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Abstrakt

V¢ela medonosna (Apis mellifera) hraje v zemédélstvi velmi dulezitou roli. Nejen, Ze
véely svym opylovanim zvySuji produktivitu a kvalitu zemédélskych plodin, ale také
nam poskytuji produkty hojné vyuzivané v potravinaistvi (med, pyl) nebo v Iékaiském
onemocnéni bakteridlniho pivodu patii mor vceliho plodu. Za toto onemocnéni je
zodpovédna bakterie Paenibacillus larvae, ktera vytvaii velmi odolné spory a ty jsou
pro mladé vceli larvy vysoce infekéni. Pomoci ERIC primeri lze rozliSit Ctyfi
genotypy bakterie P. larvae, které se lisi nejen svym vzhledem kolonii, ale také
Cetnosti vyskytu, mistem vyskytu i virulenci. V teoretické Casti prace jsou popsany
bakterialni vceli nakazy, proces sporulace bakterii a pfirodni antimikrobidlni latky
véetné metod testovani jejich antimikrobialniho uCinku. Prakticka cast je poté
zaméfena na testovani antimikrobialniho ucinku acetonovych extrakti fasy Chlorella
sorokiniana proti bakterii P. larvae genotypu ERIC | a ERIC Il. Byla optimalizovana
metoda méfeni rustovych kiivek pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
acetonovych extraktl a byla stanovovana zivotnost bakterii s vyuzZitim méfeni
fluorescence a barviva resazurinu. Ze ziskanych hodnot byla stanovena relativni
zivotnost bun¢k pti MIC daného extraktu. Bylo otestovano 9 frakci extraktii fasy
separované pomoci RP-HPLC. Nejlepsi ucinky vykazoval extrakt frakce ¢islo 7, jehoz
MIC proti obéma genotyptim P. larvae byla 6,3 ug.ml?. Naopak bez uginku byl
extrakt frakce Cislo 16. Nakonec bylo optimalizovano mnozstvi pfidavaného FDA
Kk suspenzi zZivych bun¢k, mnozstvi PI k suspenzi mrtvych bunék a stanovena délka

inkubace. Pro stanoveni poctu zivych a mrtvych bun¢k v suspenzi bakterii po ptidani



potencidlni antimikrobidlni latky pomoci fluorescenéniho mikroskopu bude tieba

metodu dale optimalizovat.
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CILE PRACE

Soucasti teoretické Casti bude vypracovani literarni reSerSe zabyvajici se problematikou:

e mikrobialni ndkazy vcel

e proces sporulace bakterii a kliceni bakterialnich spor

e piirodni antimikrobialni latky

e metody pro stanoveni antimikrobialni aktivity —mikrobiologickymi a

fluorescenénimi metodami

V praktické ¢asti budou provedeny experimenty se zaméfenim na:
e optimalizace detekce antimikrobialni aktivity pomoci mikrobiologickych a
fluorescen¢nich metod
e zavedeni metod kvantifikace zivych a mrtvych bunék po aplikaci latky s
potencidlnim antimikrobidlnim u¢inkem

e studium antimikrobialnich G¢inkd extrakti fasy Chlorella sorokiniana



1 UVOD

V¢ela medonosna (Apis mellifera) patii mezi velmi dulezita hospodaiska zvirata. Nejen
ze se podileji na opylovani zeméd¢€lskych plodin, ale také nam poskytuji fadu produktt
vyuzivanych v potravinafstvi (med, pyl) ¢i v Iékaiském pramyslu (vCeli jed, matefi
kasicka, propolis, v¢eli vosk). Z téchto diavodu je zdravi vcel velmi dulezité. AvSak
existuje n¢kolik vcelich onemocnénich zplsobené nejriznéjSimi patogeny jako jsou
viry, bakterie, paraziti ¢i houby. Tato diplomova price je zamétfena na bakteridlni
patogeny, piedevsim na bakterii Paenibacillus larvae zpisobujici mor vceliho plodu
(MVP). P. larvae je grampozitivni bakterie, ktera vytvaii velmi odolné spory infekéni
pouze pro vceli larvy. Poté co se spory spolu s potravou dostanou do traviciho traktu
larvy, za¢nou klicit a velmi rychle se mnozit, coz vede k postupnému rozkladu a thynu
larvy. Pro onemocnéni MVP neexistuje zadna Géinna 1é¢ba, nakazena véelstva je vzdy
nutné spalit spolu s veskerym vcelatskym vybavenim. Ve statech mimo Evropskou unii
je povoleno 1écit MVP pomoci antibiotik, avSak fada bakterii si jiz dokazala vybudovat
rezistenci, proto je tfeba hledat alternativni zptisoby 1é¢by. Jednim z moznych zplsobu,
jak zvysit odolnost v¢el proti MVP, je pouzivani extraktt fasy Chlorella, které vykazuji

inhibi¢ni G¢inky na rust P. larvae.

Antimikrobidlni aktivita extraktd fasy Chlorella sorokiniana byla jiz testovana
Vv bakalafské praci (Vranova, 2017), kde byla optimalizovana metoda difuznich testl a
metoda ke stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) u vodnych extrakti
pomoci roztoku resazurinu. Na tuto bakalaiskou praci navazuje i ma diplomova prace,
kde byla optimalizovana metoda ristovych kiivek bakterii pro stanoveni MIC
acetonovych extraktli fasy a pomoci fluorescenéniho barviva resazurin byla stanovena
relativni  Zivotnost bunék. Nakonec byla sledovana zivostnost bakterii na
fluorescenénim mikroskopu po piidani fluorescein diacetatu (FDA) a propidium jodidu

(P1).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Mikrobialni nakazy véely medonosné (Apis mellifera)

Pro uspésnou produkci zemédélskych plodin a opyleni volné Zzijicich rostlin jsou
nezbytné nutni zivoc¢ichové, podilejici se na jejich opylovani, ¢imz ptispivaji k mnozstvi
a ke kvalit¢ sklizenych plodin. Hlavni roli zde hraji hmyzi opylovatelé, zejména vcely.
V¢ela medonosna (Apis mellifera) patii mezi nejvyznamnéjsi opylovatele zemédélskych
a zahradkarskych plodin na celém svéte. Diky své prizptisobivosti a nizkym nakladim
Velkou hrozbou pro zemédé€lstvi mize byt zdravi véel, nebot’ existuje fada patogend,
kterymi mohou byt vcely napadeny (viry, bakterie, houby, paraziti). U vcel bylo
popsano nekolik bakterialnich patogent, z nichZ nejdulezitéjsi jsou Paenibacillus larvae

a Melissococcus plutonius (Genersch, 2010; Funfhaus et al., 2018).

2.1.1 Mor véeliho plodu

Mor v¢eliho plodu (MVP) je onemocnéni mladych vcelich larev zpisobené bakterii
Paenibacillus larvae. Jde o grampozitivni, aerobni bakterii ty¢inkovitého tvaru o Sifce
0,5 um a délce 1,5 - 6 pm (Bassi et al., 2015; Funfhaus et al., 2018). Tato bakterie
vytvaii velmi odolné spory, které nejsou pro dospélé vcely nebezpecné, avsak pro vceli
larvy jsou vysoce infekéni (Genersch, 2010). Divodem je pravdépodobné mensi
aktivita imunitniho systému v porovnani s dospélymi vcelami, ddna niz§im poctem
bunék hemocyti v hemolymfé a nizsi fenoloxidasovou aktivitou (Borba a Spivak,
2017). Nejnachylngjsi jsou larvy staré 12 - 36 hodin (Bamrick a Rothenbuhler, 1961).
Nachylnost k infekci se snizuje se zvySujicim se larvalnim vékem. Larvy staré 48 hodin

jsou uz vétsinou rezistentni (Yue et al., 2008).

2.1.1.1 Historie Paenibacillus larvae

Od pocatku 20. stoleti doslo v pojmenovani tohoto bakteridlniho patogenu k nékolika
zmeénam. Prvni bakterie, ktera byla povazovana za pivodce MVP, byla pojmenovana
jako Bacillus larvae (White, 1906). O nékolik let pozdéji byla izolovana dalsi bakterie,
které byl pritazen nazev Bacillus pulvifaciens (Katznelson, 1950). Pozdé¢ji bylo zjisténo,
zZe se tyto bakterie od jinych bakterii rodu Bacillus pfilis odlisuji a vznika tak novy rod
Paenibacillus. Bakterie jsou piecjmenovany na Paenibacillus larvae a Paenibacillus

pulvifaciens (Ash et al., 1993). V roce 1996 byla objevena vysoka podobnost mezi



témito dvéma druhy, proto byly zafazeny do jednoho druhu Paenibacillus, av§ak do
dvou poddruhti — P. larvae larvae a P. larvae pulvifaciens (Heyndrickx et al., 1996).
Nakonec byly P. larvae larvae a P. larvae pulvifaciens zafazeny do jednoho spole¢ného

druhu Paenibacillus larvae (Genersch et al., 2006).

2.1.1.2 Klasifikace Paenibacillus larvae

Pomoci molekuldrni metody polymeradzova fetézovad reakce (PCR) zalozené na
rozdilech repetitivnich elementi ERIC primerd (enterobacterial repetitive intergenic
consensus) se zjistilo, ze bakterie P. larvae je reprezentovana ¢tyfmi riznymi genotypy,
které dostaly nazev ERIC I, II, 1l a IV (Genersch et al., 2006). Mezi nejstudovanéjsi
genotypy patii ERIC I a II, nebot’ patii mezi nejrozsifenéj$i. Genotyp ERIC I byl
nejCastéji izolovan z nemocnych vcelstev v Evropé a Americe a je povazovan za
Kklasicky* genotyp, ktery zpiisobuje vétsinu epidemii MVP na svété. Zatimco ERIC 11
je rozsifen hlavné v Americe (Genersch, 2010). O genotypech ERIC III a IV neni
mnoho informaci, nebot byly izolovany jen ziidka (Bassi et al., 2015). Kromé
lokalizace nalezu se jednotlivé genotypy mezi sebou lisi také virulenci a fenotypovymi
vlastnostmi. Virulence u ERIC I je nejdelsi, infikované véeli larvy jsou usmrceny
v pribéhu 12 dnd, zatimco ostatni tfi genotypy dokazi vceli larvy usmrtit uz 7. den
jejich Zivota. Rozdily mezi genotypy mizeme vidét také pomoci elektronového
mikroskopu. Zatimco povrch spor u ERIC 1 je hladky, tak u ERIC II je povrch hrbolaty
pfipominajici strukturu mozku a u ERIC III a IV se na povrchu spor tvoii rizné velké
vyvySeniny. OdliSnosti pozorujeme taky u zbarveni kolonii. U genotypu ERIC I a IV
muzeme vidét bile az Sed¢ zbarvené kolonie, ¢imz se odliSuji od zbylych dvou
genotypu, pro které je charakteristické oranzové az Cervené zbarveni (Genersch et al.,
2006).

2.1.1.3 Pribéh nakazy

Larva se nakazi pozfenim potravy, ktera muze byt jiz kontaminovana sporami
prostiednictvim dospélych vcel, které se o mladé larvy staraji (Poppinga a Genersch,
2015). Kratce na to zacnou spory V travicim traktu kli¢it (Obr. 1). Nasleduje
proces masivni proliferace bakterii ve vegetativnim stadiu, aniz by dochazelo k naruSeni
celistvosti stievniho epitelu. Pti porovnani zdravé a infikované larvy nepozname zatim
zadny rozdil. Béhem tohoto neinvazivniho stadia se bakterie zivy jako komenzal, tedy

z potravy piijaté larvou (Yue et al., 2008; Djukic et al., 2014). Uvniti stfeva bakterie



vylucuje sekundarni metabolity, které napomahaji potladit ptirozenou mikrofloru larvy a
také vykazuji cytotoxickou aktivitu (Garcia-Gonzalez et al., 2014; Muller et al., 2015).
Klicovym krokem v pritb¢hu patogeneze, kdy dochazi k piechodu z neinvazivniho
stadia do invazivniho, je naruseni peritrofické membrany (PM), ktera vytvaii ochranou
vrstvu mezi prostorem traviciho traktu a bunck stievniho epitelu. PM je tvofena
predev$im z chitinovych vlaken a jeji hlavni funkci je chranit stfevni epitel pied
mechanickym poskozenim, toxickymi latkami, a piedev§im pied patogeny. Pomoci
specifického proteinu PICBP49 vazajici chitin, za¢ina bakterie postupné degradovat
vyvijejici se PM (Hegedus et al., 2009; Poppinga a Genersch, 2015). Bakterie tak
ziskavaji volny prichod ke stfevnimu epitelu, pres ktery zacinaji paracelularnim
prostorem (tj. mezi buiikami) nekontrolovatelné pronikat az do télni dutiny (Yue et al.,
2008). Mechanismy pruniku nejsou u vsech genotypi stejné. Genotyp ERIC | vyuziva
k proniknuti pfes epitel stfeva toxiny Plx1 a PIx2, zatimco u genotypu ERIC II
napomaha k pruniku protein SplA exprimovan v S-vrstvé bakterie (Obr. 2). Tento
protein umozinuje bakterii ptichyceni se ke sténé stievni buiiky (Poppinga a Genersch,
2015). Po proniknuti dochazi k postupnému proteolytickému rozkladu celé larvy a
naslednému usmrceni. Pisobenim protedz se z uhynulé larvy dale stavd nahnédla,
polotekuta a lepkava hmota (Obr. 3). Ta postupné vysycha a stava se z ni tzv. piiskvar.
Pfi jeho vyklizeni se dospélé véely kontaminuji sporami, které mohou dal rozsitit
(Genersch, 2010).

U genotypt s rychlejSim néstupem infekce (ERIC II, III a IV) dochazi k usmrceni
larvy jesté pred pocatkem metamorfozy, tedy pred jejim zavickovanim. Diky tomu
d€lnice, které se o mladé larvy staraji, stthnou nemocné larvy vynést z ulu pied
zavickovanim bunky. Zatimco u genotypu ERIC I dochazi k usmrceni larvy az dvanécty
den Zivota, kdy je velka pravdépodobnost, Ze larva bude uz zavickovana, dospélé vcely

tak budou odstranovat jiz zavickovany plod (Rauch et al., 2009).



Prenos spor skiz dospélé veely
na nové larvy

Rozklad mrtvé larvy a
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Naruseni strevniho epitelu
larvy, invaze P. larvae do
télni dutiny a usmrceni

larvy
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Mnozeni bakterie ve stievé

Obr. 1: Pribéh nakazy véeli larvy bakterii Paenibacillus larvae. Cervené tecky reprezentuji
bakterialni spory a zelen& jsou vegetativni stadia bakterie. Cerné $ipky a pismo znazoriiuji
neinvazivni stadium bakterie, Cervené Sipky a Cervené pismo invazivni. (Pfevzato a upraveno
dle Poppinga a Genersch, 2015).
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Obr. 2: Prinik P. larvae stfevnim epitelem pomoci mezibunéénych spoji. 1. Sekundarni
metabolity pasobici uvnitt stieva (Sestihrany). 2. Chitin degradujici protein PICBP49 (Eervené
hvézdy). 3.1 Genotyp ERIC I vylucuje toxiny pro prunik stievnim epitelem (fialové ovaly).
3.2 Genotyp ERIC II se vaze na stfevni epitel pomoci proteinu SplA v S-vrstvé (zluty okraj).
(Ptevzato a upraveno dle Poppinga a Genersch, 2015).



Obr. 3: Mazlava, polotekuta hmota vznikla z infikované larvy bakterii P. larvae (pouzito se
svolenim autora Mgr. J. Danihlika, Ph.D.)

2.1.1.4 Prenos a SiFeni

U vcel se uplatiiuji dva zpiisoby pienosu a Sifeni patogenu — horizontalni a vertikalni,
které¢ pak mohou probihat v ramci jednoho vcelstva nebo mezi vice vcelstvy. Pfi
horizontalni cesté¢ dochazi k ptenosu mezi dosp€lymi véelami, délnicemi a plodem nebo
mezi jednotlivymi vcelstvy tzv. zalétdvanim ¢i loupenim. Zatimco u vertikalniho
zpusobu pienosu se pienasi patogen pouze z matky na plod nebo pii rojeni mezi

jednotlivymi v¢elstvy (Fries a Camazine, 2001).

v rw

U MVP neni vertikalni pfenos pfili§ ucinny. Mimo 0l dochézi k Sifeni v pribéhu
rojeni, tedy kdyz se véelstvo rozmnozuje. Je-li v ulu hodné vcel a malo mista, s velkou
pravdépodobnosti dojde k vytvoreni roje nebo vice roju vcel, ktery si K uhnizdéni zacne
hledat nové misto. Tyto roje jsou obvykle vedeny starou vceli kralovnou, ktera byla
V piivodnim ulu nahrazena novou. Pokud bylo piivodni v¢elstvo nakazené, mtize takto
dojit k rozsifeni nemoci do jinych oblasti. AvSak tento zpusob pienosu spor vyvola jen
ziidkakdy klinické ptiznaky u nové vznikajicitho vcelstva (Fries a Camazine, 2001;
Fries et al., 2006).

v

Daleko vyznamnéjsi je u MVP pienos cestou horizontalni. Nejcastéji k tomu dochézi

pfi ,,loupeni®, kdy je v pfirod€ pro v¢ely nedostatek potravy (zacatek jara nebo v obdobi



konce sezony, kdy jiz neni dostatek potravnich zdroji). Véely napadaji oslabena
vCelstva a snazi se jim ,,ukrast jejich medné zésoby. Tato vcelstva vS§ak mohou byt
oslabena kvuli nemoci. ,,VEelky zlod¢jky* pfenéasi kontaminovany med do svého ulu a
dochazi tak k rozSiteni nakazy. Timto zplisobem se nemoc muZze u¢inné rozsifit az do
vzdalenosti jednoho kilometru. V ulu se pak bakterie jednoduse roznese do vsech jeho
casti, dostane se na vceli délnice starajici se o mladé larvy, ¢imz dojde k nakazeni a
larvy hynou (Fries a Camazine, 2001; Lindstrom et al., 2008b). Uhynulé larvy a
priSkvary obsahujici miliony spor, které se dospé€lé vcely snazi z ulu uklidit a tim se

spory $ifi dal na zdravé larvy (Poppinga a Genersch, 2015).

Bakterie P. larvae mize byt pfenasena i jinymi parazity vcel, napiiklad roztocem

Varroa destructor (de Rycke et al., 2002).

K sifeni MVP muze hodné pomoci i samotny vcelaf. Premistuje-li plastve mezi
riznymi uly, u kterych nezné jejich soucasny zdravotni stav, pouziva stejné vybaveni
pro vice vcelstev, spojuje slabsi velstva se siln¢jSimi nebo mé vice vcelstev na jednom
misté, coz mize mit za nasledek vykradani uld v disledku nedostatku potravy, z velké
pravdépodobnosti muze dochazet k pfenosu nemoci (Fries a Camazine, 2001;
Lindstrom et al., 2008a).

2.1.2 Hniloba v¢eliho plodu

PGvodcem tohoto onemocnéni je grampozitivni bakterie Melissococcus plutonius, ktera
napada vceli larvy jesté pfed zavickovanim (4 — 5 dni staré larvy) a zpisobuje jejich
smrt. M. plutonius na rozdil od P. larvae nevytvaii spory a vyskytuje se bud’ volng,
Vv parech, nebo tvoii fetizky o rtizné délce. Hniloba véeliho plodu (HVP) muze byt
krom¢& bakterie M. plutonius doprovazena také tzv. sekundarnimi patogeny jako jsou
Paenibacillus alvei, Enterococcus faecalis, Achromobacter euridice a Brevibacillus

laterosporus (Forsgren, 2010).

2.1.2.1 Historie Melissococcus plutonius

Prvni bakterie, ktera byla povazovana za ptivodce HVP, byla Bacillus alvei (Cheshire a
Cheyne, 1885). V roce 1912 byla bakterie poprvé popsana a piejmenovana na Bacillus
pluton (White, 1912). O nékolik let pozdéji se dle morfologického hlediska zjistilo, ze

tato bakterie nepatii do rodu Bacillus, ale do rodu Streptococcus a byla pfejmenovana



na Streptococcus pluton (Bailey, 1956). K poslednim zménam v nazvu doslo roku 1998,

kdy byla bakterie pfejmenovana na Melissococcus plutonius (Truper a de' Clari, 1998)

2.1.2.2 Sekundarni patogeny

Jak uz bylo zminéno, hniloba v¢eliho plodu byva Casto doprovdzena sekundarnimi
patogeny, které mohou zptisobit zménu pachu a vzhledu infikovanych larev. Jednim
znich je bakterie Achromobacter euridice, ktera se vyskytuje jak v larvach
infikovanych, tak i v larvach zdravych. Zdrojem bakterie byva Casto pyl, ktery dospélé
vcely sbiraji jako potravu. Piitomnost této bakterie vyvola u larvy sndz symptomy HVP,
nez samotna bakterie M. plutonius. Hojné vyskytujici se bakterii v infikovanych larvach
je také Enterococcus faecalis, ktera muze mit silné patogenni ucinky. Dal$im
sekundarnim patogenem je Paenibacillus alvei. Jedna se o saprofytickou, aerobni,
sporulujici bakterii vyskytujici se pouze u klinicky nemocnych a uhynulych larev, ve
kterych se dokaze rychle mnozit. V mrtvych larvach se miize taky obcas vyskytovat

Brevibacillus laterosporus (Forsgren, 2010).

2.1.2.3 Pribéh niakazy

K nakaZeni larvy dojde prostfednictvim kontaminované potravy. Bakterie se dostane do
zaludku, kde dochazi jejimu intenzivnimu mnoZeni. Pivodné se myslelo, Ze dochazi
ksoutézeni o ziviny zpotravy mezi larvou a bakterii, coz by vedlo k
naslednému vyhladovéni larvy (Bailey, 1983). Avsak toto bylo v roce 2004 vyvraceno
in vitro experimentem, kdy mély infikované larvy dostatek potravy, a piesto doslo
k jejich uhynuti. Usmrceni larev musi byt proto vysledkem dalSich patogennich
mechanismtl, jako je napfiklad prunik bakterie skrze peritrofickou membranu a
hostitelskou tkan (McKee et al., 2003). Po napadeni larva umira vétsinou ¢tvrty az paty
den Zivota, nékdy i déle azZ po zavickovani. Né€kteti jedinci mohou dokonce prezit az do
stadia zakukleni. Infikovanou larvu pozname podle zbarveni, které se z perletove bilé
postupné méni na zlutou, hnédou a v poslednim stddiu rozkladu az na Sedocernou
(Obr. 4). U nejmladsich mrtvych larev pozorujeme téméi prihlednost s prosvitajici
trachedlni trubici. Dochéazi také ke zméné umisténi larvy v plodové buiice. Misto
klasické svinuté polohy je larva rizné prekroucena nebo natazena podél stény

(Forsgren, 2010; Forsgren et al., 2013; Erban et al., 2017).



2.1.2.4 Pienos a Sifeni
Hlavnim pfenaseCem bakterii je dospéla vcela, ktera se stara o mladé larvy. Je-li larva

infikovana, v€ela to pozna a snazi se ji dostat ven z Ullu, ¢imz na sebe bakterie pfenese.
Pti krmeni zdravych larev pak dochdzi k pfenosu a nakazeni dalSich jedinct. DalSim
moznym zpusobem je ,,loupeni, kdy vcela nesouci bakterie vlétne pro medné zasoby
do ciziho ulu nebo naopak vcela ze zdravého vcelstva si odnese kontaminovany med z
nakazen¢ho vcelstva. Z téchto divodi byva asto propuknuti onemocnéni spojované
s koloniza¢nimi stresovymi stavy, jako je nedostatek potravy nebo vody (Forsgren,

2010).

Existuji také dikazy, Ze pfenos mulZe nastat kousnutim od parazitniho roztoce

Varroa destructor (Kanbar a Engels, 2003).

Obr. 4: V¢eli larvy napadené bakterii M. plutonius oznacené ¢ervenym krouzkem (pouZito se
svolenim autorky E. Forsgren, Univerzita Uppsala, Svédsko)



2.2 Sporulace bakterii a kli¢eni bakterialnich spor
Mikroorganismy jsou schopny se pfizpusobit zménadm v jejich zivotnim prostiedi. Z

divodu vyCerpani Zivin potiebnych pro pteziti se n¢které bakterie stavaji pohyblivé a
pifemistuji se za zdrojem potravy. Jiné bakterie zas dokazi produkovat enzymy a
vyuzivat alternativni zdroje. Casto dochazi k rychlym zméndm v genové exprese, &imz
dochazi k doasnym fenotypovym zménam bunky, které umoznuji pteziti. Mnohem
sofistikovangj$i zpusob, jak prezit extrémni podminky, je tvorba endospor
charakteristickych pfedevSim pro grampozitivni bakterie. K tomuto slozitému
vyvojovému procesu, zvaném sporulace, dochazi casto pii velkém nedostatku
potfebnych zivin. Umoznuje bakterii vytvaret latentni a vysoce rezistentni buiky
k zachovani genetické informace v obdobi extrémniho stresu. Endospory vznikaji a jsou
Ziveny v matetské buiice, kterd po Case za¢ne lyzovat a uvoliiovat spory do okolniho

prostiedi (Cornell University; McKenney et al., 2013).

Endospory (dale jen spory) jsou schopny pieckat podminky, které by bakterie
normalné nepiezily. Vykazuji vysokou odolnost vici extrémnim fyzikalnim a
chemickym vlivim jako jsou vysoké teploty, silné UV zafeni, vysouSeni, chemicka
poskozeni ¢i enzymatické Stépeni (Cornell University). K jejich pieziti bez Zivin a
Vv drsnych podminkach napomaha pravdépodobné to, Ze je jejich metabolismus utlumen
a jsou Castecn€ dehydratované. Jak dlouho takto spory dokaZzi ptezit neni presn€ znamo,
avSak odhaduje se, ze to muze byt az nékolik tisic let. Byly vSak izolovany
Zivotaschopné spory ze vzorku suSenych rostlin z roku 1640 nebo spory bakterie

Bacillus anthracis z laboratofe Luise Pasteura staré 60 let (McKenney et al., 2013).

Jsou znamy dvé tfidy kmenu Firmicutes, které vytvati spory evoluéné zachovalym
mechanismem — aerobni Bacillaceaec a anaerobni Clostridia. Do téchto tiid spadaji
patogenni bakterie B. anthracis a Clostridium difficile a modelovy organismus Bacillus
subtilis. Béhem sporulace dochazi k asymetrickému déleni bunky, replikuje se DNA a
do obou vzniklych ¢asti je umisténa kopie genomu buiiky. Béhem nasledujicich 8 az 10
hodin se z mensi vzniklé casti zvané prespora, vyvine zrald spora schopna chranit
genom. Po uvolnéni spory do okolniho prostiedi muize takto ptetrvavat, dokud se
zivotni podminky nezleps$i nebo zaéne kli¢it zpét do vegetativniho stadia (McKenney et

al., 2013).
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2.2.1 Sporulace bakterie Bacillus subtilis

Za priznivych podminek se B. subtilis déli binarnim Stépenim piiblizné kazdych
30 minut, kdy vznikaji dvé geneticky identické a morfologicky podobné dcefinné bunky
(de Hoon et al., 2010; Decker a Ramamurthi, 2017). Dojde-li v8ak k vyCerpani Zivin,
zacne se bakterie na pocatku své staciondrni faze asymetricky délit na dvé casti, vetsi
matefskou a mensi prosporu (Obr. 5), ktera se pozdé&ji stava sporou. Jde o prvni krok
sporulace, ktery je iniciovan fosforylaci hlavniho regulatoru sporulace — transkripcniho
faktoru SpoOA. Fosforylovany SpoOA reguluje dalsi geny, které se podili na
asymetrickém rozdé¢leni buiiky a aktivaci sigma faktord specifickych pro sporulaci.
V dal$im kroku matetskd buiikka pohlcuje prosporu procesem podobny fagocytéze a
postupné dochazi k utvaieni dvojité membrany. IThned po pohlceni se zacinaji vytvaiet
dvé ochranné vrstvy — ktra, sloZzend z peptidoglykanu nachdzejici se mezi vnitini a
vnéj$i membranou a proteinovy plast’ vyskytujici se na povrchu prospory. Syntéza
peptidoglykanovych prekurzorl a proteint plasté probiha v matetské buiice. Nakonec je
jadro prospory dehydratovano, dochazi k 1yzi matefské buniky a uvolnéni spor do
okolniho prosttedi (McKenney et al., 2013; Decker a Ramamurthi, 2017). Cely tento
proces trva ptiblizné 8 az 10 hodin (de Hoon et al., 2010).

Prospora

P

/\ burika

Vegetativni
cyklus

Binarni
déleni

Septum

Plast

’ ‘ N\ Vnéjsi membrdna
prospory
Asymetrické déleni Pohlceni ' Kbra

buriky prospory

Vnitfni membrdna
Chromozom Sporulace prospory

\)
' Pozdni
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(=)
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Obr. 5: Proces sporulace bakterie Bacillus subtilis (pfevzato a upraveno dle McKenney et al.,
2013)
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2.2.2 Struktura zralé spory
Odolnost spor lze castecné vysvétlit jejich jedine¢nou bunécnou strukturou. Sklada se

z n€kolika vrstev. Nejsvrchnéjsi vrstva, zvana plast’ (Obr. 6), je tvofena hlavné proteiny
a poskytuje pfedev§im chemickou a enzymovou rezistenci. U nékterych spor (napf.
bakterie B. anthracis) se nad plastém vyskytuje jesté exosporium. Pod plastém je velmi
silnd vrstva peptidoglykanu — kura, kterda napomaha v odolnosti proti vysokym
teplotdm. Dalsi vrstvou je zadrode¢na bunécna sténa, ktera se po vykliceni spory stava
bunécnou sténou bakterie. Posledni nejspodné€jsi vrstvou je vnitini membrana, ktera
tvoii hlavni bariéru pfed propustnosti skodlivych chemickych latek do jadra spory, které
obsahuje bunécnou DNA, ribozomy a velké mnozstvi kyseliny dipikolinové (az 10 %
susiny spory). Kyselina dipikolinova je syntetizovana V mateiské buiice a spolu
s bivalentnimi kationty (obvykle Ca?*) je ukladana v jadie prospory, kde zpiisobuje jeho
dehydrataci a mineralizaci. VSechny vrstvy, kromé& zarodeéné bunéc¢né stény, jsou
v prubéhu kliceni odstranény (Cornell University; Errington, 2003; McKenney et al.,
2013).

2.2.3 Germinace bakterialnich spor
Germinace neboli kli¢eni spor je prvnim rozhodujicim krokem pfi navratu zpét k

vegetativnimu rlstu a je vyvolano Zivinami, které se nékdy nazyvaji jako germinanty.
Mezi tyto Ziviny obecné patii aminokyseliny, sacharidy nebo purinové nukleosidy.

Existuji také riizné kombinace zivin, které vyvolaji kli¢eni spor, napt. smés asparaginu,

Plast

Vnéjsi membrana

Ktra

Zarodecna bunécna sténa

Vnitfni membrana

Obr. 6: Struktura  bakterialni endospory (pfevzato a upraveno dle

https://micro.cornell.edu/research/epulopiscium/bacterial-endospores)
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glukosy, fruktosy a K* iontii. Béhem nékolika vtefin spora za¢ne kli¢it a pokracuje v
ném i bez piitomnosti germinantti. Dale v prib&hu klieni se z jadra spory uvolni H,
monovalentni kationty a Zn?*. Uvolnéni H* vede ke zvyseni pH jadra z 6,5 na 7,7
poticbné pro metabolismus spory. V dalsim kroku dojde kuvolnéni kyseliny
dipikolinové a Ca?*. Kyselina dipikolinovéa je nahrazena vodou, coz mé za nasledek
zvySeni hydratace jadra, ktera zpiisobi urcity pokles rezistence vic¢i vysokym teplotam.
Poslednimi kroky jsou hydrolyza peptidoglykanové kury a dalsi piijem vody do jadra.
Po proteolytickém odstranéni proteinti chranici genom dochazi k nastartovani

metabolismu a buika zacina rust (Setlow, 2003).

Jak uz bylo zminéno, tak typickymi germinanty (latky iniciujici klieni spor) u
kmenti Bacillus a Clostridia jsou sacharidy, nukleosidy a aminokyseliny. Avsak o
spusténi kliceni spor u bakteric P. larvae se toho moc nevi. Alvarado et al. (2013)
testovali schopnost n€kolika metabolitti, které by iniciovali kli¢eni spor a zjistil, ze silné
u¢inky vykazovali kyselina moc¢ova a L-tyrosin. Dale testovali jejich purinova analoga
indol a fenol a zjistil Ze vykazuji inhibi¢ni ucinky vuci kliceni spor. Po methylaci indolu
Vv poloze C3, C5 nebo C7 nedoslo k zddné zmén¢ inhibi¢niho ucinku, avSak methylace

v poloze N1 vedla k inaktivaci inhibice.
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2.3 Prirodni antimikrobialni latky

Ptirodni latky jsou diky svym lé¢ivym ucinkiim vyuzivany jiz od nepaméti. Existuji
naptiklad dikazy, ze Neandrtélci, Zijici priblizné pied Sedesati tisici lety, vyuZzivali
rostlinu z rodu Alcea, ktera je dodnes v nékterych cCastech svéta stale pouzivana.
Biologicka aktivita pfirodnich latek mize kromé antibakterialnich ucinkti zahrnovat
také ucinky antimykotické, antivirové ¢i antiparazitické. Mnohé maji schopnost ptisobit
protizanétlivé nebo antioxida¢né. Diky témto poznatkim dochédzi k neustalému
rozSifovani vyzkumu a zkoumani jejich uplatnéni v mediciné napft. pfi 1é¢bé infekcnich
chorob (Kalemba a Kunicka, 2003). Jednim z duvodi vyuzivani pfirodnich latek s
antimikrobialnimi G¢inky je vzrustajici rezistence bakterii proti antibiotikiim (Chouhan

etal., 2017).

Zdrojem pfirodnich latek jsou pfevazné rostliny, které maji schopnost syntetizovat
aromatické latky. Tyto latky slouzi vétSinou k ochrané p¥ed mikroorganismy, hmyzem
nebo bylozravci. Nékteré z nich také zpusobuji typickou vini rostlin (terpenoidy) nebo
jsou zodpovédné za jejich zbarveni (chinony, tfisloviny). Velka ¢ast téchto sloucenin
patii mezi fenoly nebo se jedna o jejich kyslikaté derivaty. Rostlinné antimikrobialni

latky mizeme rozdé€lit do nékolika skupin (Cowan, 1999).

2.3.1 Fenoly a polyfenoly

Jednoduché fenoly a fenolové kyseliny patii do skupiny jednodussich bioaktivnich latek
tvofenych jednim substituovanym fenolovym kruhem. K nejbéZnéjSim zastupciim
fadime kyselinu Skoficovou a kavovou (Obr. 7), jejichz struktura je odvozena od
fenylpropanu. Cowan (1999) uvadi, ze umisténi a pocet hydroxylovych skupin na
fenolovém kruhu souvisi s mirou jejich toxicity vii¢i mikroorganismiim. Se zvySujicim
se poctem hydroxylovych skupin toxicita roste. Fenoly, majici v poloze C3 postranni
fetézec V niz§im oxidacnim stupni a bez ptitomnosti kysliku, nazyvame esencialni oleje,

které se vyznacuji antimikrobialnimi u¢inky (Cowan, 1999).

HO\ / \ \ / \

HO o
HO—\\ HO N
0

Obr. 7: Struktury kyseliny kavové a kyseliny skoficové
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Chinony jsou aromatické slouceniny se dvéma vazanymi karbonylovymi skupinami.
Kromé toho, ze jsou zdrojem stabilnich volnych radikald, maji také schopnost vytvaret
s nukleofilnimi aminokyselinami Vv proteinech ireverzibilni komplexy, coz vede
k inaktivaci proteinu a ztrat¢ jeho funkce. V bakterialni bufice reaguji pravdépodobné
s povrchovymi adheziny, peptidy bunéénych stén a enzymy vazanymi V membrang.
Diky této schopnosti se chinony jevi jako velmi Gi¢inné l1atky s antimikrobialnimi ucinky

(Cowan, 1999).

Dalsi skupinou jsou flavonoidy, které se na rozdil od piedchozich dvou skupin tadi
mezi polyfenoly. Jedna se o sekundarni metabolity produkované ve vSech vysSich
rostlinach, jejichz role je chranit rostlinu pfed patogeny a reagovat na ruzné stavy
abiotického stresu (Daglia, 2012). Co se struktury tyce, jde o hydroxylované fenolické
slou¢eniny odvozené od kyslikatého heterocyklu flavanu (Obr. 8) tvoteného ze dvou
benzenovych kruhti spojenych heterocyklickym pyranem. Jejich antimikrobidlni aktivita
je pravdépodobné déna schopnosti vytvaiet komplexy s extracelularnimi rozpustnymi
proteiny a slozkami bunééné stény bakterie. Mikrobidlni membranu dokazou narusit

také lipofilni flavonoidy ( Bravo, 1998; Cowan, 1999).

2.3.2 Terpenoidy a esencialni oleje
Esencialni oleje jsou piirodni tékavé latky ziskané jako sekundarni metabolity rostlin a

antioxidacni, odpuzovace hmyzu) (Alonso-Salces et al., 2017). Hlavni slozkou jsou
terpeny (CioH1e), jejichz zakladni skelet je tvofen izoprenovou jednotkou (Obr. 6).
Mohou se vyskytovat jako diterpeny (Coo), triterpeny (Caso), tetraterpeny (Cao) ¢i jako
hemiterpeny (Cs) a seskviterpeny (Cis). Pokud terpeny ve své struktuie obsahuji jesté
jiny prvek, nejcastéji kyslik, nazyvaji se terpenoidy. K nejznaméjsim zastupctim patii

kafr (monoterpen), farnesol a artemisinin (seskviterpeny) (Cowan, 1999).

o
. " | H,C
N H
| 7N\
= H,C CH,

Obr. 8: Struktury flavanu a isoprenu

15



Terpeny a terpenoidy dokazi potlacit rist bakterii, hub, vird i prvoku. Jejich
mechanismus U¢inku neni zcela znamy, ale pravdépodobné je zpusoben lipofilnimi
vlastnostmi terpenti, u¢innosti jejich funk¢nich skupin a jejich rozpustnosti ve vodé. Ve
fosfolipidové membrané zplisobuji inhibici transportu elektronti nebo translokaci
proteinti, coz vede naruseni bakterialni membrany (Cowan, 1999; Dorman a Deans,
2000).

2.3.3 Alkaloidy

Alkaloidy jsou velkd a strukturné velmi rtznorodd skupina pfirodnich latek
mikrobialniho, rostlinného a Zivo€isného plivodu. Jedna se o heterocyklické slouc¢eniny
obsahujici vétSinou jednu molekulu dusiku. Jsou schopné odstraniovat toxicky
singletovy kyslik (vedlejsi produkt fotosyntézy) a také plisobi jako fytoalexiny (chrani
rostlinu pfed infekci). Diky svym rozmanitym ucinkim jsou hojné vyuzivany
v medicing jako naptiklad analgetika (kodein), stimulanty centrdlni nervové soustavy
(brucin) ¢i jako antihypertenziva (efedrin). Jejich uc€inky inspirovaly vyvoj né€kolika
antimikrobialnich 1é¢iv a u nékterych 1éku tvofi alkaloidy zakladni strukturu (Cushnie et
al., 2014).

Prvnim lékatsky uzitecnym alkaloidem izolovanym na pocatku 19. stoleti byl morfin.
K dalezitym zéastupcim alkaloidi patii také berberin, ktery je potencionalné ucinny
proti trypanozomam a plasmodiim. Jeho mechanismus G¢inku je pfipisovan schopnosti

vmezefovat se do bakterialni DNA (Cowan, 1999).

2.3.4 Propolis

K pfirodnim latkdm majici antibakterialni uinky patii také propolis, jehoz piivodem
jsou rostlinné pryskyftice. Diky jeho mechanickym vlastnostem jej véely vyuzivaji jako
stavebni material k zad€lavani trhlin v ulu, ale taky jako ,,dezinfekéni prostredek™ kviuli
jeho antibakterialnim vlastnostem. Jeho slozeni zavisi jak na zdroji pryskyfice, tak i na
geografickém ptuvodu. Mezi hlavni slozky propolisu, které jsou taky zodpovédné za
antimikrobialni ucinky, patii flavonoidy, aromatické kyseliny, diterpeny a fenoly (Silici
a Kutluca, 2005; Bilikova et al., 2013). Zajem o pfirodni latky v boji proti vcelim
patogeniim velmi stoupd a nahrada pesticidl a antibiotik za vceli propolis se jevi jako
dobra alternativa. Simone et al., 2009 ve své studii prokazali, ze vcelstva osetfovana
propolisovym postiikem, obsahovala ve svych tlech méné bakteridlnich patogenti nez

kontrolni uly bez oSetfeni. Bylo provedeno nékolik in vitro testd (difuzni testy,
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stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace) na antibakteridlni aktivitu propolisového
extraktu proti P. larvae a ve vSech experimentech dochazelo k inhibici rustu P. larvae
(Antunez et al., 2008; Bastos et al., 2008).

2.3.5 Materi kaSicka

Mateti kaSicka (RJ, royal jelly) je mlécna bila tekutina sekretovana hltanovymi a
mandibularnimi zlazami délnic. Hlavni slozky RJ a délka krmeni urCuje, zda se larvy
je ptiblizn¢ 6-8 tydnd (letni generace) nebo 5-8 mésicti (zimni generace), zatimco
matka, ktera je stale zivena RJ, mlze zit Ctyfi az pét let. I kdyZ jsou vceli matka a
délnice geneticky totozné, znacné se lisi ve svych fenotypovych, fyziologickych a
funk¢nich vlastnostech. Zatimco larvy matek jsou krmeny pouze mateti kaSickou, larvy
délnic a trubct jsou krmeny matefi kasickou obohacenou o pyl a med. Je tedy ziejmé,
ze RJ ma znaény vliv na diferenciaci larev do subpopulaci délnic a matky (Vezeteu et
al., 2017; Ramanathan et al., 2018). Mezi hlavni slozky RJ patii sacharidy, peptidy,
bilkoviny, tuky a slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti, které spolu s peptidy
hraji hlavni roli v boji proti patogenim. Prvnimi objevenymi latkami s antimikrobialni
aktivitou byly kyselina 10-hydroxy-2-decenova a antimikrobialni peptid defensinl
(n€kdy oznacovany jako royalisin). Proti gramnegativnim bakteriim nema defensinl
zadny uc¢inek (Fujiwara et al., 1990), avsak proti grampozitivnim bakteriim vykazoval
specifickou aktivitu i pfi nizkych koncentracich (Fujiwara et al., 1990). Dalsimi
identifikovanymi proteiny v mateti kaSi¢ce jsou apalbuminy, konkrétné nejcastéji
vyskytujici se apalbumin-2 a apalbumin-2a. Antimikrobialni aktivita proti P. larvae
byla vSak zji$téna jen u apalbuminu-2a (Bilikova et al., 2009). VSechny tyto hlavni
proteiny spadaji do jedné velké rodiny oznacované jako MJIRPs (major royal jelly
proteins) a tvoii az 80 % vSech proteini mateti kasicky (Vezeteu et al., 2017;
Alonso-Salces et al., 2017). Celkem bylo identifikovano 9 skupin proteinti oznacené

MJRP1 — 9, které jsou kddovany deviti riznymi geny (Ramanathan et al., 2018).

Prvni identifikovany a zaroven nejcastéji vyskytujici se protein v RJ je MIRP1, jehoz
alternativni ndzvy mohou byt apalbumin 1 nebo royalactin. Monomerni forma tohoto
proteinu vyvolava fyziologické zmény, které vedou k diferenciaci larvy na v¢eli matku,
zkracuje vyvojovy Cas a zvétSuje velikost té€la a vajecnikd. Dal$im velmi castym

zastupcem mateii kaSicky je peptid defensinl vyznacujici se specifickou antibakterialni
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aktivitou proti bakterii P. larvae zpusobujici mor v¢eliho plodu (Ramanathan et al.,
2018).

2.3.6 Med

Med je svoji antimikrobialni aktivitou zndmy uz od starovéku, kdy byl pouzivan k 1é¢bé
ran a jako prevence pted infekci. S nastupem antibiotik se vSak od klinického vyuziti
medu upustilo. Nyni kvuli zvySujici se bakterialni rezistenci proti antibiotikiim zajem o

med s antimikrobialnimi ucinky opét stoupa (Kwakman a Zaat, 2012).

Med je tvotfen z 80 % cukry, predevs§im glukosou a fruktosou, v mensi mife pak
sacharosou a maltosou. Vysoka koncentrace cukrti v kombinaci s nizkym obsahem vody
(méné jak 18 %) vede ke vzniku osmotického stresu, ktery se znacné podili na
antimikrobialni aktivité¢ medu. Mezi antimikrobidlni slou¢eninu medu patii také peroxid
vodiku, ktery vznikd spolu s glukonovou kyselinou pteménou z glukosy enzymem
glukosaoxidasa (EC 1.1.3.4). Tento enzym je v medu piitomen diky v¢elam, u kterych
se piirozené vyskytuje v hltanovych Zlazach. Pfi tvorbé medu jej véely vylucuji do
kvétového nektaru. Roli v antimikrobialni aktivit¢ hraje také pH medu, které je kvili
pfitomnosti organickych kyselin, zejména kyseliny glukonové, pomémé kyselé

(3,2 - 4,5) (Molan, 1992; Kwakman a Zaat, 2012).

Khlavnim vyznamnym antimikrobidlnim slozkam patii také defensinl a
methylglyoxal (MGO) vyskytujici se pfedevs§im v manukovém medu, ale v malé mite
také v medu Revamill. Tyto dva medy patii mezi hlavni medy pouzivané v klinické
praxi. Zatimco manukovy med je produkovan véelami sbirajici nektar ze dfeviny zvané
manuka (balmin kostaty, Leptospermum scoparium) voln¢ rostouci na Novém Zélandu
a v Australii, tak zdrojem medu Revamill jsou rostliny manuka péstované ve sklenikach

(Kwakman a Zaat, 2012; Cornara et al., 2017).

Vysokd koncentrace MGO V manukovém medu je zplsobena pieménou
dihydroxyacetonu vyskytujici se v nektaru kvétd L. scoparium ve vysoké koncentraci.
Tato konverze vznikd neenzymatickou cestou pii skladovani a dozravani medu
(Kwakman a Zaat, 2012). Antimikrobialni peptid defensinl byl prvné izolovan v mateti
kasicce (Fujiwara et al., 1990), avsak Kwakman et al. (2010) zjistili, ze se vyskytuje
také v medu, kde pfispiva k jeho antimikrobidlni aktivité. Defensinl je produkovan
hltanovymi Zlazami v¢elich délnic a sekretovan do nektaru ¢i medovice pii tvorbé medu

(Kwakman et al., 2010).
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K neperoxidovanym sloucenindm v medu muzeme zatadit i fenoly pochézejici
z rostlinného nektaru. Avsak Molan (1992) zjistil, Zze aktivita jednotlivych fenolu
izolovanych z medu je pomérné nizka, proto jejich ucinek k celkové antimikrobialni
aktivit¢ medu zlstava nejasny (Kwakman a Zaat, 2012). V Malajsii védci objevili, Ze
nckteré fenolické frakce vykazuji antimikrobidlni aktivitu, ale pfesna struktura

sloucenin zodpovédnych za tuto aktivitu neni znama (Aljadi a Yusoff, 2003).
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2.4 Rasa Chlorella spp.

Rasy jsou mikroskopické fotosyntetické organismy vyskytujici se v moiské i
sladkovodni vod€. Jednd se o velmi rozmanitou skupinu prokaryotickych a
eukaryotickych mikroorganismu s jednobunécnou nebo jednoduchou mnohobunécnou
strukturou, ktera jim umoznuje rychly rdst i za nepfiznivych podminek. Diky své
jednoduché struktuie dokézou tasy pii fotosyntéze vyuzivat energii ze slunecniho zateni

mnohem rychleji a efektivnéji nez jiné rostliny (Baicha et al., 2016).

Jednou z moznosti, jak mizeme fasy rozdélit, je na zaklad¢ jejich pigmentace —
zelené fasy (Chlorophyta), &ervené fasy (Rhodophyta) a hnédé rozsivky
(Bacillariophyta). Dale mame fasy autotrofni a heterotrofni. Autotrofni fasy pro svij
rust vyuzivaji anorganické latky (CO, dusi¢nanové a fosfatové soli) a svétlo. Mlizeme
mit fotoautotrofy jejichz zdrojem energie je slunecni zéafeni a chemoautotrofni fasy,
které ziskdvaji energii oxidaci anorganickych latek. Na rozdil od autotrofnich fas,
heterotrofni fasy jsou nefotosyntetické a pro svij rist potifebuji externi zdroj
organickych latek. Existuji také tasy, které mohou vyuzivat rizné zdroje energie a
uhliku. Tyto fasy mohou byt fototrofni, heterotrofni nebo oboji a jako zdroj uhliku
vyuzivaji CO2 a organické slouceniny. Témto fasam se fika mixotrofni (Baicha et al.,

2016).

2.4.1 Taxonomické zarazeni
Rod Chlorella patfi mezi nejznaméjsi a nejstudovangjsi skupinu mikroskopickych fas.

Jedna se pfevazné o sladkovodni ubikvitni neboli vSudyptitomnou jednobunécnou fasu,
ktera patii do oddé¢leni Chlorophyta — zelené fasy, tiidy Trebouxiophyceae. N&které
druhy mohou byt i moiské, symbiotické ¢i suchozemské. Pomoci fyziologickych a
biochemickych vlastnosti, ultrastruktury a molekularnich dat (18S rRNA) dosp¢li Friedl
(1995) a Huss et al. (1999) k zavéru, ze se Chlorella v ramci Chlorophyta déli do dvou
tiid — Trebouxiophyceae a Chlorophyceae. Soucasné navrhli, aby se do prvni tiidy
zaradil tzv. pravy rod Chlorella zastoupen pouze péti druhy - Ch. vulgaris, Ch.
pyrenoidosa, Ch. lobophora, Ch. sorokiniana a Ch. kessleri. Zakladnim spolecnym
znakem téchto péti druhi je pfitomnost glukosaminu jako hlavni slozky bunécné stény a
dvojity thylakoid rozdélujici matrix pyrenoidu (bilkovinné télisko obsahujici aktivni
enzym ribulosa-1,5-bisfosfat-karboxylasa/oxygenasa, zkracené RUBISCO) na dv¢ ¢asti.
Dale do této tfidy patii jest¢ druhy Ch. protothecoides, Ch. ellipsoidea, Ch. krabilis, Ch.

saccharophila a Ch. luteo-viridis. Do tiidy Chlorophyceae pak podle tohoto navrzeného
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ukazaly, ze morfologické znaky, typické pro rod Chlorella, se vyskytuji i u dalsich
liniich vramci tfidy Trebouxiophyceae a Chlorophyceae, proto se Vv nékterych
literaturach objevuje vyraz ,,Chlorella-like“ (tedy néco jako Chlorella-podobny), ktery
byva v kontextu spojen s druhy, kmeny nebo pravé morfologickymi a jinymi znaky
(Neustupa et al., 2009). Zastupci rodu Chlorella, ze tiidy Trebouxiophyceae, se fadi do
Celedi Chlorellaceae, ktera se rozdéluje na dvé sesterské skupiny — Parachlorella
(Parachlorella-clade) a Chlorella sensu stricto (Chlorella-clade) (Krienitz et al.,
2004).Toto rozdéleni bylo vytvofeno za pomoci analyz zalozenych na ultrastruktuie,
zejména na syntéze bun&né stény autospor u druhti obou skupin (Yamamoto et al.,

2005) a je v soucasné védecké sféte prijatelné (Obr. 9).

2.4.2 Tvar a struktura burnky
Bunky fas rodu Chlorella byvaji vétsinou kokalniho, kulovitého, sférického az

elipsoidniho tvaru o rozmérech 5 — 10 um (Obr. 10). V zavislosti na fad¢ faktoru (stafi,
ziviny, environmentalni ¢i kultivacni podminky) se u stejného druhu muize velikost i
tvar jednotlivych bundk mirné lisit. Casto Ziji samostatn&, ale mohou vytvafet i kolonie
pfi maximalnim poctu 64 bunck a vétSinou bez slizového obalu. Biciky se u fas v Zddné
fazi bunééného cyklu netvoii (Bock et al., 2011).

V kazdé buiice se nachazi jedno velké kulovité jadro a jeden pyrenoid, ktery vSak
muze chybét (Bock et al., 2011). Je-li pyrenoid pfitomen, je uloZzen centralné a v jeho
okoli se vyskytuje homogenni matrix z granularnich Skrobovych zrn, kterou prochazi
dva pary thylakoidnich lamel (Némcova a Kalina, 2000). Nedilnou soucasti bunky je
taky jedna mitochondrie a mikrotélisko nachazejici se v blizkosti pyrenoidu. V mistech,
kde mitochondrie prochazi skrze chloroplast, se vytvaii trojrozmérnd retikuldrni sit’,
ktera je pro jednobunécné organismy z fiSe Plantae pomérné bézna (Atkinson et al.,
1972). V jednom chloroplastu, ktery kazda bunka obsahuje, jsou ulozena zakladni
fotosynteticka barviva chlorofyl a a b a dale pak lutein, B-karoten, neoxantin a
violaxantin. Na povrchu bunky se nachazi bunécna sténa, kterd tvoti priblizné 13,6 %
suché hmotnosti buiiky. Tloustka bunééné stény zavisi na rychlosti jejiho ristu. Cim
pomaleji roste, tim jsou stény buiky tlustsi (Némcova a Kalina, 2000). Pomoci
elektronového mikroskopu mizeme bunécnou sténu pozorovat jako dvé vrstvy, které

spolu s dalSimi slozkami stény vytvaii kontinualni matrix (Northcote et al., 1958).

21



Chlorella lobophora SAG 37.88 FM205833

Chlorella vulgaris SAG 211-11b FM205832

Chlorella sorokiniana SAG 211-8k FM205834

Didymogenes anomala SAG 18.91 FM205839

Actinastrum hantzschii SAG 2015 FM205841

Chlorella Micractinium sp. CCAP 211/11F FM205877
clade 100*

Meyerella planktonica Itas 2/24 S-1w AY543040 + AY543045

Hegewaldia parvula CCAP 283/1 FM205842

Dictyosphaerium sp. UTEX731 GQ176861

100/93/88
Dictyosphaerium sp. SAG70.80 GQ176860
Dictyosphaerium sp. CCAP 222125 GQ176862
59/-/80] Dicloster acuatus SAG 41.98 FM205848
90/100/99 Closteriopsis acicularis SAG 11.86 FM205847

— Dictyosphaerium ehrenbergianum CCAP 222/57 GQ176855
Dictyosphaerium ehrenbergianum CCAP 222/11A GQ176854
100"} pictyosphaerium ehrenbergianum UTEX75 GQ176856

Dictyosphaenium ehrenbergianum CCAP 222110 GQ176857

100* 100*
Dictyosphaerium ehrenbergianum CCAP 22214 GQ176858
72/90/99-|-_

Parachlorella

clade Dictyosphaerium ehrenbergianum CCAP 222/23 GQ176859

100* | Dictyosphaerium sp. ACOI 1988 GQ176863

l Dictyosphaerium sp. CCAP 22211C GQ176864

97/93/80 —— Parachlorella bejerinckii SAG 2046 FM205845
ML /MP / NJ

100" Parachlorella kessleri 1AM C-143 AB162911

100* Strain BAFC CA10, Laguna Verde, Argentina HM744739

0.02 Parachlorella kessleri SAG 211/11g FM205885

Obr. 9: Nejpravdépodobnéjsi fylogeneticky strom rodu Chlorella. Za kazdym nazvem druhu je
nazev piislusného kmene a piistupové &islo do databaze GenBank. Cisla jednotlivych uzli
pfestavuji bootstrap hodnoty (stupent podpory jednotlivych vétveni vzhledem k vstupnim datiim)
pro metody maximum likelihood (ML), maximum parsimony (MP) a neighbor joining (NJ).
100* znamena 100% podpofeni vSemi tfemi metodami (pfevzato od Juarez et al., 2011).
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Obr. 10: Fotografie bunééné kultury fasy druhu Chlorella sorokiniana (pfevzato z
http://botany.natur.cuni.cz/algo/database/node/104).

Primeérné zastoupeni jednotlivych sloZzek bunécné stény je nésledujici:
= proteiny (27 %)
= lipidy (9,2 %)
» q-celuloza (15,4 %)
» hemiceluldza (31 %)
= glukosamin (3,3 %)
= popelovina obsahujici zelezo a vapnik (5,2 %).

V porovnani s bunécnou sténou u jinych rostlinnych bunék je obsah proteinti
pomérné vysoky a nékteré mohou byt seskupeny ve formé glykoproteind i
s hemicelul6zou. Hemiceluloza udava tvar bunky, zajistuje jeji pevnost a obsahuje
hlavné polysacharid galaktosu, dale pak manosu, arabinosu, xylosu a rhamnosu.
Hlavnimi zastupci sacharidii a-celulozy jsou galaktosa, arabinosa, manosa, xylosa a v

zavislosti na obsahu glukosy také rhamnosa (Atkinson et al., 1972).

2.4.3 Pozitivni ucinky rasy Chlorella spp.

Diky riznym fyziologickym, biochemickym a molekularnim strategiim, jsou fasy velmi
odolné vii¢i stresu a jsou schopny produkovat tadu bioaktivnich latek jako jsou
organické kyseliny, sacharidy, proteiny, peptidy, aminokyseliny, enzym ¢i antibiotika
(Skulberg, 2014). Tyto latky vykazuji né€kolik pozitivnich u¢inkt na zdravi ¢lovéka i
zvitat. Jednd se napf. o detoxikaci, regeneraci, posileni imunitniho systému nebo
podporu krvetvorby. Podle nékterych autori se Chlorella oznacuje jako "dopln€k

energie a vitality" s terapeutickymi vlastnostmi, které obecné zlepsuji zdravi organismu,
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zejména posiluji imunitni systém a zvysuji té€lesnou odolnost proti infekcim (Cebotari et
al., 2017). Také mohou béznou stravu obohacovat o fadu mineralti ¢i vitamint, proto se
Casto uzivaji jako dopliiky stravy. Nejéastéji v podob¢ prasku, tablet, kapsli ¢i tekutin
nebo se ptidavaji ptimo do bé&Znych potravin a napoju (téstoviny, chleba, susenky, Caje,
pivo, jogurty apod.) Mezi komeréné nejpouzivanéj$i rody ze skupiny zelenych ftas
(Chlorophyta) patii  Botryococcus, Chlamydomonas, Chlorella, Dunaliella,
Haematococcus, Parietochloris a Scenedesmus. Srustem celkové populace a
zvySujicim se zajmem o zdravy zZivotny styl, jsou fasy ucelové a masové kultivovany

(Becker, 2004; Cardozo et al., 2007).

2.4.3.1 Zakladni Ziviny

Jeden z hlavnich divodd, pro¢ se zacalo ptremyslet o fase Chlorella jako o unikatnim
doplnku stravy, je vysoky podil proteint vV biomase (az 58 %). Jejich obsah je az tiikrat
vetsi nez v hovézim a kufecim mase a dvacetkrat vétsi nez v ryzi nebo bramborech.
Tyto proteiny obsahuji vSechny aminokyseliny, které jsou pro cloveka i zvifata

esencialni (Tab. 1), proto je jejich nutri¢ni hodnoto pomérné vysoka. Diky jejich malé

Tab. 1: Procentualni zastoupeni esencialnich aminokyselin u fasy Chlorella spp. (dle Bewicke a
Potter, 1984).

\ o -
Nazev Zkratka Yo suché biomasy Hlavni G&inky
aminokyseliny Chlorella spp.
proti inave,
fenylalanin Phe 4,03 depresim, bolesti,
produkce kolagenu
histidin His 1,55 esencialni v détstvi
izoleucin lle 4 proti ochabovani
svalstva
leucin Leu 6 proti bolesti,
podpora hojeni
proti opariim,
. viram, produkce
lysin Lys 6,09 kolagenu a
protilatek
methionin Met 1,55 eliminace EeZkyCh
kovu
threonin Thr 3,25 posileni imunity,
’ produkce kolagenu
pro klidny spanek,
mentalni zdravi -
tryptofan Trp 1,27 orodukce
serotoninu
valin Val 4,58 neurotransmiter
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molekulové hmotnosti jsou proteiny z fas, v porovnani s zivociSnymi proteiny lépe a
rychleji vstfebavany travicim traktem. Rasy jsou také schopny produkovat proteiny az
s padesatkrat vétsi efektivitou nez jiné plodiny bohaté na proteiny (napf. soja) (Lee a
Rosenbaum, 1987). Pti pravidelné konzumaci této fasy je zajiSténa stabilni hladina
cukru v krvi a organismus tak nema sklon k hypoglykémii (Pitchford, 2003).

Dalsi nutricné vyznamnou slozkou fas jsou sacharidy. Mezi dulezité pati zasobni
polysacharid B-1,3-glukan, ktery patii taky do komplexu latek znamych pod zkratkou
CFG (Chlorella Growth Factor, viz nize). Dokaze podporovat produkci interferonu a
makrofagl, tedy slozek imunitniho systému, ¢imz dochdzi k pohlcovani volnych
radikalii a organismus je tak 1épe chranén pted virovymi a nddorovymi nemocemi. Pro
své hydratacni a regeneracni vlastnosti byva tento glukan soucésti i kosmetickych
ptipravku (Posten a Walter, 2012).

Lipidy a mastné kyseliny (MK) jsou dalsi dulezitou slozkou tas. Maji zde funkci
zasobni a také jsou to hlavni komponenty bunénych membran. Na zakladé chemické
struktury miizeme MK rozd¢lit do dvou skupin — nasycené a nenasycené. Nasycené MK
jsou povazovany za zdravi nebezpecné, nebot’ zvySuji hladinu cholesterolu a negativné
pusobi na kardiovaskularni systém. Nenasycené MK dé¢lime dale na mononenasycené a
polynenasycené, které maji na organismus spiSe neutralni vliv, avSak konzumace
trans-nenasycenych MK ma vyrazné negativni u¢inek (Tvrzicka et al., 2011).

Rasy rodu Chlorella jsou za uréitych environmentalnich podminek (svétlo, teplota,
pH) schopny ve svych bunkach shromazdovat pomérmné velké mnoZstvi
polynenasycenych MK (az 60 % suché hmotnosti), které jsou pro zdravi clovéka velmi
dulezité. Nejen ze prispivaji ke snizovani cholesterolu v Kkrvi, ale také maji
antikoagulacni a antiarytmické G€inky a pfiznivé plisobi na kardiovaskularni systém.
jsou u tasy Chlorella kyselina linolova, a-linolova, y-linolova a palmitova (Sansawa et
al., 2006; Bishop a Zubeck, 2012).

Dale Chlorella obsahuje pres 20 vitamint a fadu minerali. Celkové mnozstvi je
srovnani jsou uvedena jeSté ruducha Porphyra (Cesky fasa nori) pouzivana pro ptipravu
Sushi pokrmu.

Na detoxikaci a pro podporu spravné c¢innosti trdviciho ustroji ma znacny podil
vlaknina, ktera u Chlorelly tvoii 5 % suché biomasy a nachdzi se v bunééné sténé

(Bishop a Zubeck, 2012).

25



2.4.3.2 Specifické bioaktivni latky
Jednou z hlavnich slozek vyssich rostlin, sinic a fas je chlorofyl. Jedna se o zeleny

pigment rostlin, ktery ma na cClovéka velmi piiznivé ucinky. UZ samotny nazev
Chlorella napovida, Ze tato fasa patii mezi nejbohatsi zdroje chlorofylu z celé tise
rostlin (Plantae). Jeho mnozstvi mlze Casto piesahovat i 7 % zcelkové bunécné
hmotnosti, coz je az desetkrat vic nez u sinice Spirulina. U potravin obsahujici chlorofyl
se jeho obsah pohybuje okolo 1 — 4 % z celkové hmotnosti (Bewicke a Potter, 1984).
tézké kovy jako jsou arsen, kadmium, méd’, olovo a dalsi latky pro télo toxické. Dale
chlorofyl zabraiiuje vzniku zubniho kazu, eliminuje zépach z ust a také urychluje hojeni
ran, nebot inhibuje rist bakterii. Plsobi i proti viedim a nejriznéj$im zanétim
(zaludku, stfeva, kiize). Pozitivni vliv ma i na produkci vitamint A, E a K, kdy aktivuje
enzymy nutné¢ pro produkci téchto vitamint. Chlorofyl by mél byt zatazen také do
jidelnicku téch, kteti trpi vysokym krevnim tlakem, onemocnénim jater, anémii nebo
zacpou (Pitchford, 2003).

Karotenoidy jsou vétSinou zluté nebo oranzové pigmenty rozpustné v tucich, jejichz
chemicka struktura vychazi zizoprenovych jednotek. Rozdé€luji se na dvé zékladni
skupiny — karoteny, které obsahuji pouze uhlovodiky a xantofyly, coz jsou derivaty
B-karoten, ktery je nejen zdrojem vitaminu A, ale také patfi mezi vyznamné
antioxidanty. Pohlcovanim reaktivnich forem kysliku v buiikdch potlacuje oxidativni
stres, ¢imz pomaha ptedchazet vzniku rtiznych chronickych chorob véetné rakoviny,
kardiovaskularnich onemocnéni ¢i osteopordzy. Nejlep$im producentem B-karotenu je
zelena fasa Dunaliella salina, ktera obsahuje az 10 % v susing. f-karoten se da vyrabét i
synteticky, ale jeho ucinnost neni tak vysoka jako z pfirodnich zdroji, a navic jeho cena
je pomérné vysoka (pfiblizn¢ 2500 USD za jeden kilogram ¢istého B-karotenu). Z téchto
divodu se jeho ziskavani z fasové biomasy stava jesté atraktivnéjsi (Baky a El-Baroty,

2013).
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Tab. 2: Zastoupeni vitaminti a minerald u fasy Chlorella a ruduchy Porphyra (Nori) (a -
Bewicke a Potter, 1984; b - MacArtain et al., 2007).

Mnozstvi suché biomasy na 100 g

Nazev
Chlorella spp.? Porphyra

umbicilicalis
B-karoten — A 180 mg 23,83 mg
Vitaminy rozpustné v tokoferol — E 10,5 mg 1,4 mg
tucich kalciferol — D 0,73 mg neuvedeno
fylochinon — K1 3,21 mg neuvedeno
thiamin — B1 2,56 mg 0,96 mg
riboflavin — B2 4,8 mg 3,4 mg
niacin — B3 23,8 mg 8,95 mg
. kys. pantotenova — B5 4,68 mg neuvedeno
Vitaminy rozpustné ve
vodeé pyridoxin — B6 2,4 mg 1,5mg
kys. listova — B9 1,3mg 12,5 mg
kobalamin — B12 0,42 mg 0,029 mg
kys. L-askorbova — C 34 mg 161 mg
biotin—H 0,39 mg neuvedeno
draslik 952 mg 1602 mg
fosfor 959 mg 720 mg
hot¢ik 315 mg 233,9 mg
jod 0,6 mg 0,54 mg
mangan 4,2 mg 2,53 mg
Mineraly
meéd’ 0,08 mg 0,57 mg
sodik 54 mg 728,2 mg
vapnik 450 mg 359 mg
zinek 71 mg 3,29 mg
zelezo 167 mg 10,5 mg

Ze skupiny xantofyld je dilezity lutein, ktery tvofi az 50 % vSech obsaZenych
karotenoidl. Je vyznamny zejména v prevenci okularni degenerace (poskozeni centralni
¢asti o¢ni sitnice) a Sedého zakalu (Bishop a Zubeck, 2012).

Chlorella ristovy faktor (CGF — Chlorella growth factor) je ve vodé rozpustny
komplex, ktery tvoii u tasy Chlorella pyrenoidosa pfiblizné 5 % celkové bunécné

hmotnosti (Merchant a Andre, 2001). Je bohaty zejména na nukleové kyseliny DNA a
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RNA, ale dale obsahuje taky proteiny (56,6 %), volné aminokyseliny (42,59 %),
peptidy, vitaminy (1,7 %), mineraly a sacharidy (4,8 % - hlavné glukosu, ale i manosu,
rhamnosu, arabinosu, galaktosu, xylosu) (Bewicke a Potter, 1984; Han et al., 2004).

CGF byl poprvé izolovan v 50. letech doktorem Fujimaki v Tokyu, kde az nasledné
experimenty prokdzaly, ze je tento komplex latek zodpovédny za rychly riist a déleni
bunék u fasy Chlorella. Prvni pokusy byly provadény na mlad’atech krys, kraliku, slepic
a prasat, kterym byla do krmiva ptfidavana fasa. Rychlost rtstu takto krmenych mlad’at
byla mnohem vé&tsi (az o 45 %) v porovnani s kontrolni skupinou (Lee a Rosenbaum,
1987).

Velky vyznam ma CGF pfi hojeni a regeneraci lidského téla, které spociva prave ve
vysokém obsahu DNA a RNA, nebot” dochazi ke stimulaci déleni a ristu zdravych
bunck, podpoie jejich normalnich funkci, zabrafiovani jejich pfedCasnému starnuti a
ochrané pred toxickymi latkami a viry. Schopnosti zvySovat pocet makrofagli ma také

pozitivni vliv na posileni imunitniho systému (Merchant a Andre, 2001).

2.4.4 VyuZziti rasy Chlorella spp. ve v¢elafstvi
Eremia et al., 2013 provadé€li experiment a zjistovali, zda ma suspenze z fasy Chlorella

vulgaris vliv na rust a produktivitu véelstev. Véelam byl podavany bud’ cukerny roztok
nebo suspenze fasy Ch. vulgaris scukrem vpoméru 1:1 anebo nebyly ni¢im
piikrmovany. V zavéru zjistili, Ze ve srovnani s kontrolni skupinou se u vcelstev
krmenych suspenzi z fasy zvysil pocet zavickovanych ploda o 22,4 % a produkce medu

0 17 % a jevi se proto jako vhodny potravinovy dopln€k k lepSimu rozvoji vcel.

Podobné experimenty byly provadény s fasou Oocystis borgei Snow, ktera byla
vcéelam podavéna v podobé potravinového doplitkku ,,.Borgesnow* (obsahuje 2 %
biomasy). V porovnani s kontrolnimi vzorky byl opét pozorovan zvySeny pocet
zavickovanych plodi (o 8 %) stejné tak jejich Zivotnost (o 1,7 %), zvySené mnoZzstvi
plastového pylu (o 22,6 %) a medu (38,7 %) Vv tlu a také bylo véelstvo odolngjsi vici
nemocem (o0 3,5 %) (Cebotari et al., 2017).

U vétSiny fas byla pozorovéna fada bioaktivnich latek, které mohou vykazovat
antimikrobidlni u¢inky. V nékolika studiich bylo i dokazano, Ze maji inhibi¢ni G¢inky
vaci bakteriim zpusobujici véeli onemocnéni véetné P. larvae, bakterii zodpovédné za
vznik moru vceliho plodu. Velmi castou nemoci u dospélych vcel je nosemodza

zpusobovana parazitickou houbou Nosema apis (hmyzomorka véeli) a Nosema ceranae.
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ZSesti ruznych druhi fas byly izolovany sulfatované polysacharidy, které byly
testovany proti mikrosporidiim houby Nosema ceranae a nékteré polysacharidy
vykazovaly pozitivni G¢inky. Byl pozorovan pokles pfitomnosti parazitické houby, coz

se projevilo i poklesem tmrtnosti v¢el (Flesar et al., 2010; Roussel et al., 2015).
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2.5 Metody studia antimikrobialni aktivity

Metody, které se nejcastéji pouzivaji pro sledovani antimikrobidlnich ucinkl ptirodnich
latek, jsou dvé — diftizni a dilu¢ni. Difizni metody se pouzivaji ke kvalitativnimu
stanoveni a jsou vyuzivané zejména kvuli své jednoduchosti a rychlosti stanoveni.
Metody dilu¢ni Ize kromé kvalitativniho stanoveni vyuzit také ke kvantitativnimu
stanoveni stupné citlivosti (rezistence) a ur€eni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)

cvwr

antimikrobialni latky, ktera zpomaluje rust testovaného mikroorganismu.

Péstovani riznych mikrobialnich kultur se provadi ve vhodnych kultivaénich
mediich za specifickych podminek charakteristické pro urcity druh mikroorganismu.
Rist mikroorganismti mizeme posoudit pak vizualné nebo instrumentdlné. Bézné
pouzivanou technikou, kde se méii zmény optické hustoty (OD, optical density)

rostouci kultury, je turbidimetrie (Kalemba a Kunicka, 2003).

2.5.1 Difizni metody

Metoda difuznich testi patii k nejrozsifenéj$i metodé¢ vyuzivané k testovani
antimikrobidlni aktivity. I pfesto ze udava pouze kvalitativni vysledky, tak se fadi mezi
presnou a spolehlivou metodu. Pii testovani se pouzivaji Petriho misky o priméru
5 - 12 cm (nejcasteji 9 cm), které se naplni 10 - 20 ml tekutého média a po ztuhnuti se
agarova plotna naockuje mikroorganismy. Antimikrobidlni latku pak miiZeme testovat
aplikaci bud’ do uméle vytvotené jamky, nebo pfimo na povrch média nebo pomoci

papirovych diskt (Kalemba a Kunicka, 2003).

2.5.1.1 Diskova difuzni metoda
Nejcastejsim zptisobem vyuzivanym vV mnoha mikrobiologickych laboratofich je pouziti

papirovych diskt. Tato metoda byla poprvé popsana v roce 1940 (Heatley, 1944) a
dodnes se pouziva pro veskera rutinni testovani mikrobidlni citlivosti. Na nao¢kovanou
agarovou plotnu se umisti papirovy disk o priméru cca 6 mm obsahujici testovanou
inhibi¢ni latku o poZzadované koncentraci. Pfi nasledné inkubaci za vhodnych podminek
dochazi k uvolnovani antimikrobidlni latky do meédia a vytvafeni rizné velkych
inhibi¢nich zén kruhového tvaru v disledku potlaceni rlstu testovaného
mikroorganismu. Po inkubaci se zméti velikost vytvofenych zon kolem kazdého disku.
Nevyhodou této metody je, Zze z pouhého potlaceni ristu nedokdzeme urcit, zda ma
testovana latka baktericidni (usmrceni bakterii) ¢i bakteriostaticky u¢inky (zpomaleni

rustu bakterii). DokdZeme urcit pouze jestli je dand latka citlivd, stfedné citliva nebo
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rezistentni. Ke stanoveni MIC se tato metoda také nehodi, protoze nedokazeme urcit,
jaké mnozstvi antimikrobialni latky difundovalo do média (Nijs et al., 2003; Balouiri et
al., 2016). Lze urCit pouze piibliznou hodnotu MIC, a to jen u nékterych
mikroorganismi a antibiotik (Nijs et al., 2003). Nevyhodou je také nedostate¢na
mechanizace a automatizace testu. Kromé téchto nevyhod ma diskova difizni metoda i
fadu vyhod. Jedna se totiz o metodu velmi jednoduchou (nevyzaduje zadné specialni
vybaveni) a finan¢né nenaro¢nou (2,50 - 5 USD za test na spoticbovany material),
pomoci které jsme schopni otestovat pomérné velké mnozstvi mikroorganismi a

antimikrobialnich latek (Jorgensen a Ferraro, 2009; Balouiri et al., 2016) .

2.5.1.2 Gradientovy difuzni test (E-test)

E-test je obdobou agarové difuzni metody, ktery kombinuje principy difuzni a dilucni
metody pro stanoveni citlivosti. Je zaloZzen na tvorbé koncentra¢niho gradientu
antimikrobidlni latky testované v kultivatnim médiu a na rozdil od diskové diftizni
metody Ize jej pouzit také ke stanoveni MIC. K testovani se pouzivaji tenké plastové
prouzky, na jejichz spodni stran¢ je v koncentratnim gradientu impregnovana
antimikrobidlni latka a na vrchni strané je znazornéna koncentracni stupnice této latky.
Prouzek se umisti na agarovou plotnu naockovanou pfislusSnym mikroorganismem a
necha inkubovat. Béhem inkubace difunduje antimikrobidlni latka do okolniho média a
ovliviuje tak rust sledovaného mikroorganismu. Podél prouzku se vytvaii kontinualni
koncentracni gradient a vznikd inhibi¢ni zéna ve tvaru elipsy. Hodnota MIC se odecte
Vv misté, kde se inhibi¢ni zoéna protind s prouzkem. Tato metoda je vyhodna pouze
Vv pfipadé€, Ze chceme otestovat nizky pocet antimikrobialnich latek. V piipadé testovani
vice latek je E-test finanéné pomérné naro¢ny. Cena za jeden E-test prouzek je
2 - 3 USD. (Jorgensen a Ferraro, 2009; Balouiri et al., 2016).

2.5.1.3 Dalsi pouzivané difuzni metody
Dalsi ¢asto pouZzivané difuzni metody v mikrobiologickych vyzkumnych laboratotich se

vyuzivaji K testovani antimikrobidlnich ucinkti extraktd, jednotlivych frakci nebo
Cistych latek, ¢i ke zjistovani antagonismu mezi jednotlivymi mikroorganismy. Mezi
tyto metody se fadi agarova difizni metoda s uméle vytvofenymi jamkami v agaru
(,,agar well diffusion method®), agarova metoda pro studium antagonického ucinku
mezi mikrobidlnimi populacemi (,,agar plug method) nebo agarova metoda se

zk¥izenymi ockovacimi ¢arami (,,cross streak method*) (Balouiri et al., 2016).
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Podobn¢ jako u diskové difuzni metody, tak i u difazni metody s jamkami v agaru, je
nejprve povrch agaru inokulovan mikrobidlni suspenzi. Poté se do agaru pomoci
sterilniho korkového vrtaku vytvoii jamky o pruméru 6 — 8 mm, do kterych se aplikuje
testovand antimikrobidlni latka (20 — 100 pl). Nésleduje inkubace za vhodnych
podminek charakteristické pro dany mikroorganismus, pii které antimikrobidlni latka
difunduje do okolniho média a inhibuje rist testovaného mikrobialniho kmene (Balouiri

etal., 2016).

Dalsi zminovand metoda oznaCovana v originale jako ,,agar plug method* se Casto
pouziva ke zjiStovani antagonickych u¢inkli mezi mikroorganismy. Prvni kroky postupu
jsou podobné jako u diskové difuzni metody. Agar je naockovan testovanym
mikrobiadlnim kmenem, ktery béhem svého rustu uvoliuje molekuly difundujici do
agaru. Po inkubaci se sterilnim korkovym vrtdkem vyiizne agarovy blocek, ktery se
pfenese na agarovou plotnu naockovanou jinym mikroorganismem. Z bloc¢ku se za¢nou
uvolnovat mikrobidlni molekuly sekretované ptedchozim mikroorganismem a
Vv ptipad¢, ze vykazuji antimikrobialni uéinek, se vytvoii inhibi¢ni zéna (Balouiri et al.,

2016).

Jind metoda pouzivand krychlému wurceni antagonickych Uc¢inkdi mezi
mikroorganismy se nazyva ,.cross streak method“. Principem je ockovani rliznych
bakteridlnich kmenli na agarové plotny v podobé kolmych car. Nejprve se naockuje
jeden mikroorganismus a po uplynuti doby inkubace se kolmo ¢arou naockuje druhy
mikroorganismus. Po dal$i inkubaci se pozoruji pfipadné vzniklé inhibi¢ni zony vzniklé
vzajemnou antimikrobidlni interakci mezi jednotlivymi mikroorganismy (Balouiri et al.,
2016).

2.5.2 Dilu¢ni metody

Diluéni metody se vyuzivaji predevSim ke kvantitativnimu stanoveni antimikrobidlni
aktivity latek, zejména pak ke stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). MIC
je nejniz§i Kkoncentrace antimikrobialni latky, pii které pozorujeme inhibici
bakteridlniho ristu. Uddva se v jednotkach mg.ml™* nebo mg.I". Testovani se provadi
bud v pevném agaru (agarova diluéni metoda) nebo tekutém kultivatnim médiu

(makrodiluéni a mikrodilu¢ni bujonova metoda) (Balouiri et al., 2016).
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2.5.2.1 Agarova dilu¢ni metoda
Principem agarové dilu¢ni metody je pfidavani testované antimikrobidlni latky do

rozehtatého, tekutého agaru o piislusné koncentraci (obvykle ve dvojndsobném tfedéni).
Po naliti agaru do Petriho misky a jeho ztuhnuti se naockuje ptisluSnym bakterialnim
kmenem. Po piedepsané inkubaéni dobé se zmisky Snejniz§i koncentraci
antimikrobidlni latky, kde nebyl pozorovan zadny bakteridlni rlst, zaznamena

koncentrace antimikrobialni latky, ktera odpovida MIC (Balouiri et al., 2016).

Tato metoda poskytuje ve srovnani s diskovou difizni metodou a mikrodilu¢ni
metodou vynikajici vysledky a hodi se pro stanoveni MIC u obtizné kultivovanych

bakterii, jako jsou anaerobni nebo bakterie rodu Helicobacter (Balouiri et al., 2016).

2.5.2.2 Dilu¢ni metoda v tekutém kultiva¢nim médiu
Mezi zékladni antimikrobidlni metody pouZzivané ke stanoveni citlivosti patfi dilu¢ni

metoda Vv tekutém médiu, ktera muze byt jak v makro, tak v mikro méfitku. Nazev
»diluéni* vychazi z toho, ze se vzdy na zaCatku testovani ptipravi koncentracni fada
antimikrobidlni latky ve dvojnasobném fedéni (napi. 1, 2, 4, 8, 16, 32 mg.ml™).
Makrodiluéni metoda vyuzivd ke kultivaci vétSich objemit ve zkumavkach,
mikrodilu¢ni metoda pak vyuziva mensi objemy pro méfeni v 96-jamkové mikrotitracni
desticce. Do kazdé zkumavky nebo jamky se piida bakterialni suspenze upravena na
vyslednou hustotu 0,5 McFarland. Takto inokulované zkumavky nebo mikrotitra¢ni
desticky se inkubuji spole¢né s antimikrobidlni latkou v riznych koncentracich za

vhodnych podminek v zavislosti na daném mikroorganismu. Po inkubaci pozorujeme,
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odecteme jako hodnotu MIC (Jorgensen a Ferraro, 2009; Balouiri et al., 2016).

Mezi hlavni nevyhody makrodiluéni metody patii zdlouhava piiprava vzorka
s antimikrobidlnim cCinidlem pro kazdy test, pfi kterych hrozi i1 velké riziko moznych
chyb. Proto se mnohem ¢astéji pouzivaji mikrodilu¢ni metody, kdy jsme v 96-jamkové
desticce schopni otestovat 12 rlOznych antimikrobialnich c¢inidel v rozmezi 8

dvojnasobnych fedéni (Jorgensen a Ferraro, 2009).

Hodnotu MIC u diluénich metod lze stanovit bud’ vizualné pouhym okem nebo
instrumentalné¢ pomoci spektrofotometru. Spektrofotometricky mizeme hodnotit miru

zakalu Vv jednotlivych jamkach, tedy detekovat turbiditu. Takového méfeni vyuziva
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metoda stanoveni rustovych kiivek (Bilikova et al., 2009). Patii mezi mikrodilu¢ni
metody, kdy se vyuziva 96-jamkova mikrotitracni desticka, do které se napipetuje dané
mnozstvi kultivaéniho média spolu s antimikrobialni latkou nafedénou na 8 riznych
koncentraci dvojnasobnym fedénim (Berthold et al., 2013). Poté se do jamky piida
stejné mnozstvi bakteridlni suspenze nafedéné v tekutém médiu na urcitou hodnotu
optické hustoty (OD, optical density) a po dobu nékolika hodin je zaznamenavan

bakterialni rist méfenim optické hustoty pii 600 nm (Madigan et al., 2010).

Muzeme také vyuzit kolorimetrickych metod za pouziti barevnych ¢inidel jako jsou
tetrazolové soli, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid (MTT) a
2,3-bis  {2-methoxy-4-nitro-5-[(sulfenylamino) karbonyl]-2H-tetrazolium-hydroxid}
(XTT) nebo resazurin (Jorgensen a Ferraro, 2009).

2.5.3 Metody stanoveni Zivotaschopnosti bunék
Ke kvantitativnimu stanoveni antimikrobidlni aktivity Vv 96-jamkové mikrotitracni

desti¢ce, respektive ke stanoveni zivotaschopnosti bun¢k, miizeme vyuzit také nékolik
¢inidel. Patfi mezi né tetrazoliova sl XTT, dale dimethylmethylenovd modi (DMMB),
krystalova violet’ a fluorescen¢ni barviva Syto9, resazurin a fluorescein diacetat (FDA).
V poslednich letech bylo popsano nékolik metod, které¢ tato cinidla vyuzivaji a
umoziuji hodnotit bud’ celou biomasu (zaloZeno na kvantifikaci celé matrice, vSech
zivych i1 neZivych buné¢k), nebo pouze Zivé buniky (na zékladé jejich metabolismu) nebo
pouze samotnou matrici (barveni specifickych komponent matrice) (Peeters et al.,
2008).

2.5.3.1 Detekce celé biomasy

K detekci celé biomasy mizeme pouzit krystalovou violet, ktera se vaze na negativné
nabité povrchové molekuly a polysacharidy v extracelularni matrici. AvSak protoze se
toto barvivo védze jak na Zivé, tak na mrtvé builky, nehodi se k urCovani aktivity
antimikrobidlnich latek, ale pouze k urceni nartistu celkové biomasy. Jiné barvivo, které
mizeme pouzit, je zelené fluorescenéni barvivo Syto9 (excitace 485 nm, emise
498 nm). Toto barvivo sice prochazi ptes bunéénou membranu zivych i mrtvych bunek,
kde se vaze do DNA, ale je-li kombinovano s propidium jodidem, mtzeme jej pouzit
K rozliseni zivych a mrtvych bunék. V této kombinaci se prodava pod komercnim
nazvem LIVE/DEAD™ BacLight™ (Stocks, 2004; Peeters et al., 2008,). Propidium

jodid je Cervené fluorescenéni barvivo, které se taky vaze do DNA, ale prochazi pouze
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ptes porusenou bakterialni membranu mrtvych bunék, coz ndm umoziuje rozlisit zivé
bunky (obarvené zelené barvivem Syto9) od mrtvych bunék. Tato technika mize byt
velmi rychla, protoZe neni nutna zadna zdlouhava inkubace a v zavislosti na konkrétnim
piipadé lze vysledky ziskat za pouziti fluorescencniho mikroskopu, fluorometru nebo

prutokového cytometru uz béhem hodiny (Boulos et al., 1999).

2.5.3.2 Kvantifikace Zivych bunék na zakladé detekce metabolické
aktivity

Dal$im moznym zplsobem, jak rozli§it zivé a mrtvé bunky, je pouziti Cinidel
zalozenych na kalorimetrické detekci metabolické aktivity zivotaschopnych bunék

(Peeters et al., 2008).

2.5.3.2.1 Cinidlo XTT
XTT je tetrazoliova stl schemickym nazvem 2,3-bis {2-methoxy-4-nitro-5-

[(sulfenylamino) karbonyl]-2H-tetrazolium-hydroxid}. Principem této metody je
redukce barviva XTT na ve vodé rozpustny formazan, ktery vznikd diky pfitomnosti
mitochondridlnich dehydrogenas a enzymt dychaciho fetézce v cytoplazmatické
membrané (McCluskey et al., 2005; Peeters et al., 2008). Absorbance supernatantu pii
vlnové délce 486 nm je poté pfimo umérnd poctu metabolicky aktivnich mikrobialnich
bunck. Metoda je vyuZivana pro kvantifikaci Zivotaschopnych bunék v planktonickych,

bakterialnich a kvasinkovych kulturach (Peeters et al., 2008).

2.5.3.2.2 Resazurin

Resazurin, téZ znamy jako alamarova modf (Alamar Blue), je dalsi ¢inidlo pouZivané ke
kvantifikaci zivotaschopnych bunék zaloZené na jejich metabolické aktivité. Jde o
modrou slouceninu, ktera je v zivych buinkach redukovana na razovy resorufin a ten
muzeme diky fluorescen¢nimu signalu detekovat (excitace 560 nm, emise 590 nm).
V porovnani s XTT je resazurin levnéjsi a méné toxicky (Peeters et al., 2008). Je-1i v§ak
resazurin inkubovan s mikrobidlni suspenzi pfili§ dlouho (aZz n¢kolik dnd), mize
dochazet kdalsi redukci resorufinu na bezbarvy a nefluorescencni produkt
hydroresorufin, coz mtize vést ke zkresleni vysledki. Také se ukazalo, ze pii delSi dobé
inkubace se objevuji znamky toxicity, nebot’ Zivotaschopnost bakterii kultivovanych 8
dnt s 20% resazurinem vyznamn¢ klesla v porovnani s bakteriemi kultivovanymi 8 dnti

bez resazurinu (Pace a Burg, 2015).
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2.5.3.2.3 Fluorescein diacetat
Pritomnosti nespecifickych intracelularnich a extraceluldrnich esteras jsou zivé bunky

schopny pievadét bezbarvy nefluorescencéni fluorescein diacetat (FDA) na zeleny
fluorescein, ktery mizeme diky fluorescen¢nimu signalu detekovat (excitace 494 nm,
emise 518 nm) (Clarke et al., 2001; Peeters et al., 2008).

Existuji dva potencialni problémy, které se pti pouziti FDA mohou objevit. Jednim
Z nich je hydrolyza FDA bez pfitomnosti zivych bunék. Nékterd média obsahuji totiz
slozky, které podporuji pfeménu FDA na fluorescein. Mezi tyto slozky patii trypton,
pepton a kvasinkovy extrakt, ale také Tris-HCl a fosfore¢nan sodny. Opaénym
problémem je, ze zas mize dochazet k utlumeni fluorescence zplsobené testovacim

vzorkem (Clarke et al., 2001).

2.5.3.3 Kvantifikace matrice biofilmu
Ke kvantifikaci samotné matrice biofilmu se pouziva barvivo 1,9-dimethylmethylenova

modi (DMMB), které se vaze na sulfatové skupiny polysacharidi a vytvaii s nimi
nerozpustny komplex. Sulfatované polysacharidy (napf. glykosaminoglykany) patii k
hlavnim slozkam bunétného prostiedi (Barbosa et al., 2003). Stanovovani se provadi
spektrofotometricky po pfidani dekomplexa¢niho ¢inidla. Naméfena hodnota
absorbance pii vinové délce 620 nm odpovida mnozstvi sulfatovanych polysacharida

v matrici biofilmu (Peeters et al., 2008).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Chemikalie
Aceton (Lach-Ner, CR), Agar (Carl Roth, Némecko), Deoxyribonukleosid-trifosfatova

smés (Roche, USA), Dihydrogenfosfore¢nan sodny monohydrat (Lach-Ner, CR),
Dimethylsulfoxid (Lach-Ner, CR), DNA standard 2-Log-Ladder (0,1 — 10,0 kb)
(BioLabs, USA), Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, USA), FastStart Tag DNA
polymerasa (Roche, USA), Fluorescein diacetat (Fluka, Cina), Glukosa (Sigma-Aldrich,
USA), Glycerol 80% (Lach-Ner, CR), Hydrogenfosforeénan draselny (Penta, CR),
Hydrogenfosfore¢nan sodny (Lach-Ner, CR), Chlorid hofeénaty (Roche, USA), Chlorid
sodny (Carl Roth, Némecko), Imerzni olej (Sigma-Aldrich, USA), InstaGene Matrix
(BioRad, USA), Isopropanol 70% (Lach-Ner, CR), Kvasni¢ny extrakt (Carl Roth,
Némecko), Kyselina ethylendiamintetraoctova (Sigma-Aldrich, USA), Kyselina
nalidixova (Sigma-Aldrich, Italie), Kyselina octova (Lach-Ner, CR), Methanol (Lach-
Ner, CR), Mueller Hinton broth (Carl Roth, Némecko), PCR pufr (Roche, USA), PCR
voda (Sigma-Aldrich, USA), Primery (Sigma-Aldrich, USA), Propidium jodid (Sigma-
Aldrich, USA), Pyruvat sodny (Sigma-Adrich, Japonsko), Resazurin sodna sul (Sigma-
Aldrich, USA), SeaKem LE Agarosa (Lonza, USA), Tetracyklin-hydrochlorid (Fluka,
Cina), Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich, Némecko)

3.1.2 Biologicky material

Pro otestovani antimikrobidlni aktivity nékterych vodnych, acetonovych a
methanolovych extraktd fasy Chlorella sorokiniana metodou difuznich testti bylo pozito
celkem 7 bakterialnich kmentl, které byly ziskany ze sbirky referen¢nich kmend Ceské

sbirky mikroorganismt Masarykovy Univerzity v Brné:

— Paenibacillus larvae CCM 38

— Paenibacillus larvae CCM 39

— Paenibacillus larvae CCM 4483
— Paenibacillus larvae CCM 4484
— Paenibacillus larvae CCM 4486
— Paenibacillus larvae CCM 4488
— Paenibacillus larvae CCM 5680
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K testovani antimikrobialniho u¢inku extraktt fasy Chlorella sorokiniana, které byly
ziskany jako jednotlivé frakce odebirané z vysokoucinné kapalinové chromatografie
sreverzni fazi (RP-HPLC), byly pouzity dva bakteridlni kmeny. Paenibacillus larvae
CCM 4484 (genotyp ERICI) ziskany ze sbirky referenénich kmeni Ceské sbirky
mikroorganismi Masarykovy Univerzity v Brné¢ a terénni kmen Paenibacillus larvae
VM 6135 (genotyp ERIC II).

Bakterialni kmeny byly uchovavany bud’ v plastové falkoné na vatové tycCince

pii -80 °C nebo v podob¢ bakterialni suspenze v glycerolu pti -80 °C (viz 3.2.1).

3.1.3 Priprava extrakti z irasy Chlorella sorokiniana
Vodné, acetonové a methanolové extrakty, jejichz antimikrobialni ucinek byl testovan

pomoci difuznich testd, byly poskytnuty ve formé susiny Ing. Petrou Urajovou, Ph.D. z
Mikrobiologického tstavu Akademie véd v Tteboni. Nasledné byly pfipraveny extrakty
rozpusténim suSiny ve sterilni vod¢, acetonu nebo methanolu na koncentraci
10 mg.ml. Extrakty byly z fasy autotrofni (CA), heterotrofni (CHM) a autotrofni
degradované (CAD). Autotrofni fasa byla péstovana venku na svétle, heterotrofni fasa
byla péstovana v tanku ve tm& a jako médium byla pouzita glukosa. Autotrofni

degradovana fasa byla péstovana také venku na svétle, kde byla ponechana 1 po sklizni.

K testovani antimikrobidlnich ucinkli metodou rustovych kiivek byly pouzity
extrakty z autotrofni fasy (CA), které byly poskytnuty ve formé suSiny studentkou
doktorského studia Mgr. Dominikou Cin¢arovou z Mikrobiologického tstavu Akademie
véd v Treboni. Extrakty byly oCislovany ¢isly 1 — 33 a tato ¢isla odpovidala jednotlivym
frakcim odebiranych Vv ¢asovém rozmezi 5 — 43 minut z RP-HPLC (methanolovy
gradient, kolona eclipse C18). Prvnich 5 frakci bylo odebirano po 2 min, zbylé frakce
kazdou minutu. Ziskané extrakty byly rozpustény v 80% acetonu na koncentraci
10 mg.mlI* nebo 1 mg.ml. Pro méfeni ristovych kiivek a stanoveni MIC bylo vybrano
11 extraktd, které pii difuznich testech vykazovaly inhibi¢ni G¢inky v rustu bakterie
P. larvae u genotypu ERIC I i ERIC II (testovano Mgr. Dominikou Cinéarovou na KBC
PiF UPOL).

3.1.4 Pouzité roztoky a média
— Fluorescein diacetat (pracovni roztok): 100x fedény zasobni roztok ve

fyziologickém roztoku (0,05 mg.ml?)

— Fluorescein diacetat (zasobni roztok): 5 mg.ml™ v acetonu
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— Fyziologicky roztok pufrovany fosfatem (PBS): 10,9 g.I* Na;HPO4; 3,2 g.I"*
NaH2PO4; 90 g.I"t NaCl (pH = 7,4)
— Fyziologicky roztok: 0,9% NaCl s 1% glukosou
— MYPGP agar: 10 g.I"" Mueller Hinton broth, 15 g.I"* kvasni¢ny extrakt, 3 g.I'
K2HPO4, 19.1"t pyruvat sodny, 20 g1 agar (pevné médium)
— MYPGP agar: 10 g.I'* Mueller Hinton broth, 15 g.I"! kvasni¢ny extrakt, 3 g.I?t
K2HPO4, 1g.1"! pyruvat sodny (tekuté médium)
— Propidium jodid (pracovni roztok): 200x fedény zdsobni roztok ve
fyziologickém roztoku (0,05 mg.ml™t)
—  Propidium jodid (z4sobni roztok): 10 mg.ml™ v PBS
— Resazurin: 0,015% (w/v) vodny roztok
— Resazurin: 0,03% (w/v) vodny roztok
— TAE (Tris-acetat-EDTA) pufr (500 ml): 121 g Tris; 28,55 ml ledové kyseliny
octové; 50 ml 0,5M EDTA
Do piipravovaného pevného média bylo po autoklavovani ptidano 8 ml 10% glukosy a 8 ml
kyseliny nalidixové na celkovy objem 400 ml. V ptipadé pevného média piipravovaného
pro kultivaci bakterii P. larvae, slouzici ke genotypyzaci v systému primera ERIC, nebylo
do média nic pridavano. Do kazdého tekutého média ur¢eného pro méteni ristovych kiivek
byl po autoklavovani ptidan 1 ml (8 ml) 10% glukosy na celkovy objem 50 ml (400 ml).
TAE pufr byl pfed pouzitim 50% ziedén.

3.1.5 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy (Denver Instrument, Némecko)

Autoklav 2540 EKA (Tuttnauer, Némecko)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Densitometr DEN-1 (Biosan, Loty$sko)

Digitéalni fotoaparat (SONY, Japonsko)

Digitalni pfedvazky (Radwag®, CR)

Elektroforeticky systém MBE-150 (Major Science, USA)
Elektromagnetickd michacka Intelli Stirrer (Biosan, LotySsko)
Flowbox Bioban (Steril, Italie)

Gel Doc EZ Imager systém (Bio-Rad, USA)
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Fluorescen¢ni zatizeni U-RFL-T (Olympus, Japonsko)
Chlazena centrifuga 5418 R (Eppendorf, Némecko)
Inkubator Q-CELL (Verkon, CR)

Inkubovana tiepacka PST-100HL (Biosan, Loty$sko)
Minicentrifuga MCF 2360 (Vitrum, Ceské republika)
Multifunkéni Reader Synergy H1 (BioTek, USA)
Mikrodestickovy spektrofotometr Reader Synergy HT (BioTek, USA)
Mikroskopicky reader Cytation 5 (BioTek, USA)
Opticky mikroskop BX50 (Olympus, Japonsko)

PCR termocykler (Eppendorf, Némecko)
Spektrofotometr Lightwave Il (Biochrom, VB)
Ultrazvukova lazeti K5 (Kraintek, CR)

Vortex V-1 (BioSan, Lotyssko)

3.2 Metody

3.2.1 ZamraZeni bakterialniho kmene P. larvae do roztoku glycerolu
Pomoci vatové tyCinky byla z MYPGP agaru odebrana narostld bakteridlni kultura,

kterd byla rozsuspendovana v 1 ml fyziologického roztoku. Po nasledné centrifugaci
(10 min, 8000 x g) byl pelet rozsuspendovan v 300 ul roztoku 80% glycerolu a tekutého
MYPGP média v poméru 1:1. Suspenze byla piepipetovana do mikrozkumavek po

50 pl a uchovavéana pii -80 °C.

3.2.2 Nao¢kovani MYPGP agaru

MYPGP agar byl naockovan bakteridlni suspenzi pfipravenou rozsuspendovanim
zmrazeného bakterialniho kmene P. larvae ve fyziologickém roztoku na hustotu o
hodnoté¢ 0,5 McFarland (Votava et al., 2010) nebo aplikaci bakterialni kultury
zamrazené v glycerolu (viz 3.2.1). Bakterialni suspenze ve fyziologickém roztoku byla
rozetfena pomoci vatové ty€¢inky na MYPGP agar ve tfech riznych smérech (pod uhlem
cca 60°) v Petriho misce. Bakterialni suspenze z glycerolu byla aplikovana v objemu
10 ul na MYPGP agar a nésledné rozetiena ve tfech riznych smérech (pod thlem cca

60°) pomoci vatové ty¢inky. Misky byly inkubovany 2 — 3 dny pii 37 °C. Pomoci
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ktizového roztéru byly bakteridlni kultury po 3 dnech preockovavany na cCerstvy

MYPGP agar (Votava et al., 2010).

3.2.3 Testovani antimikrobidlniho ucinku vodnych extrakti metodou

difuznich testi
Narostlé bakterialni kolonie, odebrané pomoci vatové ty¢inky, byly rozsuspendovany ve

sterilni vodé na hustotu 0,5 McFarland a nasledné byla suspenze vatovou ty¢inkou
rozetifena na MYPGP agar v Petriho misce ve tfech riznych smérech. Po zaschnuti
bakterialni suspenze bylo na médium aplikovano 10 pul vodného extraktu fasy Chlorella
sorokiniana o koncentraci 10 mg.ml. Misky byly inkubovany dnem vzhiiru 48 h pfi
37°C a poté byly zméfeny velikosti inhibicnich zén. Testovani bylo provadéno

v triplikatech a pro kazdy kmen dvakrat.

3.24  Testovani antimikrobidalniho ucinku acetonovych a

methanolovych extrakti metodou difuznich testi
Pomoci vatové tyCinky byla odebrana bakterialni kultura, ktera byla rozsuspendovana

ve sterilni vodé na hustotu 0,5 McFarland. Takto pfipravend suspenze (2 ml) byla
pfiddna do rozpusténého MYPGP média (50 ml), které bylo nalito do Petriho misky. Po
ztuhnuti bylo na povrch média aplikovano 10 pl acetonového nebo methanolového extraktu
fasy Chlorella sorokiniana. Misky byly inkubovany dnem vzhtru 48 h pii 37 °C a poté
byly zméteny velikosti inhibi¢nich zon. Testovani bylo provadéno v triplikatech a pro

kazdy kmen dvakrat.

3.2.5 Genotypizace Peanibacillus larvae v systému primeri ERIC
Pro ovéteni genotypi ERIC 1 a ERIC II u testovanych bakterii P. larvae metodou

polymerazové fetézové reakce (PCR) byly pouzity primery ERIC1R a ERIC2 (Genersch

et al., 2006). Sekvence téchto primert je uvedena v Tabulce 3.

3.2.5.1 Kultivace Paenibacillus larvae
Narostl¢ bakterie P. larvae (viz 3.2.2) byly pfeockovany na misku s MYPGP médiem

bez ptidavku 10% glukosy a kyseliny nalidixové. Misky byly poté inkubovany pfiblizné

24 h pti 37 °C a nova narostla kultura byla nasledn¢ pouzita pro izolaci DNA.

3.2.5.2 Izolace DNA z Paenibacillus larvae
Odebrané bakterialni kolonie byly rozsuspendovany v 1 ml sterilni destilované vody a

nasledné centrifugovany (1 min, 10 000 x g). Poté bylo odebrano 800 ul supernatantu a

ke zbylému peletu bylo pfidano 200 pl lyza¢niho pufru InstaGene Matrix. Vzorky byly
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kratce vortexovany a poté nasledovala inkubace 30 min pii 56 °C za stalého michéani
vzorku (1400 rpm). Dale opét promichani na vortexu (cca 10 s), inkubace 8 min pfi
100 °C a 1400 rpm a dalsi vortexovani 10 s. Vzniklé lyzaty byly centrifugovany (3 min,
12 000 x g) a poté byl z kazdého vzorku odebran supernatant. U vSech supernatanti,
obsahujicich vyizolovanou DNA, byla zméfena koncentrace (viz 3.2.5.3) a nasledné
byly vzorky nafedény na koncentraci 30 ng. pl?. Takto nafedéné vzorky byly
inkubovéany 15 min pii 65 °C, 1400 rpm a poté byly vyuzity jako templaty pro PCR

reakci.

3.2.5.3 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA
Meéteni koncentrace DNA ve vzorku bylo provadéno na multifunkénim readeru Synergy

H1. V duplikatech byly nanaSeny vzorky DNA a jako slepy vzorek destilovana voda
(2 ul) na specialni desticku Take3. Byla zmétena absorbance vzorku (pomér A2eso/A2go)

a pomoci softwaru BioTek Gene 5 vypoctena koncentrace DNA.

3.2.5.4 Priprava PCR premixu

Z jednotlivych komponent (Tab. 4) byla do mikrozkumavek pfipravena reakéni smés
pro PCR neboli premix. Tento premix byl poté pipetovan spolu s nafedénou DNA do
mikrozkumavek do celkového objemu 25 ul (20 ul premix + 5 ul DNA). Jako negativni

kontrola byla pouzita PCR voda pfidavana do premixu misto DNA.

3.2.5.5 Podminky PCR reakce
Po kratkém promichani a centrifugovani byly vzorky umistény do termocykleru, kde

probéhla PCR reakce na rozliseni genotypt ERIC (Tab. 5). Kroky 2 — 4 byly opakovany
50x (Bassi et al., 2015). Po skonéeni PCR reakce byly vzorky chlazeny na teplotu 4 °C.

Tab. 3: Sekvence ERIC primeri pouzivanych pii PCR pro rozliseni genotypt ERIC

Primer Sekvence primeru (5°-3")
ERICIR ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC
ERIC2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG
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Tab. 4: SloZeni premixu pro rozliSeni genotypi ERIC

Slozka Objem (ul) na jednu reakci
10xPCR pufr bez MgCl, 2,50
25mM MgCl, 2,50
dNTPs 0,63
ERICIR primer (10 umol.1*) 2,50
ERIC2 primer (10 pmol.I"%) 2,50
PCR voda 8,87
DNA polymerasa 0,50

Tab. 5: Program PCR reakce pro rozliSeni genotypt ERIC

Krok Teplota (°C) Cas (min)
Pocatek denaturace 95 5:00
Denaturace 95 1:00
Ptipojeni primert 53 1:00
Syntéza DNA 72 3:00
Posledni cyklus 72 5:00
Chlazeni 4 00

3.2.6 Detekce PCR produktii metodou gelové agarosové elektroforézy
Nejprve bylo ptipraveno 100 ml 0,8% (w/v) agarosového gelu v 1x TAE pufru. Pro

vizualizaci PCR produktii bylo do rozpusténého, zchladnutého gelu ptidano 100 pl
0,07% ethidium bromidu, poté byl gel nalit do elektroforetické vanicky a byl vlozen
hiebinek. Elektroforéza probihala s 1x TAE pufrem. VVzorky DNA (10 ul) a marker
2-Log-Ladder (BioLabs) (4 ul), slouzici jako standard velikosti produkth
(0,1 — 10,0 kb), byly nanaseny do jamek v gelu. Elektroforéza probihala 1 hodinu pfi
konstantnim napéti 80 V. Po ukonceni separace byl gel vyhodnocen pomoci Gel Doc

EZ Imager systému.

3.2.7 Testovani riznych rozpoustédel na rust bakteridlni kultury
Pro zjiSténi toxicity organickych rozpoustédel pouzitych pro rozpousténi extraktl z

fasy, byly bakteridlni bunky P. larvae testovany s vybranymi rozpoustédly pomoci
metody méfeni ristovych kiivek bakterii. K méfeni rdstovych kiivek bakterii byla
pouzita 96-jamkova miktrotitrani desticka. Celkem byla vybrana 3 rtzna rozpoustédla
— aceton, methanol a dimethylsulfoxid (DMSO). Ze zasobniho roztoku byly pfipraveny
4%, 8%, 16%, 20%, 24%, 28%, 32% a 36% pracovni roztoky rozpoustédel, které byly
piidavany k 75 pl bakterialni suspenze na celkovy objem 150 pl. Jako kontrolni vzorky
bylo pouzito 75 ul bakteridlni suspenze + 75 ul MYPGP média a 75 ul bakterialni
suspenze + 75 pl TTC (200 pmol.I't). Méfeni kazdého vzorku bylo provadéno Vv Sesti
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opakovanich a méfeni kazdé kontroly ve ¢tyfech opakovanich. Ptipravena mikrotitracni
desticka byla vlozena do multifunkéniho readeru Synergy HI1, kde byla méfena opticka
hustota pii vinové délce 600 nm a teploté 37 °C. Hodnoty absorbance byly zaznamenavany
kazdych 15 min po dobu 16 hodin. Ze ziskanych hodnot byly v programu Excel sestaveny
rustové kiivky a bylo stanoveno nejvhodnéjsi rozpoustédlo pro testovani a jeho

koncentrace.

3.2.8 Kultivace P. larvae s extraktem iasy Chlorella sorokiniana
Prvotni testy antimikrobialniho U¢inku extrakti z fasy Chlorella sorokiniana na rast

bakterie P. larvae byly provedeny kultivaci bakterii v tekutém médiu s jednotlivymi
extrakty. V tekut¢ém MYPGP médiu byla ptipravena bakterialni suspenze P. larvae
(ODsoo = 0,1). V 1 ml 4% acetonu bylo pomoci ultrazvukové lazné rozpusténo 10 mg
fasy v podob¢ suSiny. Z tohoto extraktu byla poté pfipravena koncentrac¢ni fada
vtekuttm MYPGP médiu, kdy findlni koncentrace v jamce odpovidala
5-0,625 mg.ml. Do 12-jamkové desti¢ky bylo napipetovano 500 pl extraktu a 500 ul
bakterialni suspenze. Soucasné byly méfeny 4 kontrolni vzorky (viz Tab. 6), kdy
celkovy objem v jamce odpovidal 1 ml. Mrtvé buiikky u negativni kontroly byly
pripraveny usmrcenim pomoci 70% isopropanolu (viz 3.2.9.1). Desticka byla

inkubovéana pii 37 °C po dobu 16 hodin.

3.2.9 Méreni riastové kiivky bakterie P. larvae sextraktem rasy

Chlorella sorokiniana
Pro sledovani Casového pribéhu antimikrobidlniho ucinku extrakti a zjisténi MIC

testovanych extrakti byla pouzita metoda méteni rustovych kiivek bakterii. Nejprve
byla pfipravena bakterialni suspenze rozsuspendovanim bakterialni kultury P. larvae
v tekutém MYPGP médiu na ODeoo = 0,1. Méfeni bylo provadéno v 96-jamkové
mikrotitracni desti¢ce. Do kazdé jamky bylo napipetovano 140 ul bakterialni suspenze,
ke které bylo pridano 10 pl extraktu fasy Chlorella sorokiniana. Extrakty byly pomoci
tekutého kultivaéniho MYPGP média nafedény na 8 riznych koncentraci o hodnotach
50 — 0,4 pg.ml? p¥ip. 500 — 4 pg.ml? v zavislosti na tom, zda byl piivodni extrakt

pripraven na koncentraci 1 mg.ml* nebo 10 mg.ml™.

V ramci jednoho meéteni byly méfeny také 4 kontrolni vzorky. Pozitivni kontrola
(150 pl bakterialni suspenze), negativni kontrola (150 pl mrtvych bun¢k), kontrola
rozpoustédla (144 ul bakteridlni suspenze + 6 ul 100% acetonu) a kontrola antibiotika

(149 ul bakterialni suspenze + 1 pl tetracyklinu o koncentraci 10 mmol.I%).
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Tab. 6: SloZeni jednotlivych kontrolnich vzork

Kontrolni vzorek Obsah v jamce
pozitivni kontrola bakterialni suspenze (500 ul)  + 4% aceton (500 ul)
negativni kontrola mrtvé bunky (500 pl) + 4% aceton (500 pl)
kontrola média MYPGP médium (500 ul) + 4% aceton (500 pl)
kontrola antibiotika bakterialni suspenze (990 ul) + TTC (10 ul; 100 umol.I*?)

Kazdy vzorek extraktu a kontrolni vzorek byl aplikovan v triplikatu. Takto
piipravena mikrotitratni deska byla vlozena do spektrofotometrického readeru Synergy
HT, kde byla métena opticka hustota pii vinové délce 600 nm a teplot¢ 37 °C. Hodnoty
absorbance byly zaznamenavany kazdych 15 min po dobu 16 hodin. Ze ziskanych hodnot
byly v programu Microsoft Office Excel sestaveny rastové kiivky, ze kterych byly odecteny
hodnoty MIC.

3.2.9.1 Priprava mrtvych bunék
Mrtvé bunky byly pfipraveny z bakterialni suspenze (ODesoo = 0,1) odebranim 1 ml. Po

nasledné centrifugaci (10 min, 11 000 x g) byl k peletu ptidan 1 ml 70% isopropanolu.
Inkubaci na ledu po dobu 60 min doSlo k usmrceni bakterii. Isopropanol byl poté

odstranén a k peletu bunék bylo pridano tekuté MYPGP médium.

3.2.10 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) pomoci
resazurinu
Po inkubaci (viz 3.2.8) bylo z kazdé jamky odebrano do 1,5 ml mikrozkumavky 500 ul

suspenze, ke které bylo pfiddno 55 pl resazurinu 0 koncentraci 0,3 mg.ml™. Zkumavky
byly 40 min inkubovany ve tmé pii 37 °C. Poté byly zkumavky centrifugovany (10 min,
14 000 x g) a v duplikatu pak bylo z kazdé zkumavky odebrano 200 pl supernatantu do
Cerné 96-jamkové mikrotitracni desticky. Desticka byla vlozena do multifunkéniho

readeru Synergy H1 a byla zméfena fluorescence (excitace 560 nm, emise 590 nm).

Po 16 hodinové inkubaci (viz 3.2.9) bylo do kazdé jamky 96-jamkové mikrotitracni
desticky napipetovano 16 pl fluorescencniho barviva resazurin o koncentraci
0,15 mg.ml%. Desti¢ka byla za stalého michani inkubovana 40 min ve tmé pii 37 °C. Jiz
po inkubaci se dala odecist minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). V ptfitomnosti
zivych bungk je pivodné modry resazurin redukovan na rtzovy resorufin (Mariscal et
al., 2009). Nasledné byl veskery obsah z kazdé jamky piepipetovan do mikrozkumavek,
které byly centrifugovany (10 min, 14 000 x g). Poté bylo 100 pl supernatantu

pireneseno do cerné 96-jamkové mikrotitratni desticky a nasledné byly zméfeny
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hodnoty fluorescence (excitace 560 nm, emise 590 nm) pomoci multifunkéniho readeru
Synergy H1l. Znamétenych hodnot byla stanovena relativni  Zivotnost

bunék porovnanim intenzity signalu zivych bunék.

3.2.11 Stanoveni Zivotnosti bunék s vyuzitim fluorescein diacetatu
(FDA) a propidium jodidu (PI)

FDA je bezbarvé nefluoreskujici ¢inidlo, které pronika pies membranu zivych bun¢k a
pusobenim nespecifickych esteras je zde pfeménén na zelené fluoreskujici fluorescein
(excitace 494 nm, emise 518 nm) (Peeters et al., 2008). Naopak PI je cervené
fluoreskujici barvivo, které prochazi pouze pfes porusenou membranu mrtvych bunck a

interkaluje se do jejich DNA (excitace 488 nm, emise 640 nm) (Stocks, 2004).

3.2.11.1 Priprava bakterialni suspenze
Z narostlé bakterialni kultury P. larvae (staré max. 2 dny) byla pfipravena bakterialni

suspenze rozsupendovanim ve fyziologickém roztoku, médiu nebo sterilni vodé. Tato
suspenze byla nafedéna na rizné ODeoo = 0,1; 0,2; 0,3 nebo 0,5. Z nachystané
bakterialni suspenze byly piipraveny mrtvé buiky (viz. 3.2.9.1). V ptipadé, Ze byla
suspenze pripravovana ve fyziologickém roztoku/vodeé, byl v poslednim kroku k peletu

mrtvych bun¢k ptfidan fyziologicky roztok/voda.

3.2.11.2 Stanoveni zivotnosti bakterii na mikroskopickém readeru
Ke 100 pl bakterialni suspenze bylo ptidano 5 pl, 10 ul nebo 15 ul pracovniho roztoku

FDA (50x fedény zasobni roztok 0 koncentraci 5 mg.ml™). Po 20-30 min inkubace ve
tmé bylo 20 pl suspenze odebrano do 96-jamkové mikrotitracni desticky. Nasledné byla
suspenze pozorovana na mikroskopickém readeru Cytation 5 pii celkovém zvétSeni

600x.

3.2.11.3 Stanoveni Zivotnosti bakterii na fluorescenénim mikroskopu
Ke 100 pl bakterialni suspenze bylo pfidano 1 pul, 2 ul, 5 pl, 10 pl, 100 ul nebo 200 ul

pracovniho roztoku FDA (100x fedény zéasobni roztok) pro pozorovani Zivych bunék.
Buiiky byly inkubovany 30 nebo 50 min ve tmé a poté bylo ze suspenze odebrano 20 pl
na podlozni skli¢ko. Po ptiloZeni kryciho skli¢ka byla bakteridlni suspenze pozorovana
pod imerznim objektivem (zvétSeni 60%) Vv optickém a fluorescencnim modu

mikroskopu.

Ke 100 pl bakterialni suspenze usmrcenych bunck bylo ptidano 1 pl, 2 pl, 10 ul
nebo 100 ul pracovniho roztoku Pl (200x fedény zasobni roztok 0 koncentraci
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10 mg.ml). Buiiky byly inkubovany 30 nebo 50 min ve tmé a poté bylo ze suspenze
odebrano 20 ul na podlozni sklicko. Po pfilozeni kryciho sklicka byla bakterialni
suspenze pozorovana pod imerznim objektivem (zvétSeni 60x) VvV optickém a

fluorescenénim modu mikroskopu.
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4 Vysledky

4.1 Zarazeni bakterialnich kmeni P. larvae mezi genotypy ERIC | a |l
Pro zatazeni dvou testovanych bakterialnich kmenti mezi genotypy ERIC | nebo

ERICII byly pouzity primery navrzené Versalovic et al. (1994). Separace PCR
produkta byla provedena v 0,8% agarosovém gelu, kde byly pozorovany typické bandy
pro dany genotyp. Genersch et al. (2006) uvadé&ji, ze pro oba genotypy je
charakteristicky produkt o velikosti 970 paru bazi (bp, base pair). K rozliSeni mezi
genotypy pak slouzi produkt o velikosti 1200 bp charakteristicky pro genotyp ERIC | a
produkt o velikosti 2800 bp charakteristicky naopak pro genotyp ERIC II. K testovani
byla pouzita izolovana DNA P. larvae genotypu ERIC I a ERIC II uchovavana pul roku
pti -20 °C a nova izolovana DNA P. larvae CCM 4484 a P. larvae VM 6135. Jak
muzeme vidét na Obr. 11, tak u staré izolované DNA genotypu ERIC I vznikal produkt
o velikosti 970 bp, ale nevznikal uz produkt o velikosti 1200 bp. U genotypu ERIC 11
nebyl produkt o velikosti 2800 bp také pozorovan. Kvuli delsimu uskladnéni doslo
pravdépodobné k degradaci DNA. U cerstvé izolované DNA bakterie P. larvae
CCM 4484 vznikal produkt o velikosti 970 bp, ale nebyl zde produkt o velikosti
1200 bp. Jelikoz zde nevznikal zadny produkt o velikosti 2800 bp, muzeme tento
bakterialni kmen zafadit mezi genotyp ERICI. U P. larvae VM 6135 muzeme
pozorovat také produkt o velikosti 970 bp a kromé¢ toho zde vznikl i produkt velky
2800 bp, jedna se tedy o genotyp ERIC IL

3000 bp

-

1000 bp

-—

500 bp
§o%90p

Obr. 11: Rozliseni genotypt ERIC I a ERIC II u bakterialnich kment P. larvae. 1: marker,
2: stara izolovana DNA genotypu ERIC 1, 3: nova izolovana DNA P. larvae CCM 4484, 4: stara
izolovana DNA genotypu ERIC 11, 5: nova izolovana DNA P. larvae VM 6135, 6: marker.
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4.2 Optimalizace protokolu pro stanoveni MIC extrakti rasy Chlorella

sorokiniana
Nejprve bylo tieba vybrat vhodné rozpoustédlo, které nebude pro bunky P. larvae

toxické a bude v ném suSina fasy dobfe rozpustna. Byla vybrana tii rozpoustédla —
aceton, methanol a DMSO. Testovani bylo provadéno metodou ristovych kiivek
bakterii. V pfipadé¢ methanolu a DMSO nebyl pozorovan Zzadny bakteridlni narist.
K usmrceni bakterii dochazelo jiz za pouziti 4% methanolu nebo DMSO. Pro své
nejlepsi vysledky byl proto vybran aceton, konkrétné 8% aceton (v jamce 4%), kde byl
zietelné vidét narist bakterii (Obr. 12). V 8% acetonu vsak nedochazelo k dokonalému
rozpu$téni fasy, proto K piipravé extraktu musel byt pouzit 80% aceton. Naslednym
fedénim v MYPGP médiu a pfipravy koncentracni tady extraktd byla findlni

koncentrace acetonu v jamce snizena na 4%.

Prvni testovani bylo provadéno ve 12-jamkové desti¢ce, kdy k 500 pl bakterialni
suspenze P. larvae bylo pfidavano 500 pl acetonového extraktu tasy Chlorella
sorokiniana a tato desticka byla poté za stalého tfepani inkubovana do nasledujiciho
dne, kdy byl ptidan resazurin (0,3 mg.ml%). U pouzitych kontrol (viz Tab. 6) dochazelo
casto ke kontaminacim, proto v nasledujicich méfeni byly pouZivany pouze Spicky
s filtrem a pro piipravu bakterialni suspenze P. larvae bylo pouzito vzdy alikvotu

autoklavovaného MYPGP média, do které¢ho byla pridavana 10% glukosa.

0,700
0,600
0,500
g 0,400
)
O 0,300
0,200
0,100 —
0,000
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Cas (hod)
bak. suspenze + MYPGP médium bak. suspenze + TTC (100 uM)
——hak. suspenze + 2% aceton ——hak. suspenze + 4% aceton
bak. suspenze + 8% aceton ——hak. suspenze + 10% aceton
—bak. suspenze + 12% aceton bak. suspenze + 16% aceton

Obr. 12: Rastova kiivka bakterie P. larvae v MYPGP médiu po ptidavku acetonu o rdznych
koncentracich. Uvedena % acetonu udavaji celkovou koncentraci acetonu v jamce.
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Také byla testovana toxicita resazurinu na buiky. K suspenzi bunék byl ptidan
z4sobni roztok resazurinu 0 koncentraci 0,3 mg.ml™, dale 2x a 10x fedény. Méfeni bylo
provadéno v duplikatu v 96-jamkové mikrotitracni desti¢ce za pouziti multifunkéniho
readeru Synergy H1. Po zméfeni fluorescence bylo patrné, ze v suspenzi, kde byl pfidan
2x nebo 10x fedény resazurin, bylo vice zivych bunék neZ v suspenzi se zasobnim
roztokem resazurinu. Zmétené hodnoty u suspenze s 2x a 10x fedénym resazurinem se
prili§ nelisily, proto byl kvili lepsi barevné vizualizaci pro dal§i méfeni pouzit 2%

fedény resazurin (0,15 mg.ml?).

Kvuli pfilis malym objemiim acetonovych extraktd fasy Chlorella sorokiniana byla
MIC stanovovana v 96-jamkové mikrotitraéni desticce metodou rustovych kiivek a

nasledné fluorescenéné za pouziti resazurinu o koncentraci 0,15 mg.ml™.

4.2.1 Testovani frakci extraktu iasy Chlorella sorokiniana metodou

rustovych krivek bakterii
Antimikrobialni aktivita frakci ziskanych z RP-HPLC separace extraktu fasy (viz 3.1.3)

byla testovana méfenim rastovych kiivek proti obéma genotypiim. Pouze u extraktu
frakce Cislo 16 nebyl pozorovan zadny inhibi¢ni u¢inek na bakterii P. larvae genotypu
ERIC I, a to ani pfi nejvyssi testované koncentraci 50 ug.ml? (Obr. 13). Avsak pri
testovani difuznimi testy se mald inhibi¢ni z6na vytvofila, je proto mozné, Ze
antimikrobialni G¢inky tento extrakt vykazuje az pii vyssi koncentraci. Nejlepsi ucinky
vykazoval extrakt frakce &islo 7, jehoz MIC u obou genotypii byla 6,3 pg.ml. Pomérné
nizké MIC byly pozorovany také u extrakt frakce ¢islo 8, 9 a 10. Naopak nejméné
uéinné extrakty vici genotypim ERIC I i ERIC II byly frakce ¢islo 6, 14, 16 a 17.
Jejich MIC byla 25 -50 pg.ml™t. Hodnoty MIC testovanych extrakti proti P. larvae
genotypu ERIC I jsou shrnuty v Tabulce 7 a hodnoty MIC ziskané z testovani extraktt
proti P. larvae genotypu ERIC |1 jsou v Tabulce 8.

Hodnoty MIC byly ovéteny také vizualné po piidani roztoku resazurinu
(0,15 mg.ml™?), ktery je v piitomnosti mrtvych bunék modry, avsak v piitomnosti Zivych
bunék je redukovan na rizovy resorufin (Mariscal et al., 2009). V poslednim tadku, kde
mél resazurin modré zbarveni, byla odectena hodnota MIC. Na Obr. 14 vidime vysledek
Z testovani antimikrobialniho ucinku extraktu frakce ¢islo 5 proti P. larvae genotypu

ERIC 1. MIC byla stanovena v fadku E, kde koncentrace extraktu odpovida 31 ug.ml™.
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0 2 4 6 8 10 12 14 16

Cas (hod)
——bhak. suspenze bak. suspenze + 4% aceton
bak. suspenze mrtvych bunék bak. suspenze + TTC (66 uM)
—— 50 pg/ml extraktu ———25 pg/ml extraktu

Obr. 13: Rustova kiivka P. larvae genotypu ERIC | po piidavku acetonového extraktu frakce
¢islo 16 fasy Chlorella sorokiniana.

Obr. 14: Stanoveni MIC extraktu frakce ¢islo 5 s P. larvae genotypu ERIC Il. Koncentrace
extraktu vfadach: A — 500 ug.ml*; B — 250 upg.ml?t; C—125pug.mlt; D-63 ug.ml?;
E-31pg.mlt; F—16 pg.mlt; G-8pug.mlt; H—4 ug.ml?. 4 —6A: suspenze Zivych bunék;
4 — 6B: suspenze zZivych bun€k + 4% aceton; 4 — 6C: suspenze mrtvych bunék usmrcenych 70%
isopropanolem; 4 — 6D: suspenze bungk + TTC (66 pmol.I*%).

Ze ziskanych hodnot MIC a velikosti inhibi¢nich zon u 9 testovanych extraktl fasy
Chlorella sorokiniana byl vytvofen pro oba genotypy P. larvae graf (Obr. 15 a
Obr. 16), na kterém muzeme vidét, ze ¢im véEtsi inhibiéni zonu extrakt vytvarel, tim

niz$i byla jeho MIC a extrakt tak vykazoval lepsi antimikrobialni ucinky.
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Obr. 15: Biologicka aktivita 9 testovanych extraktd fasy Chlorella sorokiniana proti P. larvae
genotypu ERIC 1. Cisla extrakti odpovidaji pofadi jednotlivych frakei sbiranych z RP-HPLC.
Velikosti inhibiénich zén byly ziskany ze spoluprace s Mgr. Dominikou Cingirovou z
Mikrobiologického ustavu Akademie véd v Tieboni.
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Obr. 16: Biologicka aktivita 9 testovanych extraktu fasy Chlorella sorokiniana proti P. larvae
genotypu ERIC Il. Cisla extraktti odpovidaji pofadi jednotlivych frakci sbiranych z RP-HPLC.
Velikosti inhibiénich zén byly ziskany ze spoluprace s Mgr. Dominikou Cinéarovou z
Mikrobiologického tstavu Akademie véd v Tieboni.

4.2.2 Stanoveni relativni Zivotnosti bakterii P. larvae pomoci

resazurinu
Po sestaveni rlstovych kiivek bakterii byl k bakteridlni suspenzi s testovanym

extraktem fasy pfiddn roztok resazurinu (0,15 mg.mlt) a nasledné byla zméiena
fluorescence. Ze ziskanych hodnot byla spoctena relativni zivotnost bakterie P. larvae
Vv pfitomnosti jednotlivych extrakti o riznych koncentracich. Jako 100% Zzivotnost

bakterii byla brana pozitivni kontrola, kterda obsahovala pouze zivou bakterialni
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suspenzi piipravenou v MYPGP médiu. Na Obr. 17 je znazornéna rustova kiivka
P. larvae genotypu ERIC I po piidavku acetonového extraktu frakce cislo 5. Pri
koncentraci extraktu 16 pg.ml™ nebyl bakterialni riist pozorovan, avsak pii koncentraci
8 ng.ml? byl udinek extraktu piili§ slaby, aby byl bakterialni riist potladen. Koncentrace
16 png.ml je tedy MIC tohoto extraktu. Na Obr. 18 pak vidime, Ze pfi této koncentraci
suspenze obsahovala 33 % zivych bun€k. Pfi nizSich koncentracich extraktu byla
zivotnost bakterii témé&f 100%. VSechny spocitané hodnoty Zivotnosti bakterii pfi
ptislusné MIC extraktu pro genotyp ERIC | a ERIC Il jsou shrnuty v Tabulce 7 a v
Tabulce 8.
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Obr. 17: Rustova kiivka P. larvae genotypu ERIC I po piidavku acetonového extraktu ¢islo 5.
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Obr. 18: Graf relativni Zivotnosti bakterie P. larvae genotypu ERIC I po pfidavku extraktu
frakce ¢islo 5 o riznych koncentracich.
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Tab. 7: Velikost inhibi¢nich zén a MIC u jednotlivych frakci extrakti tasy Chlorella
sorokiniana vici bakterii P. larvae genotypu ERIC I.

Cislo frakce (extraktu) *Velikost inhibinich zon (mm)  MIC (ng.ml?) Zivotnost (%)

5 16,3 16 33
6 7,7 50 23
7 28,7 6,3 23
8 19,3 16 36
9 16,7 16 25
10 9 16 21
14 11 50 21
16 10 >50 101
17 10 50 34

*spoluprace s Mgr. Dominikou Cinarovou z Mikrobiologického tstavu Akademie véd
v Tfeboni

Tab. 8: Velikost inhibiénich zén a MIC u jednotlivych frakci extraktd fasy Chlorella
sorokiniana vici bakterii P. larvae genotypu ERIC 1.

Cislo frakce (extraktu)  *Velikost inhibiénich zon (mm)  MIC (ug.ml%) Zivotnost (%)

5 15,3 31 12
6 9 25 42
7 30,3 6,3 33
8 19 8 30
9 19 16 18
10 18,3 8 28
14 9,3 25 44
16 10 50 43
17 13 50 11

* spoluprace s Mgr. Dominikou Cinéarovou z Mikrobiologického tstavu Akademie véd
v Tieboni

4.3 Optimalizace protokolu pro stanoveni Zivotnosti bakterii P. larvae
pomoci fluorescein diacetatu (FDA) a propidium jodidu (PI)
Pokusy byly provadény na mikroskopickém readeru Cytation 5 v 96-jamkové

mikrotitra¢ni desticce, kdy bylo ke 100 pl bakterialni suspenze (ODewo = 0,1),
ptfipravené ve fyziologickém roztoku, pfidano 10 pl nebo 15 pl pracovniho roztoku
FDA (50x fedény zasobni roztok o koncentraci 5 mg.ml1). Po 20 — 30 min inkubaci ve
tmée bylo 20 pl pfeneseno do jamky mikrotitraéni desticky a pozorovéano pii zvétSeni
600x. Kvili pfili§ vysokému pozadi nebyly zadné bakterie pozorovany, proto
Vv nasledujicim méteni byl pouzit 100x fedény zasobni roztok FDA. Po piidani 5 pl,
10 pl nebo 15 pl takto nafedéného roztoku FDA ke 100 pl bakteridlni suspenze a
inkubace 20 — 30 min ve tm¢ nebyly bakterie na readeru opé€t pozorovany, proto dalsi

meéteni bylo provadéno na fluorescenénim mikroskopu.

Zprvu byla pripravovana bakterialni suspenze (100 pul) ve fyz. roztoku, ke které bylo
ptidano 1 pl, 2 pl, 100 pl nebo 200 pl pracovniho roztoku FDA (100x fedény zasobni
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roztok FDA). Jako idealni doba inkubace bylo zvoleno 30 — 50 min ve tmé¢, poté byla
suspenze aplikovana v objemu 20 pul na podlozni sklicko a po ptikryti krycim sklickem
byly bakterialni buiiky pozorovany pod imerznim objektivem (celkové zvétSeni 600%)
ve svételném a fluorescencnim mddu mikroskopu. Po piidani FDA o objemu 1 pl a 2 pl
nebyly zelen¢ svitici bakterie pozorovany, avSak pridal-li se stejny ¢i dvojnasobny
objem FDA jako bylo suspenze, bakterie fluoreskovaly. Toto uspofadani méteni vSak

mélo problematickou opakovatelnost.

Déle pro pfipravu suspenze byla testovdna i sterilni voda a kultivaéni MYPGP
médium. Ve sterilni vodé k fluorescenci bakterii nedochazelo, avsak byla-li suspenze
pripravena v MYPGP médiu, tak po pfidani stejného objemu pracovniho roztoku FDA
jako bylo bakterialni suspenze, dochazelo k fluorescenci Zivych bakterii. Castym
problémem bylo, Ze i kdyz bylo ve svételném mddu mikroskopu pozorovano pomérné
dost bakterii (ODsoo = 0,1), tak po zapnuti fluorescen¢niho méodu fluoreskovala asi jen
1/3 bakterii nebo byl jejich fluoreskujici signal velmi slaby (viz Obr. 19). Proto byly
dale testovany bakterialni suspenze o vys$sim ODeoo = 0,2; 0,3 nebo 0,5. U bakterialni
suspenze ODgoo = 0,3 nebo 0,5 bylo pod mikroskopem pozorovano pftili§ mnoho
bakterii, které byly i1 v nékolika vrstvich na sob¢, coz komplikovalo zaostfeni
mikroskopu a pozorovani ve fluorescenénim modu. Jako vhodna hustotu suspenze byla
zvolena ODesgo = 0,2, kdy bakterie nevytvately nékolik vrstev a ve fluorescen¢nim modu

byly dobie pozorovany (Obr. 20).

Pro pozorovani mrtvych bunék byl k suspenzi bunék v MYPGP médiu, osetfenych
70% isopropanolem (viz 3.2.5.1), ptidavan pracovni roztok PI (200x fedény zasobni
roztok PI o koncentraci 10 mg.ml?). Ke 100 pl suspenze bylo nejprve piidano po 1 pl,
2 ul nebo 10 ul pracovniho roztoku PI, av§ak po uplynuti doby inkubace k fluorescenci
bakterii nedochéazelo nebo bakterie svitily jen velmi slab¢é. Objem roztoku PI byl proto
zvysen na 100 pl, kdy po 30 — 50 min inkubace ve tm¢ byly pozorovany ¢ervené svitici
bakterie (Obr. 21). Bakterialni suspenze byla nejprve pfipravovana na hustotu
ODsoo = 0,1, ale kvili nizkému poctu pozorovanych bakterii pii fluorescenci byla

zvolena opticka denzita ODeoo = 0,2.

Aby bylo mozné urcit pocet zivych a mrtvych bunék a stanovit tak zivotnost bakterii
po pfidani potencidlni latky s antimikrobialnimi G€inky, bylo potiteba urc¢it optimalni

mnozstvi pracovniho roztoku PI a FDA piidavané¢ho k bakteridlni suspenzi zivych
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(50 ul) a mrtvych bunék (50 pl). Sohledem na jiz dosazené vysledky je potieba

metodiku zoptimalizovat a potlacit vliv pozadi i problematickou opakovatelnost.

A B

20 pm

Obr. 19: Porovnani poétu bakterii suspenze P. larvae (ODggo = 0,2) potizeno po 30 min inkubaci
pii celkovém zvétseni 600X ve svételném modu (A) a fluorescenénim modu (B). Ke 100 pl
bakterialni suspenze bylo pfidano 100 pl pracovniho roztoku FDA (0,05 mg.ml).

Obr. 20: Obrazek bakterialni suspenze P. larvae (ODgoo = 0,2) pofizen po 50 min inkubaci
mikroskopem ve fluorescenénim moédu pii celkovém zvétSeni 600x. Ke 100 pl bakterialni
suspenze bylo ptidano 100 pl pracovniho roztoku FDA (0,05 mg.ml™).
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Obr. 21: Obrazek bakteridlni suspenze P. larvae (ODgoo = 0,2) mrtvych bunék pofizen po
30 min inkubaci mikroskopem ve fluorescen¢nim modu pii celkovém zvétseni 600%. Ke 100 ul
bakterialni suspenze bylo pfidano 100 pl pracovniho roztoku P1 (0,05 mg.ml?).
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5 DISKUZE
Dle protokolu Bassi et. al. (2015) byl metodou PCR a naslednou detekci na agarosovém

gelu zatazen bakterialni kmen P. larvae CCM 4484 mezi genotyp ERIC I a bakterialni
kmen P. larvae VM 6135 mezi genotyp ERIC Il. U obou téchto kment byl pozorovan
charakteristicky produkt o velikosti 970 bp a u P. larvae VM 6135 navic produkt o
velikosti 2800 bp typicky pro ERIC II (Genersh et al., 2006). U genotypu ERIC I,
vznika také produkt o velikosti 1200 bp, avSak jak mizeme vidét u Genersh et al., 2006,
tak tento band je velmi slaby, pravdépodobné tohoto produktu vznikd velmi malo, a
proto nebyl mnou ani detekovatelny. Bassi et al. (2015) zafadili celkem 117
testovanych bakterialnich kment k ptislusnému genotypu ERIC a také nepozorovali u
ERIC I produkt o velikosti 1200 bp. Krom¢ téchto rozdilti se oba genotypy od sebe
odlisuji také barvou svych kolonii. Zatimco genotyp ERIC I ma spiS naSedlé kolonie a
prihledné, tak ERIC II prihledné kolonie nikdy nema a jejich zbarveni je oranZové ¢i
krémové bilé. Oranzova pigmentace se vétsSinou vyskytuje pouze u nékterych podkmenti
P. larvae, zatimco krémové zbarveni je mnohem castéj$i a bylo pozorovano i Vv této
praci u pouzitého bakterialniho kmene P. larvae VM 6135 (Ashiralieva a Genersch,
2006; Bassi et al., 2015).

K testovani antimikrobialni aktivity je velmi ¢asto vyuzivana metoda difuznich testa
nebo metoda rustovych kfivek, pomoci které mizeme urcit i MIC antimikrobialni latky.
Vizualné¢ hodnotu MIC muzeme urcit také za pouziti roztoku resazurinu, ktery je
V pfitomnosti mrtvych bunék modry, avSak Zivymi builkkami je redukovan na rGzovy
resorufin. Touto metodou byla stanovena MIC vodnych extraktd tasy Chlorella
sorokiniana v mé bakalaiské praci (Vranova, 2017), avSak v porovnani s acetonovymi
extrakty testované v diplomové praci, nebyly vodné extrakty tolik u¢inné. Hodnoty MIC
se pohybovaly v rozmezi 0,039 — 2,5 mg.mlt. Kvili lepsi vizualizaci byl k testovani
vodnych extraktii pouzivan roztok resazurinu o koncentraci 0,3 mg.ml™?, avsak Pace a
Burg (2015) uvadi, ze pti delsi dob& inkubace muze byt resazurin pro bunky toxicky.
Pro testovani antimikrobidlnich ucinkd acetonovych extrakti byl proto Vv diplomové
praci pouzit resazurin o koncentraci 0,15 mg.mlt. Damiani et al. (2014) dokonce

doporucuji pouzivat resazurin o koncentraci 0,1 mg.ml2.,

Pomoci difuznich testi bylo zjisténo, ze antimikrobidlni wUc€inky proti obéma
genotypum P. larvae vykazovalo celkem 11 extraktl fasy (vysledky nejsou soucasti této

prace). Kvuli nedostate¢nému objemu Kk testovani u extraktu frakce ¢islo 18 a 19, byla
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metodou ristovych kiivek stanovovana MIC pouze u 9 extrakti. Nejlepsi
antimikrobidlni ucinky proti bakterii P.larvae vykazovalo prvnich 5 extrakti
ozna¢enych jako frakce &islo 5, 7, 8, 9 a 10 (MIC = 6,3 — 31 pg.ml™?), coz odpovida
zhruba prvni tfetin¢ z celkem 33 sbiranych frakei. Jednotlivé frakce byly sbirany
z HPLC s methanolovym gradientem, je tedy pravdépodobné, ze latky obsazené
Vv jednotlivych frakcich maji hydrofobni charakter. Pfipadna navazujici studie by méla

navazat na tyto vysledky a identifikovat latky obsazené v jednotlivych frakcich.

Ibrahim et al. (2015) testovali ethanolové extrakty fasy Chlorella vulgaris proti
grampozitivnim bakteriim (P. larvae patii taky mezi grampozitivni). Hodnoty MIC
ethanolovych extrakta byly mnohem vys§i (250 mg.ml?) a to i pfesto, ze koncentrace
pouzivanych extraktd fasy Chlorella vulgaris byla vétsi (100 — 500 mg.ml?) nez

koncentrace extrakti Chlorella sorokiniana (1 mg.ml™ ptip. 10 mg.ml™).

Kromé extraktii z fas vykazuji antimikrobialni aktivitu také esencialni oleje (EO)
ziskavané z ptirodnich latek, které jsou taktéz hydrofobnimi latkami. Allipi et al. (1994)
testovali antimikrobialni aktivitu EO z citronové travy, maty peprné, blahovi¢niku
kulatoplodého, tymianu obecného ¢i saturejky zahradni. Testovani bylo provadéno proti
bakterii P. larvae a nejlepsi antimikrobialni G¢inky byly zjistény u EO z citronové travy.
Antimikrobialni aktivita byla pfisuzovéana latce zvana citral patiici mezi terpenoidni

latky, které jsou obecné znamy svymi antimikrobialni vlastnostmi (Cowan, 1999).

Pro stanoveni Zivotnosti bunék se ¢asto vyuziva fluorescen¢nich barviv FDA a PI,
kdy se zméti hodnoty fluorescence a nasledné se pomoci kalibraéni kiivky stanovi
zivotnost bunék po ptidavku potencialni antimikrobialni latky (Godballe, 2013). Bézné
uzivané jsou komer¢ni kity, jako naptiklad The LIVE/DEAD® BacLight ™ Bacterial
Viability Kit, jehoZ soucasti je fluorescencni barvivo SYTO 9 pronikajici do bunek,
které nasledné¢ sviti zelené¢ a PI, ktery pronikd do bunék s poskozenou bunécnou
membranou a Vv dusledku toho jsou pak buiiky cervené (Boulos, 1999). Kromé
stanoveni Zivotnosti bunc¢k z fluorescencnich hodnot lze buiky pozorovat 1 pomoci
fluorescencniho mikroskopu. Jednou ze zasadnich véci, aby experiment fungoval, je
smichat ob€ fluorescen¢ni latky o spravné koncentraci a ve spravném poméru. Jones a
Senft (1985) si piipravili pracovni roztoky FDA a PI o koncentraci 0,02 mg.ml? a
nasledné je oba pfidali k bakterialni suspenzi, kdy mnoZzstvi pfiddvaného FDA bylo

2 ng a mnozstvi PI 0,6 pg. Po uplynuti doby inkubace (5 — 40 min) byly bunky
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pozorovany pod fluorescenénim mikroskopem. V této praci bylo k bakterialni suspenzi
ptidavano po 2,5 pg FDA i Pl. Mnozstvi ptidavanych cCinidel bude tieba jesté dale

optimalizovat.

Pfi stanovovani zivotaschopnosti bunék za pouziti FDA mizou nastat dva
potencialni problémy (Clarke et al., 2001). Jednim znich je hydrolyza FDA na
fluorescein ptitomnosti n¢kterych slozek média (trypton, pepton, kvasnicny extrakt) a to
1 za nepfitomnosti zivych bunck, ¢imz ziskame faleSné negativni vysledky. Druhy
problém, ktery miZze nastat, je naopak zeslabeni fluorescen¢niho signalu. Clarke et al.
(2001) testovali jednotliva média véetné jednotlivych slozek a zjistili, Zze u 1% tryptonu
dochazi az ke 40% hydrolyze FDA po 2 h inkubaci. V ptipadé 1% kvasni¢ného
extraktu, ktery je pfidavan do MYPGP média pro kultivaci P. larvae, byla pozorovana
10% hydrolyza FDA. U LB (Luria—Bertani) média bylo naopak pozorovano zeslabeni
fluorescenéniho ptiblizné o 65 %. Byla-li jednotlivda média nafedéna, doslo

k vyraznému poklesu hydrolyzy FDA, piip. zesileni fluorescen¢niho signalu.

Rasa Chlorella je znamé svymi pozitivni G¢inky na lidsky i zvifeci organismus, a to
diky schopnostem produkovat nékolik bioaktivnich latek jako jsou proteiny, peptidy,
aminokyseliny, sacharidy a dalsi. Tyto latky napomahaji nejen pfi posileni imunitniho
systému, ¢imz zvySuji odolnost proti infekcim, ale také puisobi pii regeneraci organismu
(Cebotari et al., 2017). Jiz bylo zjisténo, ze fasa Chlorella vulgaris ma pozitivni u¢inek
na rust a produktivitu v¢elstev (Eremia et al., 2013), a proto je dobré ji podavat jako
dopln¢k stravy, avSak ma predchozi (Vranova, 2017) i nyné&jsi studie ukazuji, ze fasa
Chlorella sorokiniana ma také antimikrobialni G¢inky proti bakterii P. larvae, ktera
zpusobuje mor vcéeliho plodu. Diky témto vysledkim se objevuje novd mozna cesta,
kterd by mohla vést k potlateni a zamezeni Sifeni tohoto zavazného vceliho

onemocnéni.
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6 ZAVER

V teoretické casti byla vypracovana literarni reSerSe o bakteridlnich nakazach vcely
medonosné (Apis mellifera) zaméiena na bakterii P. larvae, pivodce moru véeliho
plodu a bakterii M. plutonius zpusobujici hnilobu véeliho plodu. Dale byla popsana
sporulace bakterii a kli¢eni bakterialnich spor, a nakonec byly shrnuty dosavadni
poznatky 0 metodach testovani antimikrobialnich latek, o pfirodnich latkach s
antimikrobialnimi u¢inky a o fase Chlorella spp., v¢etné mozZnych zpusobi jejiho

vyuziti ve vCelafstvi.

Predmétem praktické casti bylo pomoci mikrobiologickych metod otestovat
antimikrobialni u¢inky fasy Chlorella sorokiniana vici bakterii P. larvae genotypu
ERIC 1 a ERIC Il. Oba genotypy byly uréeny metodou PCR. Byl optimalizovan
protokol pro stanoveni MIC acetonovych extraktii za pouziti metody rustovych kiivek
bakterii a pro vizudlni kontrolu byla vyuzita fluorescenéni metoda S vyuzitim
resazurinu. Bylo otestovano 9 frakci extrakti fasy separované pomoci RP-HPLC.
Nejlepsi ucinky vykazoval extrakt frakce ¢islo 7, jehoz MIC proti obéma genotyptum P.
larvae byla 6,3 ug.ml™. Naopak bez t¢inku vii¢i genotypu ERIC I byl extrakte frakce

¢islo 16.

Poslednim bodem bylo pomoci fluorescenéniho mikroskopu kvantifikovat pocet
zivych a mrtvych bun€k po pfidani potencialni antimikrobialni latky za pouziti FDA a
Pl. Bylo optimalizovano ptidavané mnozstvi FDA k suspenzi zivych bunék, mnozstvi
Pl k suspenzi mrtvych bun¢k a stanovena délka inkubace, avSak po smichani obou
fluorescenénich ¢inidel nebylo mozné Zivotnost bakterii stanovit. Metodu bude tieba

dale optimalizovat.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

bp
CA
CAD
CGF
DMSO
ERIC
FDA
HVP
CHM
MGO
MIC
MJRP
MK
MTT
MVP
oD
PCR
Pl

PM
RJ

RP-HPLC

TAE
TTC

XTT

base pair (paru bazi)

autotrofni fasa

autotrofni degradovana tasa

Chlorella growth factor

dimethylsulfoxid

enterobacterial repetitive intergenic consensus

fluorescein diacetat

hniloba v¢eliho plodu

heterotrofni fasa

methylglyoxal

minimalni inhibi¢ni koncentrace

major royal jelly protein

mastnd kyselina
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid
mor vceliho plodu

optical density (opticka hustota)

polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
propidium jodid

peritrofickd membréana

royal jelly (mateti kaSicka)

reversed-phase high performance liquid chromatography
(vysokoucinna kapalinova chromatografie S reverzni fazi)

Tris-acetat-EDTA pufr
tetracyklin

2,3-bis {2-methoxy-4-nitro-5-[(sulfenylamino) karbonyl]-2H-
tetrazolium-hydroxid}
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9 PRILOHY

9.1 Difuzni testy vodnych, acetonovych a methanolovych extrakti rasy
Viechny extrakty o koncentraci 10 mg.ml™ byly aplikovany po 10 ul na naockované

MYPGP médium v triplikatu. Pro kazdy bakteridlni kmen bylo testovani provedeno
dvakrat. Jak mizeme vidét v Tabulce 9, tak acetonovy extrakt CHM (heterotrofni fasa)
nemél zadné antimikrobialni u¢inky proti P. larvae CCM 38 a stejné tak acetonovy
extrakt CAD (autotrofni degradovana tasa) proti P. larvae CCM 39 a vodny extrakt
CAD proti P. larvae CCM 4484. Celkove vSechny vodné extrakty nebyly pfili§ ucinné,
bud’ nemély z4dné antimikrobidlni U¢inky na potlaceni ristu bakterie a nevytvarely
zadné inhibi¢ni zony, nebo jen velmi malé okolo 8 — 9 mm. Stejn¢ tak acetonové
extrakty nevykazovaly antimikrobidlni u¢inky, kromé extraktu CHM, ktery potlacil rtst
bakteridlniho kmene P. larvae CCM 4483 a vytvafel inhibi¢ni zoény o velikosti
10 - 12 mm. Nejlepsi ucinky vykazovaly methanolové extrakty, jejichZ inhibicni zony
byly vétsi nez 20 mm. Methanolovy extrakt CA (autotrofni fasa) dosahl pii testovani
s P. larvae CCM 5680 velikosti inhibi¢ni zony az 40 mm. Jako kontrola bylo pouzivano
rozpoustédlo, ve kterém byl dany extrakt pfipraven. Rozpoustédlo bylo aplikovano po
10 pl na naokované MYPGP médium a po uplynuti doby inkubace nebyla pozorovana

7zadna inhibi¢ni zona.

Tab. 9: Velikost inhibi¢nich zon u testovanych extrakti fasy proti kmentim P. larvae (n = 6).

Oznaceni bakterialniho  Extrakty fasy Chlorella Velikosti inhibi¢nich zén
kmene P. larvae sorokiniana (mm)
CCM 38 acetonovy CHM —
acetonovy CAD -
CCM 39 vodny CHM 8,7+047
acetonovy CHM 11,2+ 0,91
CCM 4483 dny CHM 8,5+ 0,50
vodny CAD 8,3 + 0,47
CCM 4484 vodny CAD —
CCM 4486 methanolovy CHM 14,2 £1,21
CCM 4488 methanolovy CAD 19,5+2,14
CHM 21,8 +1,46
CCM 5680 methanolovy CAD 28,3 +4,19
CA 37,3+£229
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