptococcus sanguis vyskytujici se na
povrchu skloviny zubt [13, 14].

Diky hltanu (pharynx) a jicnu se potrava dostava tzv. reflexem do zaludku. Zatimco jicen
(oesophagus) vyuziva peristaltickych vin, kterymi se potrava posouva z hltanu do jicnu a poté
do zaludku. Horni ¢ast jicnu se sklada z pfi¢né pruhovaného svalstva [1, 25, 27].

2.2.1 Zaludek (gaster)

Zaludek je v téle umistén v horni ¢asti dutiny biisni, v bezprostfedni blizkosti pod branici.
Zaludeéni sténa je elastické a je schopna pojmout az 2 litry potravy a tekutin.

Tabulka 1: Mnozstvi a iontové slozeni zaludeéni §tavy [26]

Stiedni mnozZstvi 2.5 1/den K* 10 mol/l
Hodnota pH 1,2-3,0 Cl 120 mol/l
Na* 45 mol/l HCOs -

Ukolem zalude¢ni sliznice je vyludovani zaludeéni §tavy (1-21), jez je odpovédna za
zpracovani potravy. Stava denaturuje bilkoviny kvili obsahu kyseliny chlorovodikové
a pepsinu. Zaklad zaludec¢ni §t'avy tvofi kyselina chlorovodikova, pepsin, gastrin, anorganické
a makromolekularni latky viz Tabulka 1. Zaludedni §t4va obsahuje nejen alkalické, ale
i kyselé latky. Alkalické latky jsou obsazeny v primarnich sekretech bunék. Latky ve svém
slozeni obsahuji proteolytické enzymy — pepsinogen. Proteolytické enzymy (travici enzymy)
sehravaji dilezitou roli ve Stépeni peptidovych vazeb bilkovin zpravidla na smés peptidi
0 M, 600-3000. Proteazy se rozdeluji do dvou skupin, na exopeptidazy (karboxypeptidaza A,
karboxypeptidaza B) nebo endopeptidazy (pepsin, trypsin, chymotrypsin), podle toho, jak
Stépi peptidovy fetézec. Endopeptidazy Stépi bilkoviny vzdy uvniti fetézce na konkrétnim
misté. Pepsin je roz¢lenén na dva typy. Prvnim je pepsin typu 3 a druhy typu 5. Prvni typ
pepsinu ma svoji optimalni hodnotu pH pro albumin 1,5 a pro hemoglobin 2,3. Naopak pepsin
druhého typu, tedy gastriksin ma svoji optimalni hodnotu pH 3,2 pro hemoglobin. Princip
vylucovani kyseliny chlorovodikové maji na starost kryci nebo tzv. parietalni bunky, které
tuto kyselinu produkuji ve formé sekretu o velmi kyselém pH. Za béznych podminek se pH
zalude¢ni §t'avy pohybuje v hodnotach od 1,2 do 3,0 [21, 23, 24, 26].

Co se tyka vyskytu bakterii v zaludku, je zde zastoupeni téchto bunék podstatné nizsi, coz je
zpusobeno piedevs§im kyselym prostiedim. Kyselé pH mutize byt zvySeno na mirngjsi Kyselost
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a tim se tato bariéra pro bakterie mize zmenSit (napiiklad zvySeny pfisun tekutin — nafedéni
ptislusnych $tav). Laktobacily nebo enterokoky jsou zastupci, ktefi jsou schopni vyuzivat
kyselého prostredi [25].

2.2.2 Tenké stievo (intestinum tenue) a tlusté stievo (intestinum crassum)

Tenké stfevo je stéZejnim organem pro traveni a absorpci zivin do krve. Sklada se ze tii Casti.
Prvnim z nich je dvanactnik. Ve dvanactniku dochazi k promichani pfijaté potravy spole¢né
S travicimi enzymy, které pochazeji ze slinivky bfisni, jater, Zlu¢niku a z vlastnich zlaz
samotného tenkého stieva. Obsahuje jednu z dulezitych $tav — pankreatickou stavu
(odpovédna za neutralizaci traveniny). Stejn¢ jak tomu bylo i u zalude¢ni §t'avy, jeji vlastnosti
jsou zavislé na stravé a hormonalni, ¢i nervové situaci. Pankreaticka $tava obsahuje slozky
hydrogenuhli¢ité soli (viz Tabulka 2), jejiz p¥itomnost vytvati alkalické prostiedi. Stava
obsahuje proteolytické i dalsi enzymy napiiklad trypsin, chymotrypsin, elastan,
karboxypeptidazy, a-amylasu, lipazu, fosfolipazu A», ribonukleazu a deoxyribonukleazu.
Zminéné enzymy jsou produkovany v neaktivni formé, ktera je aktivovana proteolyzou. Bez
pankreatické $tavy bychom nebyli schopni zcela travit lipidy, sacharidy ani bilkoviny
[25, 29].

Tabulka 2: Mnozstvi a iontové sloZeni pankreatické §tavy [26]

Stifedni mnoZstvi 0,9 I/den K* 8 mol/I
Hodnota pH 7,4-8,3 Cl 120 mol/l
Na* 140 mol/l HCOs 35 mol/l

Dalsim dalezitym organem jsou jatra, ktera produkuji zIu¢, jez se hromadi ve Zluéniku. Déle
se zlu¢ vyléva do duodenu, za coZ je zodpovédny pankreozym. Zlu¢ obsahuje Zlutové soli
(5 9/100 ml), které jsou produktem cholesterolu a napomahaji rychlému traveni a za vstiebani
tukt a fosfolipidi. Obsahuje barviva (bilirubin a biliverdin), ktera jsou produktem pii rozpadu
cervenych krvinek v jatrech. Z téla jsou odvadéna stolici. Mimo soli a barviva Zlu¢ obsahuje
vodu, zlucové pigmenty, cholesterol, mastné kyseliny, tuky, lecitin a anorganické soli
viz Tabulka 3 [26, 27, 29].

Tabulka 3: Mnozstvi a intové slozeni zluové stavy [26]

Stfredni mnozstvi 0,7 l/den K* 7 mol/I
Hodnota pH 6,2-8,5 Cl 105 mol/l
Na* 145 mol/l HCO3z 30 mol/l

Prostiedi Zzlu¢i ma mirné alkalické pH. Zlu¢ova §tava je dilezita pro vstiebavani nejen tukd,
ale 1 vitamint, které jsou schopny se rozpoustét v tucich. Napomaha k plné funkeni
pankreatické lipaze, coz je enzym, jenz neni mozné rozpustit v tucich [26, 29, 30].

V tenkém stfeveé se vyskytuji mikroorganismy, jako jsou naptiklad streptokoky, koliformni
bakterie, laktobacily, bakteroidy, bifidobakterie, fusobakterie. Pro dvanactnik je obsah
zlucovych soli dillezitym faktorem, jelikoz znamenaji pro patogenni bakterie smrt. Vyjimkou
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jsou enterobakterie a enterokoky, protoze jsou odolné viéi prostiedi obsahujici soli Zlu¢ové
Stavy [13, 31, 32].

Tlusté stievo (intestinum crassum) je kone¢nou ¢asti travici trubice. Sklada se ze tii ¢asti,
t]. slepé stfevo, tracnik (vzestupny, sestupny, pfi¢ny, esovity) a konecnik. Délka tlustého
stieva Cini cca 1,5 m. Hlavni funkci tlustého stieva je zpétna resorpce vody, kdy se zbytky
traveniny zahust'uji a podléhaji hniti a kvaseni, za coz je odpoveédna mikroflora. Bakterie
zajistuji, aby v tlustém stievé dochazelo k odstépeni kyseliny glukoronové a tim tak doslo
k pteméné barviva bilirubinu na vysledny produkt sterkobilinogen nebo k preméné
z cholesterolu na koprosterol. Po prichodu stolice pies zluCovou §tavu je bezbarva.
Charakteristickou hnédou barvu stolice ziskava diky latce zvané sterkobilin. Zastoupeni
mikroorganisml v tlustém stfevé je vyrazné vys$i nezli v jinych ¢éastech traviciho traktu.
Zrozboru stolice byli zjisténi zastupci Bacteriodes, Clostridium, Eubacterium,
Ruminococcus, Fusobacterium, Bifidobacterium, Peptostreptococcus, Lactobacillus,
Enterobacter, Veillonella, Fusobacterium prausnitzii [1, 13, 24, 25, 29, 33, 34]

2.3 Stresové faktory ovliviiujici bakterie

Pro bakterie jakozto zivy organismus je dulezity nejen zdroj uhliku, kysliku, energie, ale
i faktory okolniho prostiedi, které ovliviuji rist bakterii nebo jejich viabilitu. Pfestoze jsou
bakterie schopny se vngjsim podminkam dobie ptizpusobit, napiiklad zménou slozeni své
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pH, tlak a oxida¢ni déje [8].

2.3.1 Teplotni vliv

Kazdy organismus ma svou optimalni teplotu, pii které je schopen nejefektivnéji rust.
Nicméné existuje teplota, pii které je bakterie schopna stale rist tzv. minimalni teplota.
Maximalni teplota je nejvys$§i mozna teplota, kdy je bakterie zpusobila rastu. Dle hodnot
optimalni teploty lze bakterie rozdélit do n€kolika skupin. Bakterie, které maji svou optimalni
teplotu v rozmezi 20-45 °C, jsou nazyvany mezofilni bakterie (naptiklad Stenotrophomonas
panacihumi, Clostridium perfringens). Dalsi skupinou jsou psychrofilni bakterie, pro niz je
optimalni teplota 0 °C-15°C. Jsou to zastupci nepatogennich organismt (Pseudomonas,
Microccoccus, Flavobacterium). Termofilni bakterie se vyskytuji o teploté v rozmezi od
45 °C do 70°C. Pro extrémni termofilni bakterie miiZze optimalni teplota dosahovat az 90 °C.
Hypertermofilni bakterie vyzaduji pro svij rist vysokych teplot, jez mohou dosahovat az
85 °C-110 °C. Pti nahlém poklesu teploty jsou vySe zminované skupiny mikroorganismu do
jisté miry schopny adaptace, aby dany mikroorganismus byl schopen pfezit. Pro pieziti ma
mikroorganismus nékolik moznych obrannych mechanisml, naptiklad zména slozeni
mastnych kyselin ve fosfolipidech, pozastaveni ristu ¢i vyuziti specifickych bilkovin. (CspA
protein — cold shock protein) jsou schopny pfizptisobit metabolismus bakterii (napt. E. coli).
Dale existuji tzv. heat shock proteins (HSPs) neboli proteiny teplotniho Soku, které hraji
dilezitou roli pti homeostaze proteini. HSPs tedy obstaravaji bunkam termotoleranci
[8, 9, 11, 13, 35, 36, 37].
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Pro patogenni organismy je optimalni teplota 35 °C az 37 °C, coz odpovida teploté lidského
téla. Pfi zvyseni teploty napadeného organismu se rust bakterii zpomaluje az do doby, kdy se
teplota navysi natolik, ze dojde k uplnému zastaveni rastu nebo k usmrceni mikroorganismd.
souvisi doba, ktera rozhoduje o letalnim G¢inku na bunku. Pottebnou dobu letalniho u¢inku je
rovnéz velmi ovlivnéna prostredim, ve kterém se bunka nachazi. V ptipadé vlhkého prostiedi
se letalni G¢inek opét navysuje a tim se doba Zivotnosti mikroorganismu zkracuje. Prikladem
patogenniho organismu je Neisseria gonorrhoeae nebo Bacillus cereus [8, 9, 11, 13].

2.3.2 VlivpH

Pro rust bakterii je klicové i pH prostiedi a koncentrace vodikovych iontl, ktera s pH tzce
souvisi. Metabolismus mikroorganismt je silné zavisly na jeho okolnim pH, nebot’ ovliviiuje
vystupni latky metabolismu. Samotné pH uvniti bun¢k je jen malo zavislé na pH vnéjsiho
prostfedi. Diky pfitomnosti pufrl, obsahujici aminokyseliny, polypeptidy a proteiny, je mozné
regulovat dané pH. S ohledem na teplotu okolniho prostiedi plati pravidlo, ¢im mensi vykyv
od optimalniho pH, tim vétsi odolnost pii vysSich teplotach. Bakteriim, které jsou schopny
rastu v kyselém prostiedi, bylo definovano pH Vv rozmezi od 2 do 3,5. Tyto bakterie jsou
nazyvany jako acidofilni. Existuji vSak i acidofilni bakterie, Které se i nadale rozmnozuji pti
pH <1 (napi. Thiobacillus thiooxidans). Vétsina bakterii, které jsou znamé jako neutrofilni,
maji hodnotu optimalniho pH od 6,2 do 7,8. Konkrétné fakultativni neutrofily (kvasinky,
plisné) se mnozi pifi neutralnim pH. Pficemz pro bakterie je idealni mnozeni pfi pH 6.
Alkalické prosttedi v hodnotach pH od 9 do 10,5 je nejpfiznivéjsi pro mikroorganismy zvané
alkalofilni. Ptikladem alkalofilnich mikroorganismu, ktery roste pouze jen v alkalickém
prosttedi v rozmezi pH od 7,4 do 9,6, je Vibrio cholerae. Organismy, které jsou schopny
snaSet alkalické prostiedi, nazyvame alkalotolerantni (napt. Proteus). Zastupci této skupiny
maji schopnost §tépit ureu a proteiny. Obvykle alkalotolerantni mikroorganismy (nachazejici
se v kyselém prostfedi) za ucelem navysSeni pH, vyluCuji do uzavieného prostoru vystupni
latky metabolismu alkalické povahy [1, 8, 9, 11, 13].

2.3.3 Vliv oxidoreduké¢niho potencialu

Kazd4 anaerobni a aerobni bakterie je zavisla na pfitomnosti oxidacnich (kyslik, dusi¢nany,
peroxidy, Fe?*) nebo redukénich (Fe®', vodik) ¢inidel, tedy na oxida¢né redukénim potencialu
(En), ktery je vyjadfen v ciselnych hodnotach. Potencial byl vycislen za pomoci rozdilu
potencialit namétenych na dvou elektrodach. Pro aerobni bakterie a jejich rust je nutna
pritomnost kysliku a hodnoty potencialu (En) nabyvajici kladnych hodnot, piesnéji od +0,2 do
+0,4V, v prostfedi o pH 7, kdezto pro anaerobni bakterie je zasadni, aby En nabyvalo
zapornych hodnot (nejvice -0,2 V pii pH 7) vzhledem Kk nepfiznivym u¢inkim kysliku.
Anaerobni bakterie mohou rlst 1 za pfitomnosti kysliku, ale je nutné, aby prostfedni bylo
upraveno (napf. pridanim kyseliny asparagové). Jinak by latky v neredukovaném stavu nebyly
aktivni a doslo by k pozastaveni rastu nebo k letalnimu a¢inku [8, 9, 11, 13].
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2.3.4 Pusobeni osmotického stresu

Osmoticky tlak je dalsi faktor, ktery je schopen vyrazné ovlivnit bakterialni bunku. Snizeni
a zvySeni osmotického tlaku muze po fyzikalni a chemické strance vyvolat spoustu nasledku.
Pfi navySeni koncentrace latek extracelularnim prostiedi se piimou Umeérou navysuje jiz
zminény osmoticky tlak. Jak je vSeobecné znamo, osmoticky tlak uvnitt buiikky u vétSiny
bakterii nabyva hodnot v rozmezi od 0,35 do 0,60 MPa, konkrétn¢ pro osmofilni organismy
plati hodnota 30 MPa. ZvySeni osmotického tlaku je typické pro tzv. hypertonické prostiedi,
které je charakteristické omezenym piistupem zivin pro bakterialni buiiky, jez jsou obsazeny
ve vode¢. Zaroven dochazi k tzv. plazmolyze, kdy se burnika snazi vyrovnat Koncentrace latek
extracelularniho a intraceluldrniho prostfedi. Dochazi k pfesunu vétStho mnozstvi vody
z vnitiniho prostiedi do vnéjsiho. V disledku toho se buiika smrsti a pii dlouhodobém trvéani
nastava usmrceni buiiky. Naopak v hypotonickém prostiedi, to znamena nizsi koncentraci soli
Vv extracelularnim prostfedi nezli v intraceluldrnim prostfedi, ma voda snadnéjsi ptistup pro
vniknuti do builkky. Diky koncentratnimu spadu proudi voda ve sméru z méné
koncentrovaného prostiedi dovnitf buiky a tlak uvnitt bakterialni bunky se zvySuje.
Vzhledem k pfitomnosti rigidni bunééné stény k plazmolyze nedochazi. Jestlize se burika
nachazi v prostiedi o stejné koncentraci, jako koncentrace intracelularniho prostfedi nazyva se
toto prostiedi izotonické. Osmolalita bakterii je definovana jakozto osmoticky tlak k urcité
teploté. Bézné prostiedi pro mikroorganismy je v rozmezi koncentraci nad 0 mol/kg do
16 mol/kg. Koncentraci Ize navysit napiiklad ptidavkem soli nebo sacharidi. Bakterie jsou
rozdélovany do skupin podle toleranci vuci témto solim na halofilni, halotolerantni, obligatni
halofily a extrémni halofily [8, 9, 11, 13].

2.4 Modelovy organismus bakterie — Cupriavidus necator

Jako modelové organismy byly zvoleny dva bakterialni kmeny Cupriavidus necator
Viz Obrazek 6, Konkrétné Cupriavidus necator H16 a jeho mutantni kmen Cupriavidus
necator PHB™, které jsou dlouhodobé vyuzivany na Fakulté chemické VUT. Tyto bakterialni
kmeny slouzi jako modelové mikroorganismy produkujici polyhydroxyalkanoaty (PHA) za
urcitych podminek.

Obrdzek 6: Cupriavidus necator H16 (granule PHB) [38]
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2.4.1 Vlastnosti bakterie Cupriavidus necator

Bakterialni kmen patii do skupiny gramnegativnich fakultativnich bakterii, netvofici spory,
tiidy B-proteobakterii. Diive byla bakterie oznacovana jako Ralstonia eutropha, Alcaligenes
euthropus nebo Wausteria euthropa. Jedna se o chemolitoautotrofni bakterie, které ziskavaji
energii diky oxidaci z anorganickych latek naptiklad z oxidu uhli¢itého (CO2). Bakterie
dokaze vyuzit energii i z organickych latek nebo z molekul vodiku (H2). Pii nepfiznivych
podminkach je organismus schopen zajistit energii z produkti metabolické drahy
mikroorganismu, které fixuji molekulu N2 [39, 40, 41].

Pti nedostatku kysliku je bakterie odkdzana na anaerobni metabolismus. Je tedy povazovana
za velice flexibilni organismus, vyuzivajici dusi¢nany (akceptor elektrona denitrifikace). Jak
uz bylo zminéno vyse, bakterialni kmen Cupriavidus necator H16 je schopny produkce
a akumulace PHA na rozdil od jeho mutantniho kmene Cupriavidus necator PHB™. Bakterie
Cupriavidus necator H16 si PHA tvoii jako zasobni latku energie a uhliku. Bylo zjisténo, ze
bakterie odpovida na stres tvorbou PHA [39, 42].

2.4.2 Stressova odpovéd’ bakterii

Jak jiz bylo zminéno vySe, produkce PHA je pro bakterie podstatna nejen ve zdroji zdsobnich
latek (uhliku a energie), ale i v obranném mechanismu pii vystaveni bakterie fyzikalné
chemickym stresiim, jako jsou napiiklad nizka teplota, UV zafeni, osmoticky tlak, oxidacni
Sok nebo pH prostredi. Lze tak tedy ocekavat, ze u bakterialniho kmene Cupriavidus
necator H16, jez je schopny produkce, PHA bude zodpovédna za zvySeni schopnosti udrzet
intracelularni hladinu. Bakteridlni kmen se tak stava diky produkci PHA vysoce rezistentni
viaci extrémnim podminkdm prostfedi. Déle tvofi buiiku vysoce robustni naptiklad pfi
osmotickém stresu a taktéz zvySuje celistvost bakterialniho kmene [43, 44, 45].

2.4.3 Struktura PHA a jeji unikatni vliv na buiiku

PHA viz Obradzek 7 jsou linearni polyestery hydroxykyselin patfici mezi biokompatibilni
a biodegradovatelné polymery. PHA délime do skupin podle poc¢tu uhliku v jednom
monomeru hydroxykyseliny. V piipadég, Ze fetézec monomeru obsahuje 3—5 atoma uhliku, se
jedna o short-chain-lenght PHA (scl-PHA). Zatimco Medium-chain-lenght PHA (mcl-PHA)
obsahuje v monomerni jednotce 6-14 atomu uhliku. Dale jsou v§echny monomerni jednotky
v R-konfiguraci diky vysoké stereospecifité¢ biosysntetickych enzymu. Pfiprava polymernich
latek spociva v esterifikaci karboxylovou skupinou jedné z predchozi hydroxyskupiny
kyseliny. Produkce polymeru se odviji od zdroje uhliku a od dalsich faktord, jako je
metabolismus a substratova specifita. Vybrana modelova bakterie a mnoho dalsich produkuje
biodegradabilni homopolymer zvany poly-p-hydroxybutyrat spadajici do podskupiny PHA.
Mimo jiné existuje i produkce kopolymert, které se 1lisi svymi mechanickymi vlastnostmi
a jako monomery obsahuji napiiklad 3-hydroxyvalerat a 3-hydroxyhexanoat. Organismus
bakterialni bunky (napt. Aeromonas hydrophila) je schopen prostfednictvim substrati
k homopolymeru ptifadit vhodny substrat zvany kopolymer PHBV [7, 46, 47, 48, 49, 50, 51].
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Obrdzek 7: Struktura PHA [52]

PHA, jak jiz bylo zminéno vySe, jsou produkovany pii odpoveédi vuci stresu formou
intracelularnich inkluzi. Slouzi bakteriim primarné jako zasobni zdroj uhliku a energie.
Cupriavidus necator je nejvice studovany prokaryotni organismus produkujici poly(3-
hydroxybutyrat). Granule polyhydroxybutyratu (PHB), oznacované taktéz jako karbonosomy,
coz je multifunk¢ni komplex sestaveny z jadra amorfniho polymeru PHB, které je ohrani¢eno
povrchovou proteinovou vrstvou (funk¢nich a strukturnich proteinti). PHB granule je dale
sloZzena ze Sesti druhti proteinti (viz Obrazek 8), které sestavuji proteinovou vrstvu. Prvnim
z proteintl je PHB syntaza (PhaCl), ktera sehrava klicovou roli enzymu, ktery syntetizuje
PHB a katalyzuje proces zvany polymerace latky produkované metabolismem
3hydroxybutyryl-CoA. Phasin protein (PhaPs) tvoii vétsi cast povrchu PHB granule
a zabranuje splynuti granuli. Dale PHB depolymeraza (PhaZs) je vyznamna pro mobilizaci
polymeru v dobé, kdy ma burika nedostatek zivin. Proteiny PhaRs reguluji expresi vybranych
phasinovych genti a PhaM predstavuje vzor proteinu asociovaného s PHB granulemi. Dtive
byly piipisovany (podle in vitro dat) do povrchovych struktur granuli i fosfolipidy. Avsak
prostiednictvim in vivo dat fosfolipidova vrstva nikdy nebyla prokazana. Tloustka povrchové
vrstvy je 2,9-3,8 nm [53, 54].
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Obrazek 8: Slozeni PHB granule [55]

2.4.4 Vyuziti produkce PHA

Produkce PHA je vyhodna nejen pro prokaryotni organismy, jelikoz navySuje rezistenci viuci
extrémnim podminkam, kterym byvaji bakterie mnohdy vystaveny, ale i pro lidstvo samotné.
Pfiroda je vzhledem k nadmérné produkci synteticky vyrobenych plasti zaplnéna tézce
rozlozitelnymi plasty ve vSech zékouti svéta. Tento fakt se stdva pro nase Zivotni prostfedni
vaznym problémem. Celosvétové rozSifeny negativni dopad plastovych vyrobkli na
environmentalni prostiedi by mohl byt vyfeSen pravé biodegradabilnim polymerem, ktery
poskytuji bakterie akumulujici PHA. Synteticky vyrobené plasty se v piirodé zpravidla
rozkladaji v extrémnim casovém horizontu stovek let, pficemZ bakteridln€ produkovany
polymer v rozmezi pouze né€kolika mésict. Potize se objevuji ve vyrobnim procesu a cené,
jenz je mnohokrat rozhodujici [7].
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité bakterie, chemikalie, pFistroje

3.1.1 Bakterie

K experimentalni c¢asti byly vybrany dva bakterialni kmeny, konkrétné¢ Cupriavidus
necator PHB* (PHA neakumulujici mutant bakteriec) a Cupriavidus necator H16
(PHA akumulujici). Kmen Cupriavidus necator HI16 byl ziskan z Ceské sbirky
mikroorganismii z Masarykovy univerzity v Brné. Kmen Cupriavidus necator PHB™ byl
ziskan z Leibnitz Institute DSMZ-German Collection of Microorganism and Cell Cultures,
Braunschweig Némecko.

3.1.2 Potiebné chemikalie
NutrientBroth (HiMedia)

Agar Powder (HiMedia)
Peptone (HiMedia)

Beef extract (HiMedia)
Propidium jodid (eBioscience)
Siran amonny
Dihydrogenfosfore¢nan sodny
Dihydrat hydrogenfosfore¢nansodny
Heptahydrat siranu hofe¢natého
Fruktoza

Chlorid sodny

Chlorid draselny

Pankreatin

Zlugové soli

Pepsin

Hydrogenuhlicitan sodny

Kyselina chlorovodikova

3.1.3 Piistrojova technika
Centrifuga, Boeco U-32R
Temperovana tfepac¢ka Heidolph Unimax 1010, Labicom s.r.o.

Temperovana tiepacka, Orbital shaker-Incubator ES-20, Biosan
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Predvazky, Kern EW 620-3NM

Laminarni box Aura mini, Bio Air Instrument

Termostat, LS—35

Pritokovy cytometr, Apogee A50, Apogee Flow Systems
ELISA reader — EIx808, BioTek Instruments, Inc.
Inkubator, IP60

Spektrofotometr, Biotech Implen

Vortex, TK3S, Tecno Kartell

Multikanalova pipeta

Bézné laboratorni sklo a vybaveni
3.2 Kultivace mikroorganismu

3.2.1 Piiprava inokula

Inokulum bylo pfipravovdno v Erlenmayerovych bankach o objemu 100 ml vzdy ve dvou
paralelnich pokusech. Objem roztoku média Nutrient Broth (NB) tvofil polovinu z objemu
banky. Do vysterilovaného inokula byly zaockovany kmeny bakteriologickou klickou
z agarové plotny. Zaockovani vzdy probihalo ve sterilnim prostiedi laminarniho boxu.
Inokulum bylo kultivovano na temperované tiepacce pii teploté 30 °C po dobu 24 hodin pfi
170 rpm. Narostlé inokulum bylo dale vyuzito pro zaockovani produkéniho mineralniho
média.

3.2.2 Priprava zivnych médii a agarovych misek
K tomu, aby byla kultura bakterii zachovana, bylo vyuZzito pevné agarové médium NB.
SloZeni NB:

e Beef extract 10 g-I*?
e NaCl 591t
e Pepton 10 g1t

SloZeni mineralniho produkéniho média ke kultivaci bakterie bylo nésledujici:

o (NH4)2S04 19

o KH2PO4 1,029

e NaHPO4 11,19

e MgSO47H,0 0,29

e *Roztok stopovych prvki (MES) 1 ml
e Fruktosa 20 ¢

e Destilovana voda 1000 ml
*Roztok stopovych prvku a jeho slozeni (MES):
e FeCls 9,7¢
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e CaCl, 789

e CuSOq4 0,156 g
e CoCl; 0,119¢
e NiCl> 0,118 ¢
e CrCly 0,062 g
e 0,1MHCI 1000 ml

Navazky mineralnich soli byly piesypany do Erlenmayerovych banék o objemu 250 ml
spole¢né se 100 ml destilované vody. Roztoky byly pfipraveny tak, aby pokryly dvé paralelni
kultivace pro kazdy kmen. Baiky byly dale umistény na temperovanou tfepacku pro uplné
rozpusténi latek. Poté bylo médium sterilizovano v tlakovém hrnci po dobu 30 min. Po
sterilizaci se médium zaockovalo 5 ml inokula, 5 ml fruktosy a 0,1 ml MES ve sterilnim
prostiedi zajisténym laminarnim boxem. Zaockovana média se Kultivovala na temperované
tiepacce pii 170 rpm a 30 °C po dobu 72 hodin.

Agarové misky byly pfipraveny pro experimentilni ¢ast zabyvajici se agarovym difuznim
testem. Do Erlenmeyerovych banék bylo odvazeno 20 g chemikéalie Agar Powder,
NB a 1000 ml destilované vody. Po sterilizaci byl agarovy roztok rozlit na Petriho misky.

3.3 Priprava modelovych §t’av gastrointestinalniho traktu

3.3.1 Pankreatické §tavy

Modelova pankreaticka $tava byla pro experiment pfipravena z nasledujicich chemikalii.
Bylo navazeno 0,125 g pankreatinu a 0,750 g hydrogenuhli¢itanu sodného (NaHCO3).
Navazky byly rozpustény v 50 ml destilované vody v odmérné barice, kdy pH odpovidalo 8,9.
Timto zplsobem byla pfipravena 100% pankreatickd S$tava, kterd byla dale nafedéna
destilovanou vodou na zadané koncentrace tj. 50% a 10%.

3.3.2 Zludové §tavy

Pro piipravu modelové Zaludeéni §tavy bylo nejprve nutné ptipravit 50 mM fosfatovy pufr
opH 8. Nejprve bylo navazeno 0,532 g NaH2PO42H20, poté 16,680 g Na,HPO412H,0
v objemu 1 000 ml destilované vody. Samotna 100% modelova zlucova $tava obsahovala
0,2 g zluovych soli a 50 ml 50 mM fosfatového pufru. Jako v piedchazejici kapitole 3.3.1
byly pfipraveny koncentrace 50% a 10% z ptivodniho 100% roztoku zlu¢ové stavy.

3.3.3 Zaludeéni §tavy

Zaludeéni §t4va byla pfipravena z 0,125 g pepsinu a 0,42 ml 35% HCI v odmérné barice
0 objemu 50 ml. Vysledné pH modelové zaludeéni stavy bylo 0,9. Pro ptipravu 10%, 5%
a 1% stavy se postupovalo stejnym zpusobem jako u ostatnich modelovych §tav.

3.4 Stanoveni viability modelové bakterie

3.4.1 Stanoveni viability plotnovou metodou

Do deseti centrifugacnich zkumavek bylo sterilné odpipetovano 5ml zao¢kovaného
minerdlniho produkéniho média s pfisluSnou kulturou. Poté byly zkumavky umistény do
Centrifugy (Boeco U-32R) na 5 000 rpm /5 minut. Z centrifuga¢nich zkumavek se do kadinky
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slil supernatant a k sedimentu se ptipipetovalo 5 ml z jednotlivych modelovych stav nebo
5ml PBS (kontrola). Zkumavky se umistily na automatickou rota¢ni tfepacku 10 rpm
v temperované tiepacce kvili prostiedi o teploté 37 °C na dobu 20 minut. Béhem ¢asu, kdy se
vzorky michaly na automatické rotacce, se ptipravily zkumavky typu Eppendorf, do kterych
se odpipetovalo vzdy 0,9 ml PBS. Po ukonéeni expozice stresu bylo odebrano 0,1 ml roztoku
z centrifugacnich zkumavek do prvnich eppendorfek. Do zbylych zkumavek se provedlo
desitkové fedéni. Redéni bylo provedeno do koncentrace 107, kontrola do 10°%. Poté bylo
odpipetovano 0,1 ml vybrané koncentrace bun¢k na pevné agarové médium a pomoci hokejky
byl proveden roztér, viz Tabulka 4. Agarové plotny se vzorky byly dale kultivovany pii
37 °C. Po 72 hodinach kultivace byly bakterie piepocitiny na miskach o poctu kolonii
v rozmezi od 20-200.

Tabulka 4: Koncentrace vybranych modelovych $t'tav

Modelova §t'ava Vybrana koncentrace Redéni
Pankreaticka §tava 100% 50% 10% 103 10° 107
Zluéova $tava 100% 50% 10% 103 10° 107
Zaludeéni $tava 10% 5% 1% 10° 10° 107

Slozeni pufru PBS:

e NaCl 8,00

e KCI 0,29

e NaHPO4-2H,0 0,144 ¢
e KH>PO,4 0,249

e Destilovana voda 1000 ml

3.4.2 Stanoveni viability pritokovou cytometrii

Pritokova cytometrie je multiparametrickd metoda, kterd je schopna analyzovat bunky
rychlosti 100 000 ¢astic za sekundu. Princip pritokové cytometrie vyuziva fluorescence
0 urcitych vinovych délkach a jde o velice citlivou analyzy bunék. Buné¢na suspenze danych
Kultur je po aplikaci unasena nosnou kapalinou laminarnim proudénim do tzv. pritokové cely.
Castice jsou rozptyleny riizné v prostoru cytometru. Pro diisledné méteni dochazi k tomu, Ze
Castice bunééné suspenze jsou systematicky tfidény jednotlivé za sebe, coz obstarava fluidni
systém a nasleduje hydrodynamicka fokusace. Vyhodou metody je moznost sledovani vice
parametru [56, 57, 58].

Pro tuto metodu bylo vyuzivano vzorkll z pfedchéazejici metody, kdy byly méfeny bunécné
suspenze o koncentraci 1072, Pro zjisténi prezivsich bunék bylo do bunééné suspenze piidano
fluorescenéni barvivo zvané Propidium jodid (PI) o objemu 5 ul. PI se vmezeti do DNA
mrtvych nebo poskozenych bunék bakterialniho kmene [59].

3.4.3 Agarova difuzni metoda

Agarovou difizni metodou je stanovovana minimalni inhibi¢ni koncentrace v prostiedi
agarového média. Nejprve bylo naneseno 100 ul zfedéné kultury vybraného testovaného
mikroorganismu na silnou agarovou vrstvu. Po dvaceti minutich se do agarového média

24



vytvorily hloubené jamky, kdy jedna agarova plotna obsahovala vzdy tfi hloubené jamky pro
jednu konkrétni koncentraci. Do jamek bylo aplikovano za pomoci pipety 75 ul roztoku
ptislusné §tavy o dané koncentraci. Po 24hodinové kultivaci pti 37 °C, byly proméfeny
velikosti inhibi¢nich zon.

3.4.4 Bujonova dilu¢ni metoda

Bujonova diluéni metoda spadd do metod, stanovujicich antimikrobialni aktivitu
mikroorganismt. Aby se mohla stanovit antimikrobidlni aktivita je zapotfebi vhodného
vybéru kultivaénich medii [60].

Cilem bujonové diluéni metody je najit minimalni inhibi¢ni koncentraci testovanych latek,
Vv mém piipad¢ tedy minimalni inhibi¢ni koncentraci Zaludec¢ni, Zlu€ové a pankreatické §t'avy.

Nejprve bylo nutné si vhodné natedit kulturu sterilnim médiem NB tak, aby se pii 630 nm
absorbance pohybovala okolo 0,1. V prvnich tfech jamkach mikrotitraéni desti¢ky bylo
odpipetovano 50 pl destilované vody jako blank. Poté se do ostatnich jamek odpipetovalo
150 pl ztedéné suspenze bakteridlnich bun€k v NB médiu, ke kterym bylo napipetovano 50 pl
vybranych s§tav tak, aby vyslednd koncentrace jamek udavala konecnou koncentraci.
Jednotlivé koncentrace byly pfipraveny v triplikdtech. Po dobu mimo méfeni byly
mikrotitra¢ni desticky umistény na temperované tiepacce pii 37 °C a 170 rpm. Testy byly
prométovany na Elisa readeru v dob¢ 0, po 4, 8, 12 a 24 hodinach.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Vysledky a vyhodnoceni pouzitych metod

4.1.1 Vyuziti plotnové metody ke stanoveni viability bunék exponovanych
gastrointestindlnim §avam

Plotnovou metodou byla stanovena viabilita bakterialnich bun€k exponovanych pankreatické,
zluGové a zaludeCni S$tavé. VSechny Stavy Dbyly testovany ve tfech koncentracich:
pankreaticka stava 100%, 50%, 10%, zlucova stava 100%, 50%, 10% a Zalude¢ni S$t'ava
10%, 5%, 1%. Testovani stav v rtznych koncentracich neni pochopitelné fyziologicky
relevantni, v gastrointestindlnim traktu jsou bakterie redln¢ exponovany pouze
koncentrovanym $t'avam, nicméné pouziti riznych koncentraci mélo za cil ptedevsim odhalit
rozdil v senzitivné pouzitych mikrobidlnich kultur v ptfipad€, Ze by stresovy efekt
jednotlivych koncentrovanych §tav byl pfili§ vysoky. Z agarové plotny byl také vyhodnocen
vzorek s modelovym organismem vybrané bakterie pro kontrolu bez stresu, procento
prezivsich bakterii bylo vztazeno pravé K této kontrole.
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Obrdzek 9: Procentudlni zastoupeni Zivych bunék vystavené stresu pankreatické stavy
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Obrazek 10: Procentuadlni zastoupeni Zivych bunék vystavené stresu zaludecni stavy
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Obrazek 11: Procentualni zastoupeni zivych bunék vystavené stresu Zlucove sta
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Z vysledku ziskanych prostiednictvim plotnové metody vyplyva, ze akumulace PHA
bakterialniho kmene Cupriavidus necator H16 predstavuje obecné negativni vliv pro vsechny
modelové §tavy, coz je oproti pavodnim pfedpokladiim, protoze na zaklad¢ literarni reSerSe
jsme ptedpokladali, Ze schopnost akumulace PHA bude mit spiSe protektivni plsobeni.
V ptipadé pankreatické Stavy testovand metoda vykazuje ponékud zvlastni vliv. Jak lze vidét
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na Obrdzku 9 s rostouci koncentraci roste i pocet zivych bunek. Takovéto razantni odchylky
vysledkt od pavodnich pfedpokladit mohly byt zptsobeny odlisSnou produkci zasobnich latek.
Déle je vhodné zminit v piipadé pankreatické S§téavy citlivost bakterialnich bunék skrz
enzymy, které obsahuji. U zalude¢ni $tavy je citlivost bakterialnich bunék diky ptfitomnosti
proteaz a piredevsim velice nizkého pH vyssi.

412 Vyuziti pritokové cytometrie ke stanoveni viability bunék exponovanych
gastrointestinalnim §avam

Pro vyhodnoceni viability bakterii byla vyuzita jedna z nejpiesnéjSich metod — pritokova
cytometrie. Testované bakterialni kmeny byly kultivovany po dobu 72 hodin a nasledn¢ byly
vystaveny vici stresim vybranych §tav (1-2 hod.). Fluorescen¢ni sonda propidium jodid (PI)
vyuzivana pro vyhodnoceni, ma schopnost interagovat s DNA piislusnych bunék. Mrtvé
bakterialni bunky propusti diky poskozené membrané do své struktury PI, ten se interkaluje
do struktury nukleovych kyselin a nasledné fluoreskuje. Piistroj pak vyhodnoti soubor
mrtvych a pteziv§ich bunék. Principialné jde tedy o odlisny princip stanoveni bunééné
viability nez je plotnova metoda. U prutokové cytometrie je v naSem piipadé za mrtvou buiiku
oznacena kazda bunka s poskozenou membranou bez ohledu na jeji metabolickou aktivitu
nebo schopnost se dale dé€lit. Naopak u plotnové metody je za zivou buiiku oznacena pouze
bunka, ktera je schopna se d¢lit. Tento principidlni rozdil je pochopitelné pti¢inou zdanlivé
nekonzistence vysledkl obou technik.
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Obrazek 12: Procentuadlni zastoupeni Zivych bunék vystavené stresu pankreatické Stavy
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Obrazek 14: Procentualni zastoupeni Zivych bunék vystavené stresu zlucové stavy
Odchylky z vystupu cytometru mohly byt zptisobeny tim, ze PI se dostal jak do mrtvych, tak
i do zivych bunék, které mély poskozenou sténu. Cytometr také mohl vyhodnotit jako zivé
bunky, které nebyly schopné dalsi reprodukce, coz plotnovou metodou urcit nelze. Existuji
I tzv. spici (dormantni) bunky, které mohly zpisobit odchylku od realnych vysledkd spoleéné
s nachylnéj$imi bunkami, které jsou mrtvé, ale zistavaji celé.
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Pratokova cytometrie vyhodnotila, jak lze vidét na Obrdzku 12, ze pankreaticka §t'ava nema
zadny vliv na vybrané bakterialni kmeny. Znamena to tedy, Ze modelova $tava nijak
neposkozuje bunécnou integritu bakterialniho kmene, nicméné podle vysledkti plotnové
metody piekvapivé piredevsim v nizké koncentraci poskozuje schopnost buiiky se dale délit.
Na Obrazku 13 a Obrdzku 14, kde jsou znazornéné vysledky z cytometrie pro modelovou
Zaludec¢ni a zluCovou §t'avu, lze sice pozorovat jisté rozdily mezi PHA akumulujici bakterii a
bakterii bez schopnosti produkce PHA, neZz vypovida plotnova metoda. Rozdily jsou vSak
vzhledem Kk velikosti odchylek stanovené cytometrem statisticky nevyznamné. Dale Ize tedy
opét fici, ze bakteridlni kmen Cupriavidus necator PHB™ je piekvapivé odolngjsi vidi
pusobeni stresu gastrointestinalniho traktu.

4.1.3 Stanoveni vlivu vybranych §t’av pomoci agarové diftizni metody

Do piedem ptipravenych misek s agarem byly vytvoteny vzdy 3 jamky viz Obrdzek 18, do
kterych byly zaoCkovany bunétné suspenze obsahujici ptislusnou §tavu gastrointestinalniho
traktu. V piipadé Ze byl testovany mikroorganismus schopny rist k vyhloubené jamce
znamena to, ze na n¢j Stavy nemaji vEétsi vliv, ktery by mu uskodil. Jestlize ma kolem sebe
jamka vétsi zonu, mikroorganismu $kodi. Vybrané kultury byly pro experiment ziedény na
koncentraci 1072,
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Obrazek 17: Modelova zlucova Stava - inhibicni zona
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Obrazek 18:Agarova difiizni metoda

Prostednictvim agarové difizni metody jsme schopni ur¢it minimalni inhibi¢ni zo6nu
bakterialniho kmene. Avsak diky nepatrnym rozdilim z vysledku testované techniky miizeme
fici, Ze spolehlivost této metody je minimalni. Nicméné i pfesto se piredev§im u Zaludecni
stavy podafilo prokazat piekvapivou vétsi odolnost PHA neakumulujiciho kmene C. necator
PHB™, coz je v souladu s vysledky plotnové metody a ¢astecné také priitokové cytometrie.

4.1.4 Vyhodnoceni bujoénové dilu¢ni metody

Metoda se provadi na tzv. mikrotitra¢nich desti¢kach ve sterilnim prostiedi. Vysledky se
vyhodnocuji piistrojem (ELISA Reader). Do jamek, jez obsahuje desticka se odpipetuje 50 pl
tekutin z gastrointestinalniho traktu o urcité koncentraci a 150 ul buné¢né suspenze.
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Obrazek 19: Zména absorbance v case u 100% pankreatické stavy
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Obrazek 20: Zmena absorbance v case u 50% pankreatické stavy
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Pankreaticka stava 10%
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Obrdzek 21: Zména absorbance v case u 10% pankreatické Stavy
Zlucova stava 100%
0.9

=HI16

+PHB
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Obrdazek 22: Zména absorbance v case u 100% zlucoveé stavy
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Obrdazek 23:Zména absorbance v ¢ase u 50% zlucova stavy
Zlugova §tava 10%
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Obrazek 24: Zména absorbance v case u 10% zlucové stavy
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Obrazek 25: Zmeéna absorbance v case u 10% zaludecni stavy
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Obrdzek 26: Zmeéna absorbance v case u 5% Zaludecni stavy
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Obrazek 27: Zmeéna absorbance v case u 1% Zaludecni stavy

Bujonova diluéni metoda taktéz urcuje minimalni inhibi¢ni koncentraci pro rist bakterialniho
kmene. Pfi metodé mohly byt odchylky zptisobené nejen rozpadem bunék (tzv. lyze bunék),
které zpusobily navySeni hodnot absorbance, jenzZ mimo to znac¢i schopnost ristu bakterii.
Vysledky experimentu jsou nicméné piedev§im znaéné zkreslené diky inkubacni teploté
srovnatelnou s télesnou teplotou. Tomuto zkresleni se bohuzel nedalo ptedejit vzhledem
K nutné sterilit¢ béhem testovani. Celkové vykazovaly bakterie béhem testu velice nizky rist
ato i nestresované kontrolni kmeny, je mozné, ze piedev§im vzhledem k velice
pravdépodobné limitaci kyslikem neni v ptipadé kultur C. necator kultivace standardnich
mikrotitracnich desti¢kach vhodna.

37



5 ZAVER

Cilem mé bakalaiské prace bylo stanovit citlivost vybraného bakteridlniho kmene vzhledem
K neptiznivym vlivim §tav 2z gastrointestinalniho traktu o riznych koncentracich
(pankreaticka, zalude¢ni a ZzluCova $tava). Je vSak nutné fici, ze zfedéné koncentrace
modelovych $tav nejsou pfitomny Vv prostifedi gastrointestinalniho traktu. Nizsi koncentrace
byly zvoleny pro vétsi rozsah dat a k pfesnéjSimu urceni citlivosti testovanych kmeni na
stresové podminky traviciho traktu.

Modelovym bakterialnim kmenem byl Cupriavidus necator H16, ktery je schopny akumulace
PHA ve formé granuli umisténych v cytoplazmatické membrané bakterie. Déle testovanym
mutantnim kmenem bez schopnosti akumulace biodegradabilniho polymeru byl Cupriavidus
necator PHB™. V experimentu byla pro kultivaci bakterii zvolena t&lesna teplota lidského
organismu 37 °C. AvSak pro vybrany modelovy bakterialni kmen je optimalni kultivacni
teplota 30 °C. Dale byly zvoleny koncentrace §tav traviciho traktu. Pro pankreatickou a
Zluovou $tavu byly vybrany koncentrace 100%, 50% a 10%. V prvnich pokusech byly
zvoleny stejné koncentrace i pro zalude¢ni $tavu, ale vzhledem k tomu, ze dané prostiedi
vykazovalo vuéi bakterii vysoké bakteriocidni u¢inky, byly koncentrace upraveny na
10%, 5% a 1%.

Pro urceni odolnosti bakterialniho kmene byly provedeny Ctyfi testovaci metody. Prvnim
z testovanych metod byla agarova plotnova metoda. Nasledovalo stanoveni citlivosti bakterie
pomoci prutokové cytometrie. Metody se svymi vysledky ptesné neshoduji. Odlisnost
vysledktt mohla byt zptsobena pfedevsim tim, Zze cytometr oznacil zivotaschopnou burku,
ktera ma poskozenou buriku, kdezto u plotnové metody je selekénim parametrem schopnost
se délit. | prestoze je prutokova cytometrie v experimentu nejspolehlivéjsi metodou i zde
mohly vzniknout drobné odchylky zapti¢inéné proniknutim fluorescenéni sondy propidium
iodide do bakterialnich buné€k, které maji jakkoli poSkozenou membranu nebo jsou
dormantniho charakteru. Nicméné z obou testovanych metod vyplyva jednoznac¢né negativni
vliv pro PHA akumulujici kmen, coz by mohlo byt ovlivnéno odlisnou produkci zasobnich
latek kmene Cupriavidus necator H16. Dale je vhodné zminit v pfipadé pankreatické $tavy,
Ze se zvysujici se koncentraci roste i viabilita bakterialnich bun¢k skrz enzymy, které dana
stava obsahuje. Naopak z prutokové cytometrie je zfejmé, ze pankreaticka st'ava neposkozuje
bunééné obaly. Dale u zaludecni $tavy lze sice pozorovat jisté rozdily mezi testovanymi
kmeny z pratokové cytometrie, ale diky velikosti odchylek jsou tyto rozdily zanedbatelné,
nejsou tedy nijak rozdilné. U modelové Zlucové §tavy lze tici totéz. Neakumulujici mutant je
tedy odoln¢jsi vici pisobeni vybraného stresu.

V dalsi experimentalni ¢asti byly vybrany o podstatné méné spolehlivé antimikrobiélni testy.
Prvnim z nich byla testovana mikrobialni viabialita prostfednictvim agarové difuzni metody.
Pti této metod¢ byly zkoumdny inhibi¢ni zény. Vznikly koncentra¢ni gradient, tak poukazal
na minimalni koncentraci latek neboli koncentraci inhibujici rtst. AvSak pro vybrané
testované kmeny se vysledky méfeni nijak vyrazné nelisi. Spolehlivost testovaci techniky je
tedy nejmensi. Druhou metodou antimikrobidlnich testi byla bujonova dilu¢ni metoda.
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Analyza uréuje opét minimalni inhibi¢ni koncentraci pro rist bakterialniho kmene. Pii metodé
mohly byt odchylky zptisobené nejen rozpadem bunck (tzv. lyze bunék), které zpusobily
navyseni hodnot absorbance, jenz mimo to znaci schopnost rtustu bakterii. Vysledky bujonové
dilu¢ni metody jsou dale znacné zkreslené i viéi nepifiznivym podminkam nastavené
inkubacni teploty shodné s télesnou teplotou lidského organismu. Pti méfeni nebylo mozné
vuci nutné sterilité osusit viko mikrotitracni desticky.
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