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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva polyhydroxyalkanoaty (PHA) a jejich roli ve
struktufe bakterialniho biofilmu. V teoretické C¢asti byla vypracovana literarni reSerSe
zabyvajici se polyhydroxyalkanoaty, bakteridlnim biofiimem a jejich vzajemnym vztahem.
Prace byla zaméfena na rozdily v produkci PHA planktonickymi a biofilmovymi burikami. Za
ucelem studie byly pouzity bakterialni kmeny Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari,
které byly kultivovany s vyuzitim CDC biofilmového reaktoru. Pozornost byla vé&novana
kvantité a zejména formé, v jaké se PHA vyskytuji v planktonickych a biofilmovych burnkach.
Vysledky Ramanovy spektroskopie ukazaly, Zze PHA se v planktonickych bakterialnich
bunkach vyskytuje vyhradné v nativni amorfni formé&. Naproti tomu v biofilmu PHA existuje
také v CasteCné krystalické formé. Dale byla testovana jednak odolnost planktonickych
a biofilmovych bunék vi¢i pusobeni riznych stresovych faktorli, a jednak vliv osmotického
stresu na produkci PHA. Na zakladé vysledkl experimentu, kdy byly bakterie vystaveny
raznym stresovym faktordm (vysoka teplota, nizka teplota, pfitomnost detergentu a dalsi),
bylo zjisténo, Ze biofilmové buriky vykazuji vys3i stresovou odolnost nez buriiky planktonické.
Vystaveni bunék zvySenému osmotickému tlaku vedlo jednak ke zpomaleni bunécného rustu
a rozmnozovani, ale také k poklesu produkce PHA. Planktonické bufky navic reagovaly na
vnéjsi stimuly znaéné citlivéji nez buriky biofilmové.

ABSTRACT

This master thesis deals with polyhydroxyalkanoates (PHA) and their role in bacterial
biofiims. In the theoretical part the polyhydroxyalkanoates, bacterial biofilm and the
relationship between them were reviewed. The experimental part focused on differences in
PHA production by planktonic and biofilm cells. In order to study selected topic, bacterial
strains of Burkholderia cepacia and Burkholderia sacchari were cultivated using a CDC
biofilm reactor. The attention was paid to quantity and especially to the form in which PHA
occurs in planktonic and biofilm cells. Results of Raman spectroscopy have shown that PHA
exists exclusively in native amorphous form in planktonic bacterial cells. On the other hand,
in biofilm PHA occurs also in a partially crystalline form. In addition, the resistance of
planktonic and biofilm cells against various stress factors and the effect of osmotic stress on
PHA production was tested too. According to the results of the experiment, when the bacteria
were exposed to different stress factors (high temperature, low temperature, presence of
detergent and so forth) biofilm cells showed a higher stress resistance than planktonic cells.
Apart from slowing cell growth and reproduction, increased osmotic pressure in the culture
medium also caused decrease of PHA production. In addition, planktonic cells responded to
external stimuli more sensitively than biofilm ones.
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polyhydroxyalkanoaty, polyhydroxybutyrat, bakterialni biofilm, planktonické buriky, CDC
biofilmovy reaktor, Burkholderia cepacia, Burkholderia sacchari
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1 UvoD

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) tvofi unikatni skupinu biodegradabilnich polymeru. Jedna se
o polyestery produkované intracelularné celou fadou mikroorganisml, nejCastéji
gramnegativnimi a grampozitivnimi bakteriemi. Tyto slouCeniny bakteriim primarné slouzi
jako alternativni zdroj uhliku a energie, v pfipadé vycerpani exogennich zdroju. Jiz bylo
identifikovano vice nez 150 rdznych monomerd PHA [1]. NejbéznéjSim a také
nejstudovanéjsim zastupcem je poly-3-hydroxybutyrat (PHB). Dale jsou to napfiklad
polyestery 3-hydroxypropionatu (3HP), 4-hydroxybutyratu (4HB), 5-hydroxyvaleratu
a dalSi [2]. PHA se vyznacuji svymi termoplastickymi a elastomerickymi vlastnostmi, které se
podobaji vlastnostem polyethylenu nebo polypropylenu. Tyto vlastnosti se mohou v zavislosti
na slozeni polymerni smési ménit. Z hlediska zivotniho prostfedi jsou PHA rozlozitelné
[3, 4, 5] a biokompatibilni [6]. Z téchto divodl je mikrobialnim polyesterim v poslednich
letech vénovana zvySena pozornost, jakozto alternativni nahradé za bézné komoditni plasty.

Bakterie se v pfirodnich podminkach obvykle nevyskytuji pouze v jednobuné&cnych
koCovnych formach, ale vytvareji biofilm. Biofilm |ze definovat jako shluk bunék, které jsou
pevné spojeny s povrchem a uzavieny v matrici, kterou sami produkuiji [7, 8]. Tato matrice se
sklada z extracelularnich polymernich latek (EPS), zejména polysacharid(i, dale z DNA,
protein a lipidd. Biofilm neni pouze pasivni shluk bunék, nybrz strukturné a dynamicky
komplexni biologicky systém, na jehoz charakter ma vyznamny vliv jednak genom
mikroorganismu a jednak prostfedi, ve kterém se mikroorganismy nachazeji [9]. Struktura
biofilmu poskytuje optimalni prostfedi pro tvorbu nutriéniho gradientu, vyménu genetického
materialu mezi bufikami, ataké pro buné&Cnou signalizaci (quorum sensing). Bakterie
vytvarejici biofilm se mohou liSit od svych suspendovanych protéjsku, a to pfedevsim tvorbou
EPS, snizenou rastovou rychlosti a regulaci specifickych genl. Biofilm se muze tvofit na
rozmanitych povrsich, v€etné zivych tkani, zdravotnickych pomucek, potrubnich systém
a pfirodnich vodnich systému [10].

PHA nejsou jediné polymery, které mohou byt bakteriemi syntetizovany. Mnoho bakterii
muze produkovat extracelularni polymerni latky (EPS) [11], které tvofi hlavni slozku
bakterialniho biofilmu. Metabolismus EPS a PHA se vzhledem ke sdilenym meziproduktiim
biosyntézy a vzajemné kompetici o tok uhliku v burfikdch zda byt podobny [12]. Jako pfiklad
mohou slouzit rhamnolipidy, jakoZto slozky biofilmové matrice bakterie Burkholderia cepacia.
Strukturu jak rhamnolipida, tak PHA tvofi kyselina 3-hydroxymaselna spojena esterovou
vazbou. Pfi syntéze rhamnolipidi a PHA pak dochazi k vzajemné kompetici o prekurzory
mastnych kyselin. Nékteré metabolity soutézi o biosyntetické prekurzory a mohou byt
bakteriemi vyuzivany pro podobné ucely. Ve skuteCnosti jsou tyto latky vétSinou
produkovany v riznych okamzicich buné€ného cyklu, aby reagovaly na rozliSsné podminky
prostfedi. Vzajemna interakce mezi biosyntetickymi drahami PHA a slozkami biofilmoveé
matrice jsou sloZité a mohou se liSit napfi€¢ mikroorganismy. Stéle existuje mnoho
neznamych aspektl, dle kterych bakterie fidi syntézu a degradaci téchto sloucenin na
zakladé svych fyziologickych potfeb [13].



2 TEORETICKA CAST
2.1 Polyhydroxyalkanoaty

2.1.1 Struktura a vlastnosti

Zakladni strukturu polyhydroxyalkanoat( tvofi jednotlivé monomerni jednotky. Monomerni
podjednotky se vétSinou vyskytuji ve formé 3-hydroxy-substituovanych mastnych kyselin, jak
ukazuje Obrazek 1 [14, 15]. Na zakladé délky fetézce monomeru mohou byt PHA obecné
rozdéleny na PHA s kratkym bocnim fetézcem (scl-PHA), které obsahuji zpravidla
monomery s 2-5 atomy uhliku, a na PHA se stfedné dlouhym bo¢nim fetézce (mcl-PHA),
které tvofi monomery s 6-14 atomy uhliku. SloZeni vysledného polyesteru zavisi zejména na
pouzitém substratu [16, 17, 18].

A
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Obrazek 1: Obecna struktura polyhydroxyalkanoatl produkovanych bakteriemi. PHA jsou obycejné
tvoreny (R)-B-hydroxy mastnou kyselinou, pficemZ R substituent se lisi od methylu (C1) po tridecyl
(C13) [14]

Délka fetézce monomeru a jejich molarni pomér ma vyrazny vliv na fyzikalni a mechanické
vlastnosti PHA [19, 20]. Molekulova hmotnost PHA se li§i podle typu producenta, obecné se
vSak pohybuje v rozmezi 50 000—1 000 000 Da. Molekulova hmotnost PHA je tak dostatecné
vysoka pro vytvoreni polymernich vlastnosti, které se podobaji konvenénim plastim, jako je
napi. polypropylen [14]. VSechny monomerni jednotky tvofici PHA se vyskytuji
v konfuguraci D. Tato skute€nost je zpusobena stereospecifitou biosyntetizujicich enzymu
[21, 22, 23, 24]. U PHA se stfedni délkou bo¢niho fetézce dochazi ke sniZeni krystalinity,
snizeni teploty tani a sniZzeni teploty skelného pfechodu ve srovnani s PHA
rozsah aplikaci ve srovnani s scl-PHA [25, 26]. Drtiva vétSina mikroorganismu syntetizuje
bud scl-PHA, obsahujici pfedevSim jednotky 3HB, nebo mcl-PHA obsahujici 3-
hydroxyoktanoat (3HO) a 3-hydroxydekanoat (3HD) jako hlavni monomery [27].

Nejhojnéji produkovanym a nejlépe prostudovanym polyesterem je poly-3-hydroxybutyrat.
Tento polyester ma dokonale izotaktickou strukturu, ktera je tvofena orientovanymi vlakny.
PHB izolovany z bakterii vykazuje 55-80% krystalinitu, zatimco molekuly uvniti bakterii jsou
amorfni a existuji jako ve vodé nerozpustné inkluze [20]. Kopolymery PHB mohou vést
rovnéz ke vzniku polymeru, které obsahuji monomery 3-hydroxyvaleratu (3HV) nebo 4-
hydroxybutyratu (4HB). Zaclenénim 3HV do struktury PHB vznika kopolymer poly(3-
hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat), ktery je oproti samotnému PHB  mék¢éi
a elastictéjsi [28].



2.1.2 Metabolismus PHA

2.1.2.1 Biosyntéza

Biosyntéza PHA muze probihat jak u cistych, tak u smésnych bakteridlnich kultur.
Produkce PHA je pravdépodobné vyvolana v dusledku stresovych podminek prostiedi,
v nichz se bakterie mohou nachazet [29]. PHB je primarnim produktem asimilace uhliku a je
produkovan jako zasobni forma energie, ktera muize byt vyuzita v pfipadé, kdy nejsou
k dispozici jiné energetické zdroje. Jako zdroj uhliku pro syntézu PHA mulze poslouzit cela
fada substratl, jako jsou napfiklad obnovitelné zdroje (Skrob, sacharosa, celulosa,
triacylglyceroly), fosilni zdroje (methan, mineralni olej, hnédé a Cerné uhli), vedlejSi
primyslové produkty (melasa, syrovatka, glycerol), organické kyseliny (kyselina propionova
a 4-hydroxymaselna) nebo i oxid uhliCity [27]. K hromadéni PHB dochazi v okamziku, kdy je
k dispozici nadbytek zdroje uhliku a zaroven je vyCerpana néktera z ostatnich zivin, coz ma
za nasledek nevyvazeny rlst. Limitujici Zivinou maze byt zdroj dusiku, siry, fosforu, zeleza,
hof¢iku nebo drasliku. Mimoto, u mnoha aerobnich bakterii je hromadéni PHA indukovano
nedostatkem kysliku [30].

V pfirodé bylo vyvinuto nékolik moznych zplsobl vzniku PHA. Kazdy z téchto zplsobl je
zavisly na Zivotnich podminkach daného mikroorganismu v ekosystému [14]. U vétSiny PHA
produkujicich mikroorganismi se metabolicka draha biosyntézy PHB sklada ze ffi
navazujicich reakci katalyzovanych tfemi riznymi enzymy, jak ukazuje Obrazek 2.

ﬂﬂH phbC H Phbi\_é H phbB P

Promoter
B-ketothiolase Acetoacetyl CoA Reductase PHB Polymerase

l

Acetyl CoA ——» Acetoacetyl ——p» Poly 3-OH butyryl ———» Poly 3-OH butyrate
CoA CoA

Obrazek 2: Metabolicka draha biosyntézy poly(3-hydroxybutyréatu). PHB je postupné ve tfech krocich
syntetizovan pusobenim [-ketoacyl-CoA thiolasy(phbA), acetoacetyl-CoA reduktasy (phbB) a PHB
polymerasy (phbC). Operon phbCAB obsahuje geny kédujici tfi enzymy a je kompletné prepisovan

promotorem umisténym pred genem phbC [14].

V prvni reakci dochazi ke kondenzaci dvou molekul acytel-CoA za vzniku acetoacetyl-CoA
pusobenim enzymu [B-ketoacyl-CoA thiolasy, ktery je kdédovan genem phbA. V druhé reakci
je acetoacetyl-CoA redukovan na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA pomoci NADPH-dependentni
acetoacetyl-CoA dehydrogenasy, kdédované genem phbB. Nasledné dochazi k polymeraci
(R)-3-hydroxybutyryl-CoA na PHB pusobenim enzymu PHB polymerasy, ktery je kdédovan
genem phbC [18]. VSechny tfi geny, phbA, phbB a phbC, jsou vétSinou seskupeny
a usporadany v jednom operonu phbCAB. Lokusy kodujici geny pro tvorbu PHA se
u rliznych bakteridlnich druhd liSi. Rozmanitost biosyntetické drahy PHB zavisi na mife
odliSnosti téchto lokusu. Geny kodujici enzymy pro syntézu scl-PHA (phb) a geny kédujici
enzymy pro syntézu msc-PHA (pha) nemusi byt vZzdy nutné navzdjem seskupeny.



Organizace téchto genu a poradi genl v operonu se mohou druh od druhu liSit [27].
Soucasné s biosyntézou intracelularnino PHB probiha i jeho degradace. Zda se tedy, ze
metabolismus PHB probiha cyklickym mechanismem [30].

2.1.2.2 Degradace PHA

Degradace PHB je zahajena intracelularné, aktivitou enzymu PHB depolymerasy, phaZz,
ktera z PHB uvolfiuje monomer D-3-hydroxybutyrat [31]. Monomer je nasledné oxidovan
pusobenim 3-hydroxybutyrat dehydrogenasy na acetoacetat [32], ktery je v dalSim kroku
esterifikovan na acetoacetyl-CoA enzymem acetoacetyl-CoA syntetasa [33]. Po hydrolyze
acetoacetyl-CoA enzymem [(-ketoacyl-CoA thiolasou je vznikly acetyl-CoA asimilovan
enzymy citratového a glyoxylatového cyklu [14].

Alternativné je PHB po lyzi bunék uvolnén do extracelularniho prostfedi, kde dochazi
kjeho prfreméné na CasteCné krystalicky polymer. Ten mlze byt dale zpracovan
extracelularni PHB depolymerasou [34]. Extracelularni degrada¢ni enzymy jsou
fylogeneticky nepfibuzné s témi intracelularnimi. Hlavni rozdil mezi témito enzymy je
zejména v substratové specifité, predevS§im ve schopnosti rozpoznavat amorfni
a semikrystalické formy [34, 35].

2.1.3 Biologicky vyznam PHA

2.1.3.1 PHA jako zdsobni zdroj energie a uhliku

Obecné je znamo, ze PHA slouzi v prvni fadé jako zalozni zdroj uhliku a energie v pfipadé
vyCerpani externich zdroju. PHA se v burice vyskytuji ve formé nerozpustnych granuli. Na
jednu burfiku muze pfipadat 8—12 PHA granuli, pfiéemz sou€asné nedochazi k vyraznému
ovlivnéni osmotického tlaku €i k jinému Skodlivému efektu na bunéénou sténu [36]. V pfipadé
absence exogenniho zdroje uhliku, mohou byt PHA velmi snadno v burfikach imobilizovany
pomoci PHA degradujiciho enzymatického systému. To pfinasi bufkam velké vyhody.
V takovém pfipadé totiz neni zapotiebi rozkladat jiné esencialni makromolekuly, jako jsou
proteiny nebo nukleové kyseliny. U nékterych druh( rodu Bacillus a Azotobacter, slouzi PHB
jako zdroj uhliku a energie pfi procesech sporulace, pfipadné encystace. Nicméné,
pritomnost PHB pro priibéh téchto procesl neni nezbytna [37].

2.1.3.2 Vyuziti PHB hlizkovitymi bakteriemi pri fixaci dusiku

PHB hraje urcitou roli jako zdroj energie v procesu symbiotické fixace dusiku u nékterych
rodt hlizkovitych bakterii, napf. Rhizobium nebo Bradyrhizobium [38, 39]. Tyto bakterie
napadaji kofeny hostitelskych rostlin, coz vede k vytvofeni kofenovych nodull, v nichz se
tyto bakterie vyskytuji ve formé bakteroidd. Bakteroidy jsou pleomorfni bunky schopné
samostatného rozmnozZovani. Tyto buniky maji aktivni enzym nitrogenasu, ktery se jinak
u volné Zijicich bakterii nevyskytuje [36]. PHB muze tvofit az 50 % biomasy bakteroidu, a to
navzdory tomu, Ze fixace dusiku a syntéza PHB vzajemné soutézi o pfitomnost redukcénich
ekvivalentl [40]. Pfesna role metabolismu PHB u téchto bakterii v pribéhu infekce, nodulace
a fixace dusiku zatim nebyla objasnéna [41].

2.1.3.3 Vyznam PHB ve stresové odpovédi buriky

Existuji udaje o tom, Zze akumulace a degradace PHB zvySuje odolnost bakterialnich
bunék vici celé fadé nepfiznivych podminek, jako je napf. vysoka teplota [42, 43], nizka
teplota a mraz [43, 44], nebo oxidaéni stres [43, 45]. Mechanismy, kterymi PHB pfispivaji ke
zmirnéni nasledku plsobeni stresu, zatim nebyly plné objasnény. Granule PHB mohou
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jednak poskytovat fyzickou bariéru pfi riznych stresovych podminkach. Nicménég, spravné
fungovani anabolické a katabolické drahy PHB se zda byt nezbytné pro zajisténi zvysené
ochrany bunky pred stresem [30]. Bylo Zjisténo, Ze intenzivni
degradace intracelularniho PHB zvySuje hladinu intracelularniho adenosintrifosfatu (ATP)
a guanosin tetrafosfatu. Je znamo, Ze guanosin tetrafosfat je induktorem exprese
alternativniho sigma faktoru rpoS, navyusujici expresi fady genl zapojenych do stresové
odezvy vUcCi Sirokému spektru stresovych faktor. Timto se nasledné aktivuje exprese gend,
poskytujicich zkfizenou ochranu viéi riznym environmentalnim stresim [46].

Zda se, Ze 3-hydroxybutyrat, jakozto hlavni produkt degradace PHB, by mohl hrat roli
i vdaldi stresové odpovédi bakterii. Né&které literarni zdroje se zmifiuji o 3HB jako
o0 kompatibilnich rozpustnych latkach, zejména u bakterii Zijicich v hlubinach mofi [47]
a v posledni dobé také u Pseudomonas sp. CT13 [48]. U téchto bakterii 3HB zastava funkci
chaperonll, které napomahaji stabilizaci protein vroztoku a k ochrané bunék pred
kombinovanym plisobenim solného a tepelného stresu [48]. Kromé ochrany enzymu pred
tepelnou denaturaci je 3HB schopny poskytovat ochranu pfed oxidativhim poskozenim
pusobenim Cu®* a H,0,. Dokonce se ukazalo, e protektivni ucinek 3HB je vyssi nez
u trehalézy a srovnatelny s u€inkem hydroxyektoinu, coz jsou dobfe znamé chemické
chaperony [49].

2.1.3.4 PHB jako sloZka prokaryotnich a eukaryotnich membran

Jeden z nejzajimaveéjSich objevu v oblasti biochemie PHA bylo zjisténi pfitomnosti PHB
v membranach mikroorganismi. Zpocatku doslo k objevu PHB v plazmatické membrané
grampozitivnich a gramnegativnich bakterii [50]. Pozdé&ji byl vyskyt PHA objeven
i v membrané eukaryotnichch mikroorganismu, s nejvy$Simi koncentracemi v mitochondriich
a mikrosomech [51]. PHB mohou tvofit v membranach komplexy s anorganickymi fosfaty.
Tyto komplexy umoZhuji preklenuti membrany, a proto mohou hrat roli v regulaci
intracelularni  koncentrace vapniku apfi vapnikové signalizaci. PHB tvofi vné&jsi
Sroubovicovity tunel, ktery obtaci vnitfni Sroubovici. Ta je slozena z komplexu
polyfosforeénanti s Ca?* a propojuje oba polymery, jak znazorfiuje Obrazek 3.
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Obrazek 3: (A) Navrh struktury kanalku prostupujiciho membranou a zobrazeni vzajemného vztahu
mezi PHB, polyfosfatu a Ca2+.(B) Vnitini pohled smérem doldi, podél osy struktury membranového
kanalku. Obrazek znazorriuje pouze 4 vazby Cca™, pricemz zbylé 4 jsou otoéeny zespod a nejsou
zobrazeny [30, 51].
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Vnéjsi PHB helix sCitda 14 monomernich jednotek na otoCku. Methylové a methylenové
skupiny tvofi lipofilni schranku, zatimco karbonylové kysliky tvofi polarni vypli dutiny.
PolyfosforeCnanovy helix je tvofen monomernimi jednotkami, jejichz fosforylované kysliky
jsou orientované smérem ven. Na kaZzdou otoCku pfipada 7 monomernich jednotek a 3,5
jednotek Ca?'. Kazdy iont tvofi koordinaéni vazbu se 4 fosforylovanymi atomy kysliku
a 4 atomy karbonylového kysliku [30, 51].

2.1.4 Pramyslové vyuziti PHA

Polyhydroxyalkanoaty se  svymi  fyzikalné-chemickymi  vlastnostmi  podobaji
petrochemickym plastim [52]. Pfi velkoobjemové produkci bioplastl vSak narazime na
vyznamné problémy, diky kterym bioplasty zatim nejsou schopny plné konkurovat
syntetickym polymerdm. V prvé fadé je to vysoka cena vyroby PHA, oproti syntetickym
polymerim. Vysoké naklady na produkci se pfipisuji pfedevS§im vysoké cené pouzitého
zdroje uhliku, kterym je glukosa nebo sachardza. V souc€asnosti je snaha tyto pomérné drahé
substraty nahradit levnymi odpadnimi materidly nebo vedlejSimi produkty zemédélské
a potravinaiské vyroby, které by zvySily konkurenceschopnost PHA [53, 54]. DalSim
problémem biotechnologické produkce PHA je nedostatek rychlych a spolehlivych
analytickych nastroju, které by umoznily rychlé a citlivé stanoveni PHA uvnitf bunék
v pribéhu biotechnologického procesu [55]. V posledni fadé je velkoobjemova produkce
PHA komplikovana specialnimi rlstovymi podminkami, které jsou produkénimi
mikroorganismy vyzadovany [52].

Dfive byly PHA vyuzivany vyhradné pro vyrobu plastovych lahvi, vlaken, obalu, latexu
a produktl pro zemédélské nebo komeréni vyuziti [15, 56]. Pozdéji se tyto polyestery zacaly
vyuzivat i pro medicinské aplikace [15, 52, 56].

2.2 Biofilm

2.2.1 Struktura a mechanické vlastnosti

Kazdy biofilm konkrétniho mikrobialniho spole€enstva je unikatni, nicméné existuji urcité
znaky spole¢né vSem biofilmdm [57]. Na strukturu biofilmu ma vliv nékolik faktoru. Jsou to
zejména hydrodynamické podminky, koncentrace Zivin, pohyblivost bakterii, mezibunécna
komunikace, ale také samotné mikroorganismy uvnitf biofilmu [10].

Zakladni strukturni jednotkou biofilmu jsou mikrokolonie bakterialnich bunék [10]. Tyto
mikrokolonie jsou uzavieny v EPS matrici a oddéleny od jinych mikrokolonii vodnimi
kanalky [58]. Tok kapaliny uvnitf téchto kanalki umoziuje difuzi Zivin, kysliku, ale
i antimikrobialnich c&inidel [10]. Tésné usporadani bunék v mikrokoloniich nebo meazi
mikrokoloniemi poskytuje idealni prostfedi pro vytvofeni gradientu zivin, vyménu genu
a quorum sensing. Mikrokolonie mohou byt sloZzeny z vice bakterialnich druh(. Diky tomu
muzZe snadno dochazet ke kolob&hu ruznych Zivin (napf. dusiku, siry a uhliku)
prostfednictvim redoxnich reakci probihajicich v pudnich a vodnich biofilmech [10].
Mikrobialni buriky uvnitf mikrokolonii se ¢asem mohou stat pohyblivé a migrovat z jedné
mikrokolonie do druhé. V dusledku toho se mikrokolonie mohou vzajemné misit a ménit svou
strukturu od kompaktni az po volngjsi. Pohyblivé buriky mohou byt nakonec z biofilmu uplné
dispergovany, coz vede k rozpusténi mikrokolonie [10].

Pfestoze ma biofilm slizovitou konzistenci, tedy Ze jeho struktura neni rigidni, je dllezita
mechanicka odolnost biofilmu. K mechanické odolnosti biofilmu pfispivaji zejména EPS
a pusobici smykova sila [59, 60]. Vznik bakterialnich mikrokolonii byl zpozorovan na
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povrsich, které byly vystaveny plsobeni permanentnich smykovych sil [60]. Biofilmy obecné
vykazuji viskoelastické vlastnosti. V zavislosti na silach pusobicich na matrici muze biofilm
podléhat budto vratné pruzné reakci, nebo nevratné deformaci. Na zakladé kompresnich
experimentu bylo zjisténo, Ze v dusledku reakce na tlak biofilmy prochazeji fazi elastického
chovani, az dosahnou bodu zlomu, po kterém se biofilm chova jako viskdzni tekutina. Tento
fakt je pravdépodobné zplsoben rozdilnymi vazebnymi interakcemi mezi slozkami EPS,
které jsou drzeny pohromadé slabymi fyzikalné-chemickymi interakcemi, jako jsou vodikové
vazby, van der Waalsovy sily a elektrostatické interakce Obrazek 4.
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Obrazek 4: Skupiny slabych fyzikalné-chemickych interakci a zapleteni biopolymerd, které ovlivriuji
stabilitu EPS matrice [61].

Kromé polysacharidii mohou byt do struktury biofilmu zapleteny dal$i biopolymery, coz
pfispiva ke zvySeni stability matrice [61]. Elastické materidly mohou pfi pldsobeni napéti
absorbovat energii, coz se projevi jejich deformaci. Za u¢elem zmirnéni plsobeni smykové
stresu maze dojit k preskupeni biofilmu. Biofilm tak mize pomoci vratné deformace odolavat
prechodnym stresovym udalostem. Je mozné, Ze biofilm je schopen, v reakci na mechanické
namahani, na pfechodnou dobu zvySit pevnost strukturni matrice biofilmu zvySenim
produkce EPS. Na mechanické vlastnosti biofimu mize mit dale vyrazny vliv interakce
vicemocnych anorganickych iontd s EPS. Napriklad pfitomnost Ca?* dokaze zvysit
mechanickou odolnost mukoidu v biofilmu bakterie P. aeruginosa. Tento ucinek se vysvétluje
tim, 2e Ca*" zprostfedkovavaji zesiténi polyaniontovych molekul alginatu [62].

2.2.2 Extracelularni matrice biofilmu a jeji slozeni

Ve vétsiné bakterialnich biofilmU bunky tvofi méné nez 10 % susSiny. Zbytek, tedy vice nez
90 %, obvykle tvofi matrice, kterou bakterie sami produkuji do bezprostfedniho okoli.
Matrice sestava ze smeési ruznych extracelularnich polymernich latek (EPS), zejména
polysacharidli, dale z proteind, nukleovych kyselin a lipidd (Obrazek 5). Tyto latky jsou
zodpovédné za adhezi bunék k povrchu a za stabilitu biofilmu [61]. EPS pfechodné
imobilizuji bunky v biofilmu a udrzuji je v tésné blizkosti, coz bakteriim umozniuje vzajemnou
bunéCnou komunikaci a vznik mikrokolonii. EPS mohou rovnéz slouzit jako zdroj Zivin.
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Nicméné, nékteré komponenty EPS jsou jen malo rozloZitelné a vzhledem ke sloZitosti EPS
by kompletni degradace vSech slozek EPS vyzadovala Siroké spektrum enzym(. Matrici
biofilmu si Ize pFedstavit, mimo jiné, jako externi travici systém. Extracelularni enzymy
pfitomné vmatrici umozfuji burikam, které se nachazeji v jejich bezprostfednim okoli,
metabolizovat biopolymery pfitomné v biofilmu [59].

R o e T )

N I

Obréazek 5: Hlavni komponenty matrice biofilmu (polysacharidy, DNA, proteiny) jsou nerovnomérné
rozptyleny mezi burikami, a vytvareji tak rozdily v jednotlivych mistech matrice [59].

2.2.2.1 Exopolysacharidy

Primarné jsou EPS pfitomné v matrici tvofeny polysacharidy [62, 63]. VétSina téchto
polysacharidd tvofi dlouhé linearni nebo vétvené molekuly s molekulovou hmotnosti 0,5—
2-10° Da [64]. Jedna se vétSinou o heteropolysacharidy, které jsou slozeny ze smési
neutralnich nebo nabitych sacharidovych zbytkd. Ve své struktufe mohou obsahovat
organické Ci anorganické substituenty, které vyrazné ovliviuji jejich biologické a fyzikalni
vlastnosti [65]. Rada znamych extracelularnich polysacharid(, jako jsou napt. alginat,
xanthan, nebo kyselina kolagenovd, ma polyaniontovy charakter. Zaporny naboj
polysacharidll je zpUsoben pfFitomnosti pyruvatu, nebo uronovych Kkyselin, jako jsou
kyseliny D-glukuronova, D-galakturonova a mannuronova [65, 66]. Tato vlastnost je dllezita,
protoZze umozriuje asociaci dvojmocnych kationtl, jako je vapnik a hofcik, coz hraje dulezitou
roli pfi tvorbé polymernich viaken. Zaroven dochazi ke zvySeni vazebné sily ve vzniklém
biofilmu [65]. V pfipadé nékterych gram-pozitivnich bakterii, jako jsou stafylokoky, mize byt
slozeni EPS zcela odliSné a v prvni fadé mohou mit kationtovou povahu [69].

Prostfednictvim vodikovych vazeb jsou EPS schopné do své struktury vazat velké
mnozstvi vody. AZ na vyjimky ma vétSina EPS jak hydrofobni, tak hydrofilni charakter a liSi
se navzajem Vv rozpustnosti. Struktura a slozeni polysacharidi mize mit vyznamny vliv na
vlastnosti biofilmu. Napfiklad, mnoho bakteridlnich EPS ve své struktufe obsahuji fetézce
s 1,3- nebo 1,4-beta-vazanymi hexdzovymi zbytky, diky nimz maji tendenci byt tyto
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polysacharidy tuzsi, méné deformovatelné a v nékterych pfipadech malo rozpustné ¢i zcela
nerozpustné. Jiné molekuly EPS, v zavislosti na jejich struktufe, mohou byt naopak ve vodé
dobfe rozpustné. Struktura EPS v biofilmu neni obecné jednotna, ale muze se liSit v Case
a prostoru [66]. RGzné organismy produkuji rizné mnozstvi EPS, ale obecné se produkce
EPS zvySuje se stafim biofiimu [70]. EPS se mohou spojovat s ionty kovl, dvojmocnymi
kationty, nebo jinymi makromolekulami, jako jsou proteiny, DNA, lipidy nebo dokonce
huminové latky [65]. Je znamo, Ze produkce EPS je ovlivnéna pfitomnosti Zivin v rlistovém
meédiu. Nadbytek uhliku a omezené mnozstvi dusiku, drasliku, nebo fosforu podporuje
syntézu EPS [66]. EPS diky svénu vysokému stupni hydratace zabranuji vysouSeni biofilmu
a také mohou pfispét k antimikrobialni rezistenci biofilmu. To je umoznéno pravdépodobné
diky tomu, ze EPS vytvafri pfimou vazbu s antibiotickymi prostfedky, a brani tak transportu
téchto agens skrze biofilm [71].

2.2.2.2 Enzymy

V ramci biofilmu byly detekovany rtuzné extracelularni enzymy, které jsou zapojeny do
procesu degradace polymert [72]. Biopolymery mohou byt enzymy S§tépeny na
nizkomolekularni produkty, které mohou byt nasledné vyuZity jako zdroj uhliku a energie.
Kromé toho mohou byt nékteré enzymy zapojeny do procesu degradace strukturalnich EPS,
a napomahat tak odtrzeni bunék z biofilmu. Jiné enzymy jsou dulezitym faktorem virulence
pfi infekénich procesech [59]. Extracelularni enzymy mohou byt spolehlivé uchovany
v biofilmu diky interakcim s polysacharidy [72, 73]. Diky témto interakcim je zachovana
enzymaticka aktivita v blizkosti bunék a kratka difuzni vzdalenost pro enzymatické produkty,
které tak mohou byt bufikou snadnégji pfijimany. Kromé& toho interakce mezi enzymy
a strukturnimi exopolysacharidy zvySuje tepelnou stabilitu enzym( a jejich odolnost vici
proteolyze [74].

2.2.2.3 Strukturni proteiny

Kromé& enzymU se v matrici nachazeji i proteiny neenzymatické povahy. Jedna se
pfedevdim o proteiny vytvafejici vazbu s bunéfnym povrchem bakterii a extracelularni
proteiny vytvarejici vazbu se sacharidy, nazyvané téz lektiny. Lekniny se podili na vzniku
a stabilizaci matricové sité a tvofi spojeni mezi bakterialnim povrchem a EPS [59]. U Fady
bakterialnich druhl se vyskytuje tzv. Bap protein a jemu podobné proteiny. Jedna se
o vysokomolekularni latky na povrchu bakterialnich bunék, jejichz doména je tvofena
tandemovymi repeticemi. Tyto repetice jsou nezbytné pro vznik biofilmu a hraji roli pfi
bakterialni infekci [75]. Jiné ubikvitni proteinové komponenty matrice jsou amyloidy —
fibrilarni proteiny se strukturou 3 skladaného listu. Amyloidy se ucastni adheze k nezivym
povrchum a hostitelskym bufkam. Rovnéz funguji jako cytotoxiny jak pro rostlinné, tak pro
bakterialni buriky [76]. Jako konstrukéni prvky matrice mohou v posledni fadé slouZit viaknité
utvary na povrchu bunék, jako jsou biCiky nebo fimbrie, které mohou interagovat s jinymi
slozkami EPS [77].

2.2.2.4 Extracelularni DNA

V biofilmech rlznych plvodl byla prokazana pritomnost extracelularni DNA (eDNA).
Obzvlast velké mnozstvi eDNA bylo objeveno v biofilmech pochazejicich z odpadnich
vod [78]. Mnozstvi produkované eDNA se muze liSit i mezi blizce pfibuznymi druhy [59].
Prestoze byla eDNA zpoc€atku povazovana za zbytkovy material lyzovanych bunék, védci se
C¢im dal tim Ccastéji pfiklangji k nazoru, ze eDNA tvofi nezbytnou soucCast matrice
a biofilmového zpusobu Zivota [79]. V zavislosti na bakterialnim druhu se eDNA podili
zejména na shlukovani bunék, bunééné adhezi, mezibunéné komunikaci a antimikrobialni
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aktivité bunék [59]. Zda se, Ze plvod eDNA v matrici se liSi mezi druhy. U kmenu
grampozitivnich proteobakterii se vyskytuje eDNA jednak podobna genomové DNA, ale také
eDNA zcela odliSna [80]. Tato skuteCnost naznacCuje, Zze eDNA nepochazi pouze
z usmrcenych bunék [59].

2.2.2.5 Lipidy a povrchové aktivni latky

V matrici biofilmu byla rovnéz objevena pfitomnost lipidd [81]. Lipidy se mohou v matrici
vyskytovat ve formé lipopolysacharidi (LPS), které jsou u nékterych bakterialnich druhu
nezbytné pro adhezi k povrchu [82]. Jiné bakterialni druhy produkuji extracelularni lipidy
s povrchové aktivnimi vlastnostmi [83]. Pfikladem mohou byt rhamnolipidy pfitomné v matrici
biofilmu bakterie Pseudomonas aeruginosa. Tyto latky vykazuji povrchovou aktivitu, coz
usnadiiuje bakteriim pfichycenym na povrchu jejich migraci, po¢ateéni vznik mikrokolonii
a tvorbu houbovité struktury. Kromé toho, rhamnolipidy brani kolonizaci vodnich kanalku
a hraji urcitou roli pfi disperzi biofilmu [84, 85].

Povrchové aktivni vlastnosti nesou i nékteré EPS, zejména pak ty s obsahem surfaktinu,
viskosinu a emulsanu. Tyto latky mohou zpusobit disperzi hydrofobnich latek a zajistit tim
biokompatibilitu EPS. To je vyhodné zejména pro mikrobialni utilizaci ropnych materiald
a bioremediaci ropnych skvrn. Biosurfaktanty mohou mit antibakterialni a antifungalni
vlastnosti a jsou dullezité v procesu pfichyceni a odlouceni bakterii z olejovych kapicek [86].
Dulezitou roli obvykle maji biosurfaktanty, které jsou produkované mikroorganismy
v povrchovych vodach na rozhrani vzduch-voda. Tyto latky ovliviiuji povrchové napéti vody,
coz umoziuje efektivnéjsi vyménu plynt mezi kapalinou a atmosférou [87].

2.2.2.6 Voda

Nejvétsi podil matrice tvofi voda. EPS uvnitf matrice poskytuji mikroorganismim vysoce
hydratované prostfedi, diky némuz biofilm vysycha pomaleji nez jeho okoli. Bakterie tak
mohou diky produkci EPS aktivné reagovat na vysychani biofilmu, a poskytnout bufikam
ochranu pfed vykyvy vodniho potencialu [88, 89]. Ochrana pfed vysychanim se zda byt
jednou z velkych vyhod jak pro producenty EPS, tak pro dalsi ¢leny tvofici mikrobialni
spoleCenstvo biofilmu [90]. V zavislosti na obsahu vody v matrici se [iSi vzdalenost
jednotlivych komponent EPS od sebe. Pfi vysychani matrice se komponenty EPS pfiblizuji
k sobé&, ¢imz dochazi k jejich zakoncentrovani. Soucasné se zvysuje pocCet nespecifickych
vazebnych mist, kterd& mohou mezi sebou reagovat, coz vede k celkovému sniZeni objemu
biofilmu a sto€eni jeho struktury [59].

2.2.3 Vznik biofilmu

Pfechod bakterii z planktonického do pfisedlého zpusobu Zivota je reakci na zmény
zivotniho prostiedi. Sit' regulacnich mechanismi v dusledku reakce na signaly zivotniho
prostfedi zpUsobi expresi genu, které maji za nasledek reorganizaci bakterialni buriky. Toto
buné&tné preprogramovani vede ke zménam v expresi povrchovych molekul, ve vyuzivani
zivin a ke zméné faktoru virulence [91]. Pfirozené ekosystémy jsou obecné& chudé na
dostupné Zziviny a tvorba biofilmu je dllezitym adaptaénim procesem pro preziti za téchto
podminek [92].
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Molekularni mechanismus vzniku biofilmu je slozity a v pfesnych detailech se
u jednotlivych bakterialnich druht muze lisit [93]. Nicméné, existuje obecny model vzniku
biofilmu, jak ukazuje Obrazek 6, ktery zahrnuje tyto odlisné faze:

1) pocatecni zachyceni bunék k povrchu

2) vznik monomolekularni vrstvy

3) vznik vicevrstvé mikrokolonie

4) produkce extracelularni matrice

5) zrani biofilmu, vytvofeni charakteristické trojrozmérné struktury.

Obrazek 6: Vyvoj biofilmu v 5 fazich. Faze 1, pocatecni zachyceni k povrchu; faze 2, ireverzibilni
pfichyceni k povrchu, vznik monomolekularni vrstvy; faze 3, vznik vicevrstvé kolonie s naslednou
produkci extracelularni matrice; faze 4, zrani biofilmu, vznik trojrozmérné struktury; faze 5, disperze
bunék [94].

2.2.3.1 Prichyceni bunék k povrchu a vznik monovrstvy

V zavislosti na pohyblivosti bakterii rozliSujeme aktivni a pasivni pfilnuti bunék k substratu.
Pasivni pfichyceni je pohanéno gravitaci, difuzi a dynamikou kapaliny. PF¥i aktivni adhezi je
pfichyceni bunék k povrchu usnadnéno fadou latek, jako jsou napfiklad rizné povrchoveé
proteiny, extracelularni proteiny, kapsularni polysacharidy, adhesin a autolysin [9].
PFichyceni trva vétdinou od 5 do 30 sekund a probiha ve dvou etapach: reversibilni pfilnuti,
po kterém nasleduje ireversibilni adheze [92]. Reverzibilni pfichyceni je zpusobeno
interakcemi bakterii se substratem vlivem van der Waalsovych sil, elektrostatickych sil
a hydrofobnich interakci. Béhem této faze bakterie stale vykonavaji Brownulv pohyb a Ize je
S pouzitim mirné smykové sily odstranit [95]. Ireversibilni pfichyceni je vysledkem ukotveni
bakterialnich privéskd (pili, bi¢iky nebo protein adhesin) k povrchu, které je vétSinou
nasledovano produkci extracelularnich polymert [96]. Jelikoz jsou bakterialni buriky
a substrat Casto zaporné€ nabité, vznikaji mezi nimi odpudivé sily, které obvykle brani
pfimému kontaktu bakterii se substratem. Vazby mezi bakterialnimi pfivésky a substratem
jsou zprostfedkovany silami s kratkym dosahem, jako jsou interakce typu dipdl-dipdl,
vodikové vazby, hydrofobni vazby a iontové kovalentni vazby [95]. K této vazbé obvykle
dochazi béhem nékolika hodin od kontaktu bakterii s povrchem [97]. Odstranéni ireversibilné
pfichycenych bunék je obtizné a vyZzaduje pouZiti silné smykové sily, napfiklad drhnutim
nebo Skrabanim, nebo chemické rozruSeni vazebnych sil pusobenim enzymd, detergent(,
povrchoveé aktivnich latek €i dezinfekénich prostfedkd [95].
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2.2.3.2 Vznik mikrokolonii a produkce EPS

Po ireversibilnim pfichyceni bunék k povrchu nasleduje tvorba mikrokolonii, pokud jsou
k tomu vhodné rlstové podminky. Vznik mikrokolonii je vysledkem soucasné probihajici
agregace bunék a rustu mikroorganismu, doprovazeno produkci EPS. Studie bakterialnich
druhl pfirozenych systému ukazaly, ze v dusledku mezibunééné komunikace (quorum
sensing) se agregace bunék mohou ucastnit i planktonni bakterie z okolniho média [98, 99].
Adheze atvorba biofiimu u jednotlivych mikroorganismi podléha rozliSné genové
regulaci [95]. Mechanismus vzniku biofilmu je dobfe popsan u bakterie Pseudomonas
aeruginosa. U této bakterie je po€atecni pfichyceni bunék k povrchu nasledovano transkripci
genu algC. Vlivem toho dochazi ke sniZeni syntézy biCiku a ke zvy3eni exprese genu alg T,
genu pro syntézu alginatu, hlavni slozky EPS pro tento druh [100]. EPS jsou rovnéz
produkovany jako reakce na pfichyceni bunék a jako odezva na podnéty z prostfedi, jako je
osmoticky tlak, teplota, pH nebo hladovéni [95]. Gen crc bakterie P. aeruginosa kdduje vyvoj
biofilmu stejné jako katabolickou represi. Tento crc gen se rovnéz podili na regulaci gent
pilA a pilB, které kéduji hlavné pilusy &tvrtého typu [100]. Geneticky kontrolni mechanismus
propojujici metabolismus uhliku (crc gen) a seskupeni pilust (pili gen) je neznamy, ale udaje
naznacuiji, ze existuje souvislost mezi dostupnosti zivin a tvorbou biofilmu [101]. Na zakladé
genetické analyzy tvorby biofilmu se ukazalo, Ze k zahajeni vyvoje biofilmu je vyuzivano
vicenasobné genetické cesty. Bezprostiedné po pfichyceni buné&k k povrchu nasleduje
produkce EPS. Produkce polysacharidll je u gamnegativnich bakterii zahajena 5 az 6 hodin
po pfichyceni bunék [102]. Pfesné sloZzeni EPS neni znamé, vétSinou se vSak jedna o smés
polymer( [95].

2.2.3.3 Zrani biofilmu

Pokud jsou podminky vhodné pro dostate¢ny rist a aglomeraci bunék, muze dojit ke zrani
biofilmu a vzniku jeho organizované struktury. Zraly biofilm se muze skladat z jedné vrstvy
bunék, uzaviené v poréznim extracelularnim polymeru, nebo z vicevrstvych volné uloZenych
mikrokolonii, které drzi pohromadé v extracelularni matrici prolozené vodnimi kanalkami [95].
Biofilm je tvofen zakladem, z néhoz vycCnivaji vybézky, a jiz zminénymi vodnimi kanalkami.
Struktura biofilmu je houbovitd. Horni €ast biofilmu ma tvar houby s uzkym stonkem
pronikajicim do vodnich kanalk( [103].

PFi vzniku biofilmu se vytvafi koncentraCni gradient Zivin a kysliku, ktery klesa smérem od
povrchu ke spodni ¢asti biofilmu. V riznych mistech biofilmu tak vznika rozdilna metabolicka
aktivita. Cast biofilmu mdZe byt z celku odtrzena, &imz vytvoFi zaklad pro vznik nové kolonie
v jiném misté. Odtrhavat se mohou jednotlivé buriky nebo shluky bunéénych agregata [95].

2.2.3.4 Podminky ovlivniujici vznik biofilmu

PFi vzniku a vyvoji biofilmu hraje zé&sadni roli bakterialni adheze, ktera je zavisla na
fyzikalné-chemickych vlastnostech buriky a jejiho povrchu [95, 104]. Pfilnavé vlastnosti
buriky jsou ovlivnény bunéfnym obalem, ktery se méni v zavislosti na environmentalnich
podminkach a quorum sensing. Ireversibilni pfichyceni buriky k povrchu je fyziologicky
proces, ktery podléha genové regulaci. Geny zodpovédné za expresi povrchovych proteind,
pfilnavost a produkci EPS jsou aktivovany vné&jSimi podnéty, jako je hustota populace, stres
nebo limitace Zivin. PocCateCni faze bakteridlni adheze je rovnéz zavisla na sloZeni
a vlastnostech okolniho média, zejména na jeho povrchovém napéti, pH, pfitomnosti Zivin
a smacecim uhlu [95, 105]. Bakterie maji negativni povrchovy naboj a obvykle se chovaji
jako castec¢né hydrofobni Castice. Stupen hydrofobicity se mlize ménit s ristovou fazi
bakterie. Hydrofobicita obecné klesa se zvySujici se rastovou rychlosti [106].
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2.2.4 Vyznam biofilmu pro stresovou odolnost bakterii

Bakterie zaznamenavaji urlity stupen ochrany a homeostazy, jestlize setrvavaji
v biofilmu [100]. Na odolnosti bakterii vi¢i riznym stresovym podminkam Zivotniho prostiedi
maji vyznamny vliv zejména EPS. EPS mohou chranit bunky biofilmu pfedevSim pfed UV
zarenim, vysychanim, osmotickym Sokem nebo vykyvy pH [107]. Rovnéz bylo prokazano, ze
EPS jsou schopné adsorbovat organické latky, jako jsou napf. pesticidy, nebo jiné cizorodé
latky rozpusténé v toku kapaliny. V dusledku toho se pak bakterie nemuseji vyporadavat se
Skodlivymi latkami a mohou se soustfedit jen na pfitomné riistové latky a ziviny [108]. EPS
pfitomné v matrici rovnéz slouzi jako potencialni fyzicka bariéra. Dale EPS plIni funkci
iontoméniCe, ¢imz zamezuji difuzi slou€enin z okolniho prostfedi do biofilmu, a chrani tak
biofim pfed plasobenim nékterych  antimikrobidlnich  &inidel [109]. Existuje
nékolik hypotetickych mechanismd ochrany bunék pfed pusobenim antimikrobialnich latek,
jak znazorriuje Obrazek 7:

Obrazek 7: Hypotetické modely mechanismu ochrany bunék biofilmu pred ptsobenim
antimikrobialnich &inidel [110].

1. Samostatné zijici bunky vyuzivaji zZiviny, ale nemaji dostateCnou metabolickou
aktivitu, aby Cerpaly substrat ze sousednich bunék. Na rozdil od toho, kolektivni
metabolicka aktivita skupiny bunék tvofici biofilm vede ke vzniku substratového
koncentraniho gradientu a lokalizovaného chemického mikroprostfedi. Snizeni
metabolické aktivity muZze mit za nasledek menSi nachylnost k antimikrobialnim
latkdm [110].
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Nicméné, planktonické buriky jsou rychle zahlceny antimikrobialnim Cinidlem a umiraji
dfive, nez mlze byt reakce na stres aktivovana. Naproti tomu v biofiimu mohou
nékteré buriky ucinné rozvinout stresovou odpovéd na ukor jinych bunék, které
usmrti [110].

3. Planktonické bunky jsou schopné antimikrobialni cinidla neutralizovat. Avsak,
kapacita jediné bufky je nedostate¢na pro vyvazani antimikrobialni latky z okoli
bunky, ve srovnani s burikami biofilmu. Ty vyuzivaji kolektivni neutraliza¢ni silu, ktera
vede k pomalému nebo neudplnému praniku antimikrobialnich latek do biofilmu [110].

4. Posledni hypoteticky model ochrany bunék pfed plsobenim antimikrobialnich latek je
zalozen na vzniku perzistentnich, tedy stalych, bunék. Perzistentni bufiky se mohou
v malé mife tvofit i v planktonnich kulturach za podminek pomalého ristu, napfiklad
ve stacionarni fazi. V pfitomnosti ristového média pfechazeji planktonické buriky ze
stavu perzistence opét do nachylného stavu. Na rozdil od toho, navrat perzistentnich
bunék do citlivého stavu v pfipadé biofilmu neni tak snadny. Perzistentni bunky
fyzicky setrvavaji v matrici biofilmu, ¢imz dochazi k jejich akumulaci [110].

Kromé antibiotik jsou EPS schopny na sebe vazat i kovy, kationty a toxické
latky [107, 111].

2.3 Polyhydroxyalkanoaty ve vztahu k biofilmu

Genové studie bakterie B. cepacia prokazaly pfitomnost rhIABC, genu zodpovédného za
syntézu rhamnolipidu, které hraji dllezitou roli v architektufe biofilmu a v tvorbé vodnich
kanalkd [112, 113]. VétSina fluorescentnich pseudomonad, mezi které se dfive fadila
i bakterie Burkholderia cepacia, nez byla zrodu Pseudomonas vyc¢lenéna, je schopna
syntetizovat a ukladat velké mnozZstvi PHA [18]. Existuji studie vlivu biosyntézy PHA na
biosyntézu alginatu, hlavniho polysacharidu pseudomonadového biofilmu, rhamnolipidd
a také na toleranci vuci stresu. Pfedmétem studie byly bakterie Pseudomonas aeruginosa
PAO1, které byly porovnavany se svymi protéjsky deficientnimi v biosyntéze PHA [12].
PFitomnost PHA maze mit urcity vliv na pocatecni fazi vzniku biofilmu. Syntéza PHA ma vliv,
mimo jiné, na produkci slou€enin ovliviiujici povrchové vlastnosti bunék [114]. Biofilmoveé
bunky akumulujici PHA maji niz§i pfilnavost k plastovym materialim nez jejich PHA
deficientni mutanti. Divodem je pravdépodobné drobny rozdil v povrchové hydrofobicité
bunék. Bunky, akumulujici PHA vykazovaly vysSi hydrofilnost, nez buriky PHA deficientni. To
muZze byt zplsobeno pfesmérovanim toku uhliku do biosyntézy mastnych kyselin v burikach,
které nehromadi PHA. Vy38Si produkce mastnych kyselin se pak projevi zvySenou
hydrofébnosti bunééného povrchu [115, 116]. Déle se ukazalo, Ze u PHA-negativnich
mutantd PAO1 doslo témér k trojnasobnému nardstu biosyntézy alginatu ve srovnani
s divokym typem. Co se ty€e vyvoje biofilmu, PHA-negativni mutanti tvofili stabilni biofilm
s velkymi, zfetelné diferencovanymi mikrokoloniemi. Oproti tomu divoky kmen P. aeruginosa
vytvarel mikrokolonie mnohem mensi, které se navic po 5 dnech znacné rozptylily, jak
dokazuje Obrazek 8. Tyto udaje naznacuji, Ze biosyntéza PHA a biosyntéza biofilmu jsou ve
vzajemné kompetici s ohledem na spole¢ny prekursor, kterym je acetyl-CoA. Acetyl-CoA
vstupuje bud do biosyntézy mastnych kyselin, kde slouzi k syntéze PHA, nebo do
citratového cyklu, kde slouzi mimo jiné k syntéze alginatu [12]. Biosyntéza rhamnolipid(
rovnéz zavisi na dostupnosti prekurzoru, vtomto pfipadé 3-B-hydroxydekanoyl-3-3-
hydroxydekanoatu. Dfive se vé&dci domnivali, Ze tento prekurzor je syntetizovan pomoci PHA
synthasy [117, 118]. Pozdé&jsi experimenty vSak tuto hypotézu nepotvrdily. U bakterii, kterym
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byly odebrany geny pro PHA synthasu byla i nadale zachovana schopnost produkce
rhamnolipidd. Tento fakt naznacuje, Ze zadna z PHA synthas neni pfimo zapojena do
biosyntézy rhamnolipidd [12]. V zasadé plati, Ze bakterie maji tendenci tvofit PHA
v pfitomnosti omezujicich ristovych faktoru, které brani organismdm vyuzivat biologickou
spotfebu kysliku na rust biomasy [119]. Obecné lze predpokladat, Ze mutované burky
defektni v produkci PHA jsou citlivéjSi na nutriéni stres nez buriky divokého typu a absence
tohoto rezervniho polymeru muize vyvolat stres z hladovéni. Jednou z funkci biofilmu je
poskytnout bufkam pfiznivé podminky a chranit je pfed témito nepfiznivymi vlivy. Z toho
ddvodu mulze byt vznik strukturovaného biofilmu a nadprodukce polysacharidd, vcéetné
alginatu, vyhodna zejména pro vyhladovélé bunky, které nemaji PHA rezervy [12].

P. aeruginosa PAO1
24 h 72 h 120 h

: . -

Mmant ..-

Obréazek 8: Srovnani biofilmd vytvarenych kmeny P. aeruginosa a jejich prislusnymi PHA-negativnimi
mutanty.Biofilmy byly barveny pomoci SYTO 9 a vizualizovany s vyuzitim konfokalni laserové
mikroskopie se zvétSenim priblizné 140x. Horni panely predstavuji konfokalni obrazy shora dold,
spodni panely predstavuji pricné fezy biofilmem [12].

DalSi experimenty prokazaly jednoznacnou souvislost mezi PHA a odolnosti bakterialniho
biofilmu vuci vysokym teplotam. Divoké kmeny bakterii a jejich PHA deficientni mutanti byli
vystaveni teplotnimu stresu (50 °C) za hladovéjicich podminek. U PHA deficientnich bakterii
doslo jiz po 10 minutach k vyraznému poklesu Zivotaschopnych bunék a k silnému naruseni
struktury biofilmu, jak dokazuje Obrazek 9. Tato skute¢nost ukazuje, ze PHA pini dllezitou
ulohu pfi stresové odpovédi buriky a zvySuje stresovou odolnost biofilmovych bunék [12].
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P. aeruginosa PAO1

Kontrola

50 °C 20 min

Obrazek 9: Snimky biofilmu vystavenych teploté 50 °C po 20 minutach ziskané pomoci konfokalni
laserové mikroskopi. Zelena barva reprezentuje Zivotaschopné buriky, zatimco ¢ervena barva
predstavuje buriky s poSkozenou bunéénou membranou, tedy mrtvé buriky [12].

2.4 Rod Burkholderia jakozto producent PHA
Taxonomické zafezeni rodu Burkholderia je nasledujici:

doména Bacteria

kmen Proteobacteria

tfida Betaproteobacteria

fad Burkholderiales

Celed Burkholderiaceae [120]

1.1.1 Burkholderia cepacia

Bakterie Burkholderia cepacia, dfive nazyvana Pseudomonas cepacia, znama jako
rostlinnym patogenem, se v poslednich letech objevuje i jako lidsky oportunni patogen.
NejCastéji vyvolava infekci dolnich cest dychacich, ¢imz se stava realnou hrozbou pro osoby
s oslabenou funkci plic [121]. B. cepacia Casto, spole¢né s bakteriemi Pseudomonas
aeruginosa, vytvari smiSeny biofilm, ktery napada plice pacientd trpici cystickou
fibrézou [122]. B. cepacia byla poprvé objevena v roce 1949 Walterem Burkholderem, ktery
tuto bakterii oznacil za pavodce hnilobnych procesu cibule [123]. Jedna se o gramnegativni,
nesporulujici, aerobni, pohyblivou bakterii s respiraénim metabolismem. Je pfikladem typické
katalaza pozitivni a oxidaza pozitivni bakterie. Je schopna produkovat nefluorescenéni
barviva [124]. Za urCitych podminek je B. cepacia schopna pfeménit Sirokou Skalu
uhlikatych  zdroj na PHA s kratkym Fetézcem, které obsahuji homopolymery
polyhydroxybutyratu a polyhydroxyvaleratu [121]. V pfitomnosti glukosy a kyseliny
propionové (pfipadné jiného prekurzoru 3HV), jakozto zdroje uhliku, tak muaze dojit
k produkci kopolymeru poly(hydroxybutyrat-co-hydroxyvaleratu) (PHB-co-PHV) [125].
B. cepacia disponuje schopnosti tvofit bakterialni biofilm. Exopolysacharidy pfitomné
v biofilmu obsahuji zejména rhamnosu, mannosu, galaktosu, glukosu a zbytky kyseliny
glukuronové [126, 127]. Optimalni rastova teplota B. cepacia dosahuje 30-35 °C [124].
Vyskytuje se pfirozené v padé, vodé a na rostlinach [128].
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1.1.2 Burkholderia sacchari

Burkholderia sacchari, bakterie schopna akumulovat polyhydroxyalkanoaty, byla poprvé
izolovana z pudy tftinové plantaze v Brazili a identifikovana vroce 2001. Jedna se
0 gramnegativni, katalaza pozitivni a oxidaza pozitivni bakterii [129]. Je schopna pfeménit
celou fadu uhlikatych zdrojd na PHA, a to s vysokou uc&innosti. PHA nahromadéné
v bakteriich B. sacchari mohou tvofit vice nez 75 % bunééné susiny [130]. Na Zivném médiu
tato bakterie tvofi bilé neprihledné kolonie v disledku nahromadéni PHB a kopolymeru
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvaleratu) (P(3HB-co-HV)). Bunky B. sacchari maji
tyCinkovity tvar. Diky pfitomnosti nékolika polarnich bi¢iki na povrchu buriky se jedna
o pohyblivou bakterii. Tyto bakterie pomérné dobfe rostou v teplotnim rozmezi 25-37 °C,
optimalni ristova teplota vSak dosahuje 28—-30 °C. Tvorba spor a produkce extracelularnich
proteolytickych enzym( nebyla u B. sacchari zpozorovana [129].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité bakterie, chemikalie a pristroje

3.1.1 Pouzité bakterie

V diplomové praci byly vyuzity bakterie Burkholderia cepacia CCM 2656, které byly
ziskany z Ceské sbirky mikroorganism0 Masarykovy univerzity v Brné. Dale byl pouzit kmen
Burkholderia sacchari DSM 17165 zakoupeny v Leibnitz Institute DSMZ-German Collection

of Microorganism and Cell Cultures, Braunschweig, Némecko.

3.1.2

3.1.3

24

Seznam pouzitych chemikalii

Citrat amonno-zelezity (Fluka)

D-glukosa monohydrat p.a. (Penta)

DiD roztok (Thermo Fisher Scientific)
Dihydrat chloridu vapenatého (Lachema)
Dihydrogenfosfore&nan draselny (Lachner)
Dimethylsulfoxid (Lachner)

Dodecylsiran sodny (Serva)

Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Lachner)
Ethanol (VWR Chemicals)

Granulat komer¢nich PHA (Sigma-Aldrich)
Heptahydrat siranu hofe¢natého (Lachner)
Hydroxid sodny (Lachner)
Hydrogenfosforec¢nan sodny (Lachner)
Chloroform (VWR Chemicals)

Chlorid draselny (Lachner)

Chlorid sodny (Lachner)

Krystalova violet' (Sigma-Aldrich)

Kyselina benzoova (Lachner)

Kyselina octova 99,8% (Lachner)

Kyselina sirova (Lachner)

Methanol (VWR Chemicals)

Nilska Cerven (Sigma)

NutrientBroth 1% peptone (Himedia)
Peroxid vodiku 30% (Fluka)
Propidium-jodid (Sigma)

Savo Original (Unilever)

Siran amonny (Lachner)

Trypton-sojovy bujén (Sigma-Aldrich)

Seznam pouzitych pristroji

Analytické vahy, Boeco

Biofilmovy reaktor, CBR 90-3 CDC Biofilm Reactor, BioSurface Technologies

Centrifuga, Boeco U-32R
Centrifuga, Hettich MIKRO 200

Cryo-skenovaci elektronovy mikroskop, Magellan 400/L, FEI
Fotometr pro 96-ti jamkové mikrotitracni desticky, ELx808, BioTek Instrumentals

Laboratorni vahy, Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH
Laminarni box Aura mini, Bio Air Instruments
Nanofotometr, IMPLEN



e Plynovy chromatograf: GC-FID (Thermo, TRACE 1300),

e Pratokovy cytometr, Apogee A50, ApogeeFlow Systems
e Renishaw inVia Raman Spectrometer, Renishaw plc.

o Temperovana tfepacka, Heidolph1000, Labicom s.r.0

e Termostat, LS-35

o Vortex, Heidolph Reax Top

e Vakuova komora, Leica EM ACEG600, Leica Microsystems

3.2 Kultivace bakterii

3.2.1 Uchovavani bakterialnich kultur a pfiprava inokula

Za ucelem dlouhodobého skladovani byly bakterie uchovavany v lyofylizovaném stavu
v mrazniCce. Pro pfipravu inokula byla kultura z kryozkumavky pfevedena do Erlenmayerovy
bariky se 100 ml tekutého produkéniho média. Jako produkéni médium bylo pouzito médium
NutrientBroth o koncentraci 25g média na 1000 ml vody. Kultivace probihala na
temperované tfepaéce pfi teploté 30 °C a frekvenci otadeni 180 ot-:min™ po dobu alespori
24 hodin.

3.2.2 Priprava zivného média a dalSich roztokd

Pro pfipravu inokula bylo pouZito pevné médium NutrientBroth, které obsahovalo:

Beefextract 10 g-I*
Pepton 10 g-I'*
NaCl 5¢g-1*

Agar 20g-I*

Pro produkci bakterialniho biofilmu bylo pfipraveno mineralni médium, které obsahovalo:

(NH4).SO, 1,009
Na,HPO,-12H,0 9,02 ¢
KH,PO, 1509
CacCl,-2H,0 0,109
NH4-Fe(lll) citrat 0,06 g
MgSO,-7H,0O 0,20 ¢
destilovana voda 1 000 ml
roztok glukosy (400 g-I™) 50 ml

roztok stopovych prvki 1 ml (viz nize)

Pro pfipravu mineralniho média byl pouzit roztok stopovych prvkd o nasledujicim slozeni:

FeClI3 9,700 g
CaCl2 7,800 ¢
CuSO4 0,156 g
CoCI2 0,119¢
NiCI2 0,118 ¢
CrCI2 0,062 g
HCI (0,1M) 1 000 ml
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Pro néktera stanoveni byl pouZit tzv. pufrovany fyziologicky roztok (PBS), ktery obsahoval:

NacCl 8,00 ¢
KCI 0,20¢
KH2PO4 0,24 g
Na,HPO4 1,429
destilovana voda 1 000 ml

3.2.3 Stanoveni rastové krivky

Pro monitoring rustu bakterii B. sacchari a B. cepacia v submerznim médiu byly sestaveny
zjednodus$ené rustové kfivky. Za timto ucelem byla provedena kultivace bakterii v mineralnim
médiu pfi teploté 30 °C a frekvenci otaéeni 180 ot-min™ po dobu 64 hodin. B&hem kultivace
byl pfiblizné kazdé 3 hodiny odebran vzorek 1 ml bakterialni suspenze. V pfipadé nutnosti
byly vzorky nafedény destilovanou vodou. U takto pfipravenych vzork( byla zméfena
absorbance pfi vinové délce 630 nm oproti Cisté destilované vodé. Zjednodusena rlstova
kfivka byla sestavena jako zavislost optické hustoty na dobé kultivace.

3.2.4 Stanoveni biomasy

Pro stanoveni biomasy bylo odebrano 10 ml bakteridlni suspenze do pfesné zvazené
centrifugaéni zkumavky. Zkumavka byla centrifugovana pfi frekvenci 8 000 ot:min™ po dobu
4 minut. Supernatant byl ze zkumavky odstranén a k sedimentu bylo pfidano 5 ml
destilované vody. Obsah zkumavky byl vortexovan a nasledné opét centrifugovan. Po
odstranéni supernatantu byla biomasa pfi teploté 80 °C vysuSena do konstantni hmotnosti.
Vysusené buriky byly zvaZeny a byla stanovena jejich koncentrace v mg-mi™.

3.3 Priprava biofilmu

K pFipravé biofilmu byl pouzit sterilni Center for Disease Control (CDC) biofilmovy reaktor,
jehoz schéma znazorfiuje Obrazek 10. Jedna se o sklenénou nadobu o objemu 1 litr, ktera je
opatfena polyethylenovym krycim vikem. Do vika je zasazeno 8 vyjimatelnych
polypropylenovych drzakda s tfemi otvory pro upevnéni kuponl. Kupony svym tvarem
pfipominaji ¢oCku a mohou byt vyrobeny zriznych materiall, zejména skia,
polyvinylchloridu, vinylu, nerezové oceli a polykarbonatu. Tyto kupony v reaktoru slouzi pro
vytvoreni patfiéného povrchu potfebného pro vznik biofilmu. Promichavani tekutiny v celém
objemu nadoby zajistuje magnetické michadlo. Nadoba reaktoru je opatfena vstupnim
a vystupnim otvorem pro pfivod a odvod kapaliny v pfipadé kontinualni kultivace [131].

Pro pfipravu biofilmu bylo do reaktoru v laminarnim boxu pfevedeno 200 ml mineralniho
média, jehoz sloZeni popisuje kapitola vySe. Médium bylo zao¢kovano v inokulacnim pomeéru
1:10. Zaockovany bioreaktor byl umistén na magnetické michadlo, kde probihala vsadkova
kultivace po dobu 6 dni. Béhem kultivace doSlo k vytvofeni biofilmu, zejména na sténach
reaktoru a na lopatkach michadla. Po ukonCeni kultivace byl narostly biofilm odebran do
Eppendorfovy zkumavky, promyt v 1 ml destilované vody a centrifugovan p¥i 10 000 ot-min™
po dobu 4 minut. Nasledné byl supernatant ze zkumavky odstranén. Soucasné bylo
z reaktoru odebrano 10 ml submerzniho podilu do centrifugacnich zkumavek pro stanoveni
planktonickych bunék. Suspenze planktonickych bunék byla centrifugovana pfi frekvenci
8 000 ot-:min™ po dobu 4 minut. Supernatant byl ze zkumavky odstranén a k sedimentu bylo
pfidano 5 ml destilované vody. Obsah zkumavky byl vortexovan a nasledné opét
centrifugovan. Po odstranéni supernatantu byly jak planktonické tak biofilmové buriky
uchovany pro dalSi stanoveni.

26



viko z UHMW- polyethylenu

1l nadoba

polypropylenovy drzak

kupon
lopatka

magnetické michadlo

Obrazek 10: Schéma CDC biofilmového reaktoru [132].

3.4 Identifikace a kvantifikace tvorby biofilmu

3.4.1 Christensenova metoda kultivace v mikrotitracni desticce

Za ucCelem prikazu tvorby biofilmu a studia vlivu rdznych podminek kultivace na rust
biofilmu se wvyuzZiva Christensenova metoda. Ta je zaloZzena na kultivaci zkoumaného
mikroorganismu v mikrotitracni destiCce s naslednym barvenim biofilmu vytvofeného na
sténach jamek [133]. NB médium bylo zaoCkovano bakteriemi B. cepacia a B. sacchari
a kultivovano pfi 30 °C alespon 24 hodin. Nasledné byla kultura smichana v poméru 1:100
s Cerstvym médiem. Takto pfipravena kultura byla pipetovana v objemu 100 nebo 150 pl do
jednotlivych jamek mikrotitracni destiCky. Uzaviena desti¢ka se byla opatfena parafilmem
a kultivovana za podminek vhodnych pro rist daného mikroorganismu. Kultivace B. cepacia
a B. sacchari probihala po dobu 48 hodin, pfi teploté 30 °C a otackach 180 ot:min™. Po
ukonceni kultivace byly zbytky média, spolu s planktonickymi bufikami, odstranény prudkym
vytfepanim a promytim desticky v destilované vodé. Nasledné byly prstence biofilmu
narostlého na sténach jamek barveny krystalovou violeti. Do kazdé jamky bylo napipetovano
125 yl 0,1% roztoku krystalové violeti. DestiCka s barvivem byla ponechana 10 minut pfi
laboratorni teploté. Po 10 minutach byly zbytky barviva opét odstranény prudkym vytfepanim
a promytim desticky v destilované vodé [134]. Timto zpusobem byla umozZnéna identifikace
tvorby biofilmu vybranymi bakteriemi.
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3.4.2 Stanoveni absorbance v 96-jamkové mikrotitraéni desti¢ce

Za uCelem kvantifikace se biofilm obarveny krystalovou violeti v jednotlivych jamkach
rozpusti v 200 ul 30% kyseliny octové. DestiCka s kyselinou octovou se ponecha 15 minut
stat pfi laboratorni teploté. Nasledné se pipetuje 125 pul roztoku kyseliny octové
s rozpusténym barvivem do Cisté mikrotitracni desticky. Pomoci fotometru se stanovi opticka
hustota v jednotlivych jamkach pfi vinové délce 562 nm oproti isté kyseliné octové [134].

pibbassite » LUtdl

Obrazek 11: Stanoveni absorbance roztoku v jednotlivych jamkach mikrotitracni desti¢ky po obarveni
biofilmu krystalovou violeti a rozpusténi v kyseliné octové.

3.5 Stanoveni PHB pomoci plynové chromatografie

3.5.1 Stanoveni kalibraéni kfivky PHB

Pro pfipravu kalibraénich roztokd byl pouzit granulat komeréniho PHA, ktery obsahoval
88 % poly-3-hydroxybutyratu a 12 % poly-3-hydroxyvaleratu. Granulat byl odvazen do vialky
a smichan se 4 ml chloroformu tak, aby kone&na koncentrace ¢inila pfiblizné 10 mg-mi™.
V uzavienych vialkach se nechal granulat rozpustit pfi teploté 70 °C po dobu asi 20 minut.
Po ochlazeni bylo postupné pipetovano 0,05; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1 ml roztoku rozpusténého
granulatu do pfipravenych vialek. Vialky byly postupné& dopinény chloroformem na kone&ny
objem 1 ml. Dale bylo pfidano 0,8 ml roztoku methanolu, ktery obsahoval 15 % kyseliny
sirové a 5 mg-ml™ vnitiniho standardu, kterym byla kyselina benzoova. Vialky byly opatfeny
krymplovacim vickem a ponechany v termostatu pfi teploté 95 °C po dobu 3 hodin. Béhem
této doby doSlo k transesterifikaci PHA na tékavé methylestery. Po ochlazeni a odstranéni
vicka z vialek byla provedena extrakce. Objem vialek byl smichan a dukladné protfepan
s 0,5 ml 0,05M NaOH. Po kratké chvili doslo k rozdéleni organické a vodné faze. Do Cistych
vialek bylo pipetovano 50 pl spodni organické faze, ktera obsahovala rozpusténé PHA,
a 950 pl chloroformu. Takto pfipravené vzorky byly uzavieny vickem se septem a podrobeny
analyze pomoci plynové chromatografie s plamenové ionizaénim detektorem.

1.1.3 Stanoveni obsahu PHB v biomase

Do vialek bylo navazeno asi pfesné 10 mg biomasy. K biomase byl pfidan 1 mi
chloroformu a 0,8 ml roztoku methanolu s 15 % kyseliny sirové a 5mg-ml* vnitfniho
standardu, tedy kyseliny benzoové. Vialky byly opatfeny krymplovacim vickem a ponechany
v termostatu pfi teploté 95 °C po dobu 3 hodin. Dale byl postup shodny jako pfi stanoveni
kalibragni kfivky (viz 3.5.1).
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3.6 Stanoveni PHB pomoci Ramanovy spektroskopie

Pro stanoveni PHA pomoci Ramanovy spektroskopie byly vyuzity biofilmové
a planktonické buriky pfipravené postupem, ktery popisuje kapitola 3.2. Po kultivaci byla na
Cisté kalciumfloridové sklicko nanesena husta suspenze bunék. Za ulelem dosazeni
presnéjSich vysledkll méreni se ze sklicka nechala odpafit pfebyte¢na voda, ktera by pfi
méfeni mohla odrazet svétlo. Za snizené intenzity osvétleni bylo provedeno méfeni
s vyuzitim laseru o vinové délce 785 nm.

3.7 Kryo-skenovaci elektronova mikroskopie

Kryo-skenovaci elektronova mikroskopie (Cryo-SEM) je metoda, ktera umoznuje pomérné
detailni vizualizaci biologického materialu za velmi nizkych teplot, obvykle v rozmezi -175 °C
az -100°C, coz umoziuje zkoumat vzhled vzorku v pIné hydratovaném a chemicky
nemodifikovaném stavu [135]. Pro uskute¢néni metody Cryo-SEM se malé mnozstvi
suspenze bunék rychle zmrazi v kapalném dusiku. Nasledné se vzorky pfenesou do
vakuové komory, kde dochazi vlivem nizké teploty k ldamani a kratké sublimaci pfi teploté
-95 °C. V dalSim kroku se vzorky pfemisti v prostfedi vysokého vakua do skenovaciho
elektronového mikroskopu, kde probiha jejich vizualizace pomoci 1keV elektronového
paprsku pfi teploté -135 °C [136].

3.8 Studium vlivu osmotického stresu

3.8.1 Kultivace bakterii

Jednou z popisovanych roli biofimu a PHB je burnkam poskytovat ochranu pied
nepfiznivymi podminkami prostfedi a pusobenim stresu [46, 109]. Za ucelem studie vlivu
osmotického stresu na produkci PHA a vznik biofilmu byla provedena kultivace bakterii
B. cepacia a B. sacchari v médiich s riznou koncentraci NaCl. Podle postupu, ktery popisuje
kapitola 3.2.1 byla pfipravena inokula bakterii. Do Erlenmayerovych banék byla pfipravena
sada mineralniho média, ktera obsahovala 0, 5, 10, 15 a 20 g-I'l NaCl. Kultivacni média
s riznou koncentraci NaCl byla zaotkovana v inokulaénim poméru 1:10 a kultivovana na
tfepacce pFi 30 °C a frekvenci otadeni 180 ot-min™. B&hem kultivace byly odebirany vzorky
bakterialni suspenze pro stanoveni optické hustoty. Celkova doba kultivace €inila 64 hodin.
Po ukonceni kultivace byly bakterialni buriky z kultivaCniho média odstfedény a vyuZzity pro
stanoveni dalSich parametrd. Soubézné s kultivaci bakterialnich kmenl byla za GCelem
stanoveni kvantifikace biofilmu provedena, za stejnych experimentalnich podminek,
i Christensenova metoda (viz nize).

3.8.2 Stanoveni optické hustoty

Za ucelem monitoringu rustu bakterii v prabéhu kultivace byly pravidelné odebirany vzorky
submerzniho podilu a byla stanovena jejich opticka hustota. Méfeni optické hustoty se Casto
pouziva v mikrobiologii jako jednoduchy nastroj k ureni koncentrace poc€tu bunék
v suspenzi. V laminarnim boxu byl do Cistych zkumavek pfiblizné kazdé 3 hodiny odebran
1 ml vzorku. V pfipadé nutnosti byly vzorky nafedény destilovanou vodou. U takto
pfipravenych vzork( byla zméfena absorbance pfi vinové délce 630 nm oproti Cisté
destilované vodé.

3.8.3 Stanoveni biomasy

U bakteridlnich bunék kultivovanych za zvySeného osmotického tlaku, ataké u bunék
kultivovanych v izoosmotickém prostfedi, tedy bez pfidavku soli, byla stanovena biomasa.
Stanoveni biomasy probihalo shodnym zplisobem, jako uvadi kapitola 3.2.4.
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3.8.4 Stanoveni tvorby biofilmu s vyuzitim Christensenovy metody

Za ucelem stanoveni tvorby biofilmu pfi riznych koncentracich NaCl byla provedena
Christensenova metoda kultivace v mikrotitracni desti€ce. Sada pfipravenych mineralnich
médii o koncentraci 0, 5, 10, 15 a 20 g-I'* NaCl byla zaotkovana bakteriemi B. cepacia
a B. sacchari v inokulacnim poméru 1:10. Do jamek mikrotitraéni desti¢ky bylo pipetovano
150 yl zaoCkovaného média. Desticka byla opatfena parafiimem a kultivovana za stejnych
experimentalnich podminek jako kultivace v Erlenmayerovych barkach, tedy pfi teploté
30 °C a frekvenci otageni 180 ot-min™. Kultivace v mikrotitracni desti¢ce probihala 48 hodin.
Nasledné bylo provedeno barveni biofilmu krystalovou violeti a stanoveni absorbance pfi
vinové délce 562 nm. Podrobny postup popisuje kapitola 3.4

3.8.5 Stanoveni PHB pomoci plynové chromatografie

Obsah PHB byl stanoven u bakterialnich bunék kultivovanych za zvySeného osmotického
tlaku, a také u bunék kultivovanych v izoosmotickém prostfedi. Postup stanoveni se shoduje
s postupem uvedenym v kapitole 3.5.

3.8.6 Stanoveni distribuce PHB v bunikkach pomoci pratokové cytometrie

Ke stanoveni distribuce PHB v bunkach byla vyuzita pritokova cytometrie. Tato metoda
poskytuje multiparametrickou analyzu jedné buriky v buné&éné populaci. Princip stanoveni
PHB pomoci pritokové cytometrie spociva v barveni intracelularnich PHB granuli uvnitf
bunék barvivem Nilska Cerven. V jednotlivych planktonickych a biofilmovych bufkach je pak
stanovena fluorescence obarvenych PHB granuli v zavislosti na jejich Cetnosti vyskytu
v bunécné populaci. Ke stanoveni PHB pritokovou cytometrii byl vyuzit bakterialni kmen
B. sacchari. Tyto bakterie byly kultivovany v médiich s rdznou koncentraci NaCl, jak popisuje
kapitola 3.8.1 Po ukon&eni kultivace byl pro stanoveni planktonickych bunék
z Erlenmayerovy barnky odebran 1 ml submerzniho podilu do Eppendorfovy zkumavky. Pro
stanoveni biofilmovych bunék byl narostly biofiim pfeveden do Eppendorfovy zkumavky
s 1 ml PBS pufru. V&echny zkumavky byly centrifugovany pfi frekvenci 10 000 ot:min™ po
dobu 2 minut. Nasledné byl supernatant ze zkumavek odstranén a biofilmové i planktonické
bunky byly rozsuspendovany v 1 ml pufrovaného fyziologického roztoku (PBS). Nasledovala
opét centrifugace a odstranéni supernatantu. K sedimentovanym bunkam byl pfidan 1 ml
vychlazeného 20% roztoku ethanolu za uCelem permeabilizace bun&tné stény. Bunky
rozsuspendované v ethanolu byly ponechany 10 minut v lednici. Po vyndani z lednice byly
buriky centrifugovany a zbytky ethanolu byly odstranény. Buriky byly opét jednou promyty
v PBS pufru. Na zavér byly buriky rozsuspendovany v 1 ml PBS pufru. K suspenzi bunék
bylo pfidano 5 pl roztoku Nilské Cervené, ktery byl pfipraven rozpusténim 1 mg Nilské
Cervené v 1 ml dimethylsulfoxidu. Zkumavky s pfidanym barvivem byly ponechany 10 minut
ve tmé. Nasledné bylo barvivo navazané na PHB granule detekovano pomoci prutokového
cytometru s excitaénim zdrojem — laserem o vinové délce 488 nm.

3.9 Stanoveni viability bunék pomoci priatokové cytometrie

Jednou z moznosti stanoveni viability bunék je vyuziti pritokové cytometrie. Tato metoda
poskytuje pomérné rychlou a spolehlivou informaci o zastoupeni Zivotaschopnych bunék
v populaci. Metoda vyuziva interkalaéniho cCinidla propidium jodidu, ktery se vaze na
nukleové kyseliny a zastava funkci fluorescenéni sondy. Za normalnich podminek propidium
jodid vstupuje pouze do bunék s porudenou cytoplazmatickou membranou. Nasledné
dochéazi k vazbé na slozky buné&fné hmoty a zesileni intenzity fluorescence emitované
v Cervené oblasti spektra [137]. Na zakladé toho Ize od sebe rozeznat zastoupeni Zivych
a mrtvych bunék v populaci.
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3.9.1 Studium vlivu stresovych faktora na viabilitu bunék

Za ucelem studie vlivu stresovych faktorl na viabilitu bunék byla provedena kultivace
bakterialniho kmene B. sacchari v 24—jamkovych destiCkach pro pfipravu tkanovych kultur.
Do jamek desti¢ek byl pipetovan 1 ml mineralniho média, které bylo pfipraveno standardnim
zpusobem, ktery popisuje kapitola 3.2.1. Jamky desti¢ek byly zaoCkovany pfipravenym
inokulem v inokulaénim poméru 1:10. DestiCky s bakterialni kulturou byly kultivovany na
tfepadce pri 30 °C a frekvenci otageni 180 ot-min™ po dobu 72 hodin. B&éhem kultivace do$lo
k nartstu biomasy a vytvoreni jemného biofilmu na sténach jamek.

Po ukonceni kultivace byly biofiimové i planktonické burnky vystaveny stresovym
podminkam po dobu 60 minut. Pouzité stresové faktory shrnuje Tabulka 1. Nékteré
z uvedenych faktorl se pouzivaji jako bézné baktericidni latky. Pro srovnani byly pfipraveny
slepé vzorky s biofilmovymi a planktonickymi burikami, které stresovému pusobeni vystaveny
nebyly.

Tabulka 1: Prehled pouzitych chemickych a fyzikalnich stresort

Chemické stresové faktory

Chlorid Ethanol Savo Detergent Peroxid
sodny (SDS) vodiku
Koncentrace | 200 g-I™ 10 % 10 % 59" 50 mM
Fyzikalni stresové faktory
Vysoka teplota Mrazeni
Teplota 75 °C -30 °C

Po uplynuti 60 minut byla stanovena viabilita planktonickych a biofilmovych bunék
vystavenych stresovym podminkam pomoci prutokové cytometrie. Pro stanoveni
planktonickych bunék bylo z jednotlivych jamek desticky odebrano 0,5 ml submerzniho
podilu do Eppendorfovy zkumavky. Pro stanoveni biofilmovych bunék byl narostly biofilm
z destiCek preveden do Eppendorfovy zkumavky s 0,5 ml PBS pufru. VSechny zkumavky
byly centrifugovany pfi frekvenci 10 000 ot-min™ po dobu 2 minut. Nasledné& byl supernatant
ze zkumavek odstranén a biofilmové i planktonické buriky byly rozsuspendovany v 1 ml
pufrovaného fyziologického roztoku (PBS). Nasledovala opét centrifugace a odstranéni
supernatantu. Sedimentované bunky byly rozsuspendovany v1mlPBS pufru a ke
vzniklé suspenzi bylo pfidano 5 pl roztoku propidium-jodidu, ktery byl pfipraven rozpusténim
1 mg propidium-jodidu v 1 ml destilované vody. Zkumavky s pfidanym barvivem byly
ponechany 15 minut ve tmé. Nasledné bylo interkalacni barvivo detekovano pomoci
pratokového cytometru s excitaénim zdrojem — laserem o vinové délce 488 nm.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Stanoveni rastové krivky

Za ucelem stanoveni jednoduché rlstové kfivky bakterii B. sacchari a B. cepacia byla
provedena kultivace téchto bakterii po dobu 64 hodin. B&€hem kultivace byly v pravidelnych
intervalech odebirany vzorky bakterialni suspenze a byla stanovena jejich opticka hustota.
Rlstové kfivky byly sestrojeny jako zavislost optické hustoty bakterialni suspenze na dobé
kultivace (viz Graf 1). Podrobnéjsi data poskytuje Pfiloha 1.
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Graf 1: Rustova kfivka bakterialniho kmene B. sacchari a B. cepacia pro submerzni kultivaci
v mineralnim médiu

Podivame-li se na rustové kfivky obou pouzitych bakterialnich kmen(, na prvni pohled je
patrné, Ze trajektorie obou kfivek jsou si navzajem podobné a pfiblizné odpovidaji obecnému
modelu rustové kfivky bakterialni populace. V rané fazi kultivace byly naméfené hodnoty
absorbance pro oba kmeny pomérné nizké a jednotlivé hodnoty se od sebe, az do
20. hodiny, pfili§ neliSily. Z toho Ize usuzovat, Ze bakterie se nachazely v tzv. lag fazi, kdy
probihala adaptace buné&k na nové prostfedi a k jejich rozmnozovani dochazelo minimalné.
Pfiblizné od 20. hodiny mGzeme u obou bakteridlnich kmenl zpozorovat intenzivnéjSi narust
absorbance. Vtéto fazi jiz byly bunky pravdépodobné plné pfizpusobeny podminkam
prostiedi, a tak z lag faze prechazely do faze zrychleného ristu, nasledované exponencialni
fazi. V této fazi dochazelo k intenzivnimu mnoZeni bunék za sou€asné spotfeby substratu.
PFiblizné ve 47. hodiné kultivace jiz nebyl zaznamenan tak markantni narust absorbance.
Lze pfedpokladat, Ze kultivace preSla do faze zpomaleného ristu, kdy v dusledku ubytku
Zivin a hromadéni metabolitd doSlo ke zpomaleni rozmnoZovani obou bakterialnich kmenu.
Od 50. hodiny kultivace se jiz bakterie nachazely ve fazi stacionarni. Naméfené hodnoty
absorbanci, a tedy i poCet bakterialnich bunék byl jiz nadale viceméné konstantni.

4.2 Optimalizace a kvantifikace tvorby biofilmu

Za ucelem identifikace a kvantifikace biofilmu za riznych podminek kultivace byla vyuzita
Christensenova metoda. Ta spocivala v kultivaci bakterii v 96 jamkové mikrotitracni desti¢ce
s naslednym barvenim vzniklého biofilmu a spektrofotometrickym stanovenim pomoci
fotometru. B&hem této metody byl zkouman zejména vliv koncentrace glukosy v kultivaénim
médiu a vznik biofilmu bakterii B. sacchari a B. cepacia. U bakterialniho kmene B. sacchari
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bylo rovnéZz zkoumano, zda ma typ pouZzitého kultivacniho média a jeho fedéni vliv na vznik
biofilmu. Za timto uCelem bylo pouzito pfipravené mineralni médium a komeréné dostupny
trypton-séjovy bujon (TSB). Absorbance byla stanovovana vzdy v 6 paralelnich opakovani.
Na zakladé Dean-Dixonova testu byly ze souboru dat vylouCeny odlehlé hodnoty.
Z naméfenych hodnot byl vypocitan aritmeticky primér a smérodatné odchylky, které byly do
grafu vyneseny jako chybové usecky. U vysledkl, které se na prvni pohled jevily byt
rozdilné, byl vyuzit MoorGv test pro testovani shodnosti vysledkd. Vysledky stanoveni
shrnuje Graf 2 a Graf 3. PodrobnéjSi data ke stanoveni poskytuje Pfiloha 2 a Pfiloha 3.
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Graf 2: Vliv rozdilné koncentrace glukosy v kultivacnim médiu na vznik biofilmu bakterii B. sacchari
a B. cepacia

Pfi pohledu na graf zavislosti absorbance naméfené pfi 562 nm na koncentraci glukosy
v kultivaénim médiu nelze obecné Fici, ze podléha ur€itému trendu. Nejvy3si hodnoty
absorbance byly u obou bakterialnich kmentG naméfeny pfi koncentraci 20 g-I*. Lze tedy fici,
Ze pravé tato koncentrace glukosy v kultivaénim médiu se pro vznik biofilmu bakteriemi
B. sacchari a B. cepacia jevi jako nejoptimalnéjsi. Z toho dlivodu byla pfi vS§ech nasledujicich
kultivacich pouzita pravé tato koncentrace glukosy v mineralnim meédiu. Neni vSak zarukou,
Ze pfi aplikaci téchto podminek na kultivaci v Erlenmayerovych barikach nebo bioreaktoru
bude dosazeno stejnych vysledk(. Jedna se o obecny problém, se kterym se scale-up
procesy tak slozitych pochodu, jako je tvorba biofilmu, potykaji. Srovname-li mezi sebou
hodnoty naméfenych absorbanci u B. sacchari a B. cepacia pro koncentrace glukosy 5, 10,
a 15 g-I'* nebyl shledan vyrazny rozdil. PFi téchto koncentracich se tyto bakterie od sebe ve
vyvoji biofilmu pFili§ nelisily. Jina situace nastala pfi koncentracich glukosy 20 a 25 g-I*. Zde
bylo dosazeno statisticky vyznamného rozdilu absorbanci naméfenych pro bakterie
B. sacchari a B. cepacia. Lze tedy konstatovat, Ze tyto koncentrace glukosy poskytovali
kmeni B. cepacia, ve srovnani s kmenem B. sacchari, lepSi podminky pro vznik biofilmu. Na
druhou stranu jsou naméfené hodnoty absorbance pro vSechny koncentrace glukosy
pomeérné nizké, z Eehoz |ze usuzovat, Ze se biofilm za pouzitych podminek nevyvijel pFilis
intenzivné. Hodnoty smérodatnych odchylek byly v nékterych pfipadech pomérné vysoke,
a tak Ize vysledky stanoveni posuzovat spiSe za orientacni.
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Graf 3: Vliv pouzitého kultivacniho média a redéni média na vznik biofilmu B. sacchari

Testovani vlivu pouzitétho média a fedéni média na vznik biofilmu pfineslo jednoznaéné
vysledky. Ukazalo se, Ze pro pfipravu biofilmu Ize vyuZit jak mineralni médium, tak trypton-
s6jovy bujon bez vyraznych rozdild na vysledek. Co se tyCe fedéni kultivaéniho média, pro
vznik bohatého biofiimu B. sacchari je nutné pouzit nefedéné médium. Autofi literatury
zabyvajici se vznikem biofilmu se €asto rozchazeji v nazoru na sloZzeni média optimalniho
pro rast biofilmu. Zatimco jedni tvrdi, Ze pro vznik bohatého biofilmu jsou vhodné&jsi nutricné
bohata média, napfiklad TSB [138], jini naopak doporucuji média nutricné chuda, napfiklad
tzv. minimal salt medium (MSM) obohacené o zdroj uhliku [40]. Na zakladé vy3e uvedenych
vysledkl se nelze pfiklonit ani k jednomu z téchto nazord. Pouziti nutricné bohatého média,
tedy TSB, i nutricné chudého, tedy mineralniho média, vedlo k prakticky shodnym
vysledkdm.

4.3 Priprava biofilmu

Za ucelem studie rozdil(, zejména z hlediska obsahu a formy PHB, mezi planktonickymi
a biofilmovymi bufkami bakterii B. sacchari a B. cepacia byla provedena kultivace téchto
mikroorganismi v CDC biofilmovém reaktoru. Kultivace byla provadéna vzdy po dobu 6 dni,
pfi teploté 30 °C, coz odpovida optimalni rastové teploté pouzitych bakterii. Dal$i podminky
kultivace a obrazky vzniklého biofilmu poskytuje Tabulka 2. Pro zhodnoceni narustu biofilmu
byla vytvofena ordinalni stupnice, kterd posuzuje mohutnost narostiého biofilmu. Hodnoceni
pomoci této stupnice je zcela subjektivni a slouzi jako orientaéni parametr pro dalsi vyuziti
bioreaktoru. Po ukon&eni kultivace byly odebrany vzorky planktonickych a biofilmovych
bunék, které byly pouzity pro stanoveni dalSich parametrd. Vysledky a diskuze téchto
stanoveni shrnuji nasledujici podkapitoly.
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Tabulka 2: Podminky kultivace bakterii B. sacchari a B. cepacia v biofilmovém reaktoru a hodnoceni
mohutnosti narostiého biofilmu

+++++
B. cepacia 180 10
(velmi silny)
+++
B. sacchari 180 10
(stredni)
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APPROXIMATE VOLUMES

++
B. sacchari 180 20
(slaby)
+
B. sacchari 120 10
(velmi slaby)
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4.3.1 Stanoveni PHB pomoci plynové chromatografie

Za ucelem kvantifikace PHB v planktonickych a biofilmovych burikach byla provedena
kultivace bakterialniho kmene B. sacchari v CDC biofilmovém reaktoru. Obsah PHB
v burikach byl stanoven pomoci plynové chromatografie ve tfech paralelnich opakovanich.
Z naméfenych hodnot byl vypocitan aritmeticky primér a smérodatné odchylky, které byly do
grafu vyneseny jako chybové uselky. Pomoci Moorova testu byla otestovana odlehlost
vysledku. Vysledky stanoveni shrnuje Graf 4. Podrobna data poskytuje Pfiloha 6.
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Graf 4: Stanoveni obsahu PHB v biofilmovych a planktonickych burikach bakterie B. sacchari

Srovname-li obsah PHB v biofilmovych a planktonickych bufkach bakterialniho kmene
B. sacchari Ize jednoznacné fici, Zze vy88i obsah PHB se vyskytoval v burkach
planktonickych. Vysledky Moorova testu potvrdily, Ze mezi obsahem PHB v biofilmovych
a planktonickych burikach byl shledan statisticky vyznamny rozdil na hladiné statistické
vyznamnosti a =0,05. Tato skuteénost potvrzuje hypotézu, Ze syntéza biofimu a PHB
vychazi ze stejného prekurzoru, totiz acetyl-CoA, ¢imz dochazi ke kompetici o tento
zdroj [12]. Cast acetyl-CoA se v biofilmovych burikach spotiebuje na vznik biofilmu a jen &ast
vstupuje do syntézy mastnych kyselin za u¢elem produkce PHB.

4.3.2 Stanoveni PHB pomoci Ramanovy spektroskopie

Zatimco plynova chromatografie poskytuje vysledky pouze o kvantitativnim sloZzeni PHB
v burikach, Ramanova spektroskopie muze poskytnout informaci i o formé, v jaké se PHB
v burikach vyskytuje. Vystup z méfeni planktonickych a biofilmovych bunék bakterialnich
kmenu B. sacchari a B. cepacia pomoci Ramanovy spektroskopie poskytuje Graf 5.
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Graf 5: Srovnéni vysledkii méfeni planktonickych a biofilmovych bunék B. sacchari a B. cepacia
pomoci Ramanovy spektroskopie. Graf zobrazuje zavislost intenzity méfeného signalu na vinoctu.

PHB poskytuje v Ramanové spektru nékolik piku, které mohou byt vyuzity pro identifikaci
PHB v burikach. Konkrétné se jedna o piky v oblasti 837, 1 455 a 1 736 cm™ [139]. Z intenzit
signali namérenych v oblasti 1 455 a 1 736 cm?, které odpovidaji PHB, Ize jednoznacéné
usoudit, ze obsah PHB byl v planktonickych burikach vyrazné vysSi nez v bunkach
biofilmovych, a to jak u B. sacchari, tak u B. cepacia. Tyto vysledky jsou v souladu s vysledky
plynové chromatografie. Za u€elem pfesné kvantifikace PHB v burikach pomoci Ramanovy
spektroskopie by bylo nutné sestavit kalibraéni pfimku. Pfesna kvantifikace PHB vSak nebyla
pfedmétem méfeni. Co Ize dale z grafu vycist je forma, v jaké se PHB v burikach vyskytuje.
Je znamo, Ze PHB se uvnitf bunék vyskytuje ve formé& amorfni. Dojde-li k exkreci PHB mimo
bunku, dochazi k pfechodu PHB z amorfni na krystalickou formu [20]. Kvalitativni rozdil mezi
krystalickym a amorfnim polymernim stavem muze byt vyhodnocen jednoduchym
sledovanim piku PHB v oblasti 1 736 cm™. V pfipadé krystalizace dochazi k posunu piku
smérem doleva. Vznikly pik se tak mdze lisit az o 15cm™ (od asi 1736 cm™ do asi
1721 cm™), coz je zfetelné na prvni pohled [139]. Nakloné&ni piki smérem doleva mdZeme
pozorovat u biofilmovych bunék, a to jak v pfipadé B. sacchari, tak B. cepacia. Kromé toho,
Ze se tedy v biofilmovych burikdch vyskytuje mensi mnozstvi PHB nez v burkach
planktonickych, PHB se v biofilmovych burfikach ¢astecné vyskytuje v krystalické formé. Tyto
vysledky mohou naznacovat, Ze u nékterych bunék pfitomnych v biofilmu doSlo k jejich lyzi,
a tim i k uvolnéni PHB do prostiedi. Tento fakt potvrzuje hypotézu, Ze ¢ast bunék v biofilmu
podstoupi lyzi, ¢imz poskytne ostatnim burikdam stavebni material pro vystavbu biofilmu, jak
uvadi napf. Whitchurch a kolektiv [140].
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4.3.3 Kryo-skenovaci elektronova mikroskopie

Metoda Cryo-SEM umoziiuje zkoumat morfologii bunéénych struktur v pomérné jemnych
detailech. Tato metoda byla vyuzita ke sledovani planktonickych a biofilmovych bunék
bakterialniho kmene B. sacchari. Vystupy z elektronového mikroskoupu ukazuji Obrazek 12-
14.

e ” ! W NS /"/A"‘V
E N % ’ v v & . -y
8 curr HV bias | det mode mag H WD HPRY _
| 50pA | 1.00kv | OV | TLD | Custom | 8000x |53 mm | 12.4 ym
Obréazek 12: Pozorovani planktonickych bunék B.sacchari pomoci skenovaciho elektronového
mikroskopu

Na snimku planktonickych bunék bakterialniho kmene B. sacchari jsou patrné tyCinkovité
utvary, které odpovidaji pravé bunikam této bakterie. Mezi té€mito tyCinkovitymi burikami
muzeme v mensi mife vidét i buriky kulatého tvaru, pravdépodobné se jedna o kontaminujici
kvasinky. Uvnitf tyCinkovitych bakterii muZzeme dale pozorovat svétlé kulovité utvary. Tyto
utvary odpovidaji intracelularnim PHB granulim. PHB produkované bakterii B. sacchari mize
tvofit vice nez 75 % bunécéné susiny [130]. Na zakladé vysledk( Cryo-SEM je v§ak patrné, ze
se PHB v planktonickych burikach B. sacchari nevytvofily v takové mife, jako to tato bakterie
umi.
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Obrézek 13: Pozorovani biofilmovych bunék B.sacchari pomoci skenovaciho elektronového
mikroskopu

. : ? " ' Yy o I3 ok 3 -
@ 7 3 S A= h) =
pA | 1.00kv | OV | TLD |Custom | 5000x |52 mm | 19.9 ym Magellan ISI Brno
Obrazek 14: Jiny detail biofilmovych bunék B.sacchari pozorovany pomoci skenovaciho elektronového
mikroskopu
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Na snimku biofilmovych bunék (Obrazek 13) B. sacchari nejsou tak patrné tycinkovité
buniky, jako tomu bylo v pfipadé planktonickych bunék. Lze predpokladat, ze béhem
kultivace doslo k produkci biofilmové matrice, ktera jednotlivé buriky obaluje a udrzuje je ve
vétsi vzdalenosti od sebe. Na Obrazku 13 v podstaté nelze zpozorovat PHB granule, coZ jen
potvrzuje fakt, ze se PHB v biofilmovych burikach vyskytuji v mnohem mensi mife nez
v burikach planktonickych. Nicméné Obrazek 14 potvrzuje, Ze i v biofilmovych burikach
B. sacchari se urcité mnozstvi PHB vyskytovalo. V pribé&hu zmrazovani a lamani bunék
obsahuijicich intracelularni PHB byl zaznamenan zajimavy morfologicky jev. Metoda cryo-
SEM nam umoziuje pozorovat po zlomeni bunky vznik jehlicovitych plastickych deformaci,
jak je patrné na obrazku 15. Stejného pozorovani dosahli i dalsi autofi, napfiklad Obruca
a kolektiv [141]. Tyto plastické deformace jsou projevem unikatnich vlastnosti
intracelularnich PHB granuli. PHB jsou v nativni formé spiSe nezZ krystalickym polymerem
tvofeny vysoce mobilnim amorfnim elastomerem, ktery svym chovanim pfipomina
podchlazenou kapalinu [142]. Na zakladé toho Ize pfedpokladat, ze pfitomnost PHB granuli
v cytoplazmé vyznamné ovlivriuje fyzikalné-chemické a mechanické vlastnosti, které mohou
hrat dulezitou roli pfi expozici bunék stresovym podminkam [141].

4.4 Studium vlivu osmotického stresu

Za ucelem studie vlivu osmotického stresu na produkci PHA a vznik biofilmu byly pouzity
bakterialni kmeny B. sacchari a B. cepacia. Kultivace probihala po dobu 64 hodin
v mineralnim médiu o koncentraci 0, 5, 10, 15 a 20 g-I* NaCl. V prab&hu kultivace byly
odebirany vzorky submerzni kultury. Ty byly v pfipadé potfeby vhodné naredény
destilovanou vodou a pomoci fotometru byla stanovena jejich absorbance pfi vinové délce
630 nm. Po ukoné&eni kultivace byly bakterialni buriky dale vyuZity pro stanoveni biomasy,
stanoveni obsahu PHB pomoci plynové chromatografie, stanoveni PHB a viability bunék
pomoci pritokové cytometrie. Soubezné s kultivaci bakterialnich kmenl byla za stejnych
experimentalnich podminek provedena i Christensenova metoda kvantifikace biofilmu.
Vysledky zminénych méfeni jsou interpretovany a diskutovany v nasledujicich kapitolach.

4.4.1 Stanoveni ristové krivky

Za ucCelem stanoveni jednoduché rlstové kFivky bakterii B. sacchari a B. cepacia
v prostfedi se zvySenym osmotickym tlakem byla provedena kultivace té&chto bakterii
v médiich s rliznou koncentraci NaCl. Pro srovnani byla paralelné provedena kultivace
téchto kmenu v izoosmotickém prostfedi, tedy bez pfidavku NaCl. Béhem kultivace byly
v pravidelnych intervalech odebirany vzorky bakteridlini suspenze a byla stanovena jejich
opticka hustota. Ristové kfivky byly sestrojeny jako zavislost optické hustoty bakterialni
suspenze na dobé kultivace (viz. Graf 6 a Graf 7). Podrobna data ke stanoveni poskytuje
Pfiloha 7 a Pfiloha 8.
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Graf 6: Rustova kfivka bakterialniho kmene B. sacchari pro submerzni kultivaci v mineralnim médiu se
zvy§enym osmotickym tlakem

Z grafu 6 muZeme vidét, jaky vliv méla rizna koncentrace NaCl v kultivaCnim médiu,
a tedy i rizna hodnota osmotického tlaku, na rust bakterialniho kmene B. sacchari. Obecné
Ize Fici, Ze se zvySujici se koncentraci NaCl v kultivaénim médiu dochazelo Kk inhibici
bakterialniho rastu, coz se projevilo snizenou optickou hustotou bakterialni suspenze.
Trajektorie kfivek pro koncentraci 5 a 10 g-I* NaCl v médiu jsou si dost podobné. Tyto dvé
kfivky se v podstaté kopiruji, az na to, Ze u bakterii v médiu s koncentraci 10 g-I* NaCl do$lo
k zfetelnému prodlouzeni lag faze, ktera vtomto pfipadé trvala pfiblizné do 23. hodiny
kultivace. U rastovych kfivek pro koncentraci 5 a 15 g-I* neni prili§ zfetelna lag faze, na
druhou stranu zde neni zfejmy ani vyrazny nastup faze exponencialni. Je mozné, Ze lag faze
probéhla jiz v dobé pfed zahajenim prvniho odbéru. Dal8i moznosti je, Ze lag faze pozvolna
presSla do faze zpomaleného ristu, tedy Ze faze exponencialniho rastu vlivem zvySeného
osmotického tlaku vlibec nenastala, a tak jednotlivé rustové faze od sebe nejsou
jednoznacné oddéleny. Co se tyCe rustové kfivky bakterii v kultivaénim médiu s obsahem
20 g-I* NaCl, Ize konstatovat, Ze tato koncentrace méla vyrazny inhibiéni vliv na rast
bakterialni populace. Pfi této koncentraci NaCl doSlo k markantnimu prodlouzeni lag faze az
do pfiblizné 41. hodiny kultivace, po které nasledovala faze zpomaleného rustu, ktera byla
rovnéZz neobvykle dlouha a trvala pfiblizné do 50. hodiny kultivace. Teprve v 50. hodiné
kultivace byl pfi zminéné koncentraci NaCl zaznamenan nastup exponencialni faze rastu,
zatimco v ostatnich médiich bylo v tuto dobu jiz dosazeno faze stacionarni a rlist bakterialni
populace byl ukoncen.
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Graf 7: Rustova kfivka bakterialniho kmene B. cepacia pro submerzni kultivaci v mineralnim médiu se
zvySenym osmotickym tlakem

Z rlstovych kfivek sestrojenych pro bakterialni kmen B. cepacia se jevi, ze tento kmen, ve
srovnani s kmenem B. sacchari, reaguje na pfitomnost soli v kultivaénim médiu citlivéji.
Srovname-li rGstovou kfivku pro koncentraci 5 g-I* NaCl v médiu s kfivkou pro médium bez
pFidavku soli, mGZeme vidét, Ze pfitomnost 5 g-I'* NaCl v médiu neméla zasadni vliv na vyvoj
rastové kfivky. Trajektorie téchto dvou kfivek jsou si podobné s rozdilem, ze v pfipadé
koncentrace 5 g-I'* NaCl doslo k mirnému prodlouzeni lag faze a celkovému snizeni hodnoty
optické hustoty. Vyrazny vliv na rist bakterialni populace véak mély koncentrace 10 g-I*
a vy$si. Koncentraci 10 g-I* NaCl zplsobil markantni prodlouZeni lag faze, ktera trvala
pfiblize do 41. hodiny kultivace. Po lag fazi nasledovala faze zpomaleného rastu
a exponencialni faze, kterd je ve srovnani s ostatnimi kfivkami, nejzfeteln&jSi. Nastup
stacionarni faze v médiich s koncentraci 0, 5 a 10 g-I'* NaCl nastal pfiblizn& po 50. hodiné
kultivace. Zvlastni jev miZeme pozorovat u ristové kivky pro koncentraci NaCl 15 g-I*. Zde
neni dobfe patrna lag faze, ale pravdépodobné byla tato faze mnohem krat3i, nez tomu bylo
v pfipadé koncentrace 10 g-I". Zaroven vSak do$lo, v porovnani s ostatnimi kfivkami,
Z rGistové kiivky pro médium s koncentraci 15 g-I'* NaCl také neni zcela jasné vydist, kdy
doslo k zahajeni exponencialni faze rlstu bakterii. Je mozné, Ze lag faze pozvolna pfesla do
faze zpomaleného rdstu, po niz nasledovala faze stacionarni, tedy ze faze exponencialniho
rustu vlivem zvySeného osmotického tlaku viibec nenastala, a tak jednotlivé rlastové faze od
sebe nejsou zfeteln& oddéleny. Z grafu se na prvni pohled jevi, Ze koncentrace 20 g-I* NaCl
v kultivaénim meédiu méla zcela inhibi¢ni vliv na rist bakterialni populace B. cepacia.
Nicméng, niZe uvedené vysledky stanoveni biomasy prokazaly, Ze i pfi této koncentraci NaCl
se v médiu urCité mnozstvi bunék vyskytovalo. Pfitomnost vysoké koncentrace soli v médiu
meéla pravdépodobné za nasledek vznik bunénych agregatu. Vzniklé agregaty pak béhem
spektrofotometrického stanoveni zfejmé nebyly zaznamenany.
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4.4.2 Stanoveni biomasy

Po ukonceni kultivace byla gravimetricky stanovena koncentrace biomasy v kultivacnich
médiich s riznou koncentraci NaCl. Vysledky stanoveni shrnuje Graf 8.
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Graf 8: Obsah biomasy v mg na 1 ml kultivaéniho média v zavislosti na koncentraci NaCl v kultivacnim
médiu.

Vysledky stanoveni produkce biomasy bakteriemi kultivovanymi v hyperosmotickém
a izoosmotickém prostfedi odpovidaji sestavenym rastovym kfivkam v pfedchozi kapitole
4.4.1. NejvySSi obsah biomasy byl stanoven v kultivacnim médiu bez pfidavku NaCl, a to jak
u bakterialniho kmene B. sacchari, tak u B. cepacia. Se zvySujici se koncentraci NaCl klesal
obsah biomasy v kultivatnim médiu. U bakterialniho kmene B. sacchari nebyly pro jednotlivé
koncentrace NaCl v médiu zjistény az takové rozdily v poklesu obsahu biomasy, jako tomu
bylo v pfipadé bakterialniho kmene B. cepacia. Da se fict, Ze kmen B. cepacia sice
produkoval béhem kultivace za danych podminek vice biomasy nez kmen B. sacchari, na
druhou stranu B. cepacia reagovala na pfidavek NaCl zna¢né citlivéji. U B. cepacia kazdy
pfidavek NaCl znamenal znatelny pokles v produkci biomasy, zatimco u B. sacchari obsah
biomasy v médiu s koncentraci 5, 10 a 15 g-I™* ziistaval téméF konstantni. V kazdém pripadé
je z grafu zifejmé, Zze zvydeny osmoticky tlak v kultivaénim médiu ma znacny inhibi¢ni vliv na
rust bakterialni populace a produkci biomasy.
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4.4.3 Stanoveni tvorby biofilmu s vyuzitim Christensenovy metody

Vysledky Christensenovy metody stanoveni biofiimu shrnuje Graf 9. Podrobna data
stanoveni poskytuje Pfiloha 9.
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Graf 9: Vliv rozdilné koncentrace NaCl v kultivaénim médiu na vznik biofilmu bakterialnich kment
Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari

Z grafu zavislosti absorbance extrakéniho Cinidla na koncentraci NaCl je patrné nékolik
skute¢nosti. U bakterialniho kmene Burkholderia sacchari absorbance rozpoustédia,
pouzitého pro extrakci biofilmu obarveného krystalovou violeti, dosahovala pomérné nizkych
hodnot. Tyto hodnoty se navic u rozdilnych koncentraci NaCl od sebe pfilis neliSily. Z toho
Ize usuzovat, Ze bakterie B. sacchari tvofila biofilm za podminek experimentu jen velmi
omezené. Pomérné odliSnych vysledkd bylo dosazeno u bakterialniho kmene Burkholderia
cepacia. Tato bakterie tvofila nejochotnéji biofilm v izoosmotickém prostfedi, tedy v médiu
bez pfidavku NaCl. Za téchto podminek byla naméfena nejvy3si hodnota absorbance
extrakéniho Cinidla. Nicméné, tento vysledek je zaroven zatizen nejvyssi chybou. V prostfedi
se zvySenym osmotickym tlakem, ve srovnani s izotonickym prostfedim, doSlo u B. cepacia
ke sniZzeni schopnosti tvorby biofilmu. SniZzena schopnost tvorby biofilmu v prostfedi NaCl
muze byt zplsobena zejména tim, Ze nékteré vicemocné kationty pfitomné v biofiimoveé
matrici, zejména Ca®*, mohou byt nahrazeny kationty Na*, podobné jako popisuje autor
Pronk a kolektiv [143]. Je znamo, Ze u nékterych bakteridlnich kmend pfitomnost
vicemocnych kationtl zprostfedkovava zesiténi EPS, a zvySuje tak mechanickou odolnost
biofilmu [63]. Absence téchto iontd v matrici biofilmu tak mohla zpUsobit oslabeni EPS
biofilmu a celkové naruSeni jeho stability.

Srovname-li schopnost obou bakterialnich kmena tvofit biofilm, je patrné, Ze B. cepacia
v izoosmotickém i hyperosmotickém prostfedi tvofila biofilm mnohem ochotné&ji nez
B. sacchari. Autofi Behrends a kolektiv se zmifuji o stresem vyvolanych genetickych
zménach bakterie B. cepacia, a nékterych dalSich mikroorganismd, které témto bakteriim
pomahaji prezivat v prostfedi s vysokou koncentraci soli. Byly navrzeny tfi mozné strategie,
pomoci kterych se bakterie B. cepacia s osmotickym stresem vyporadava. Mize se jednat
o permanentné zvySenou koncentraci (dokonce i v izotonickém prostfedi) osmoprotektivnich
sloucenin, jako je napfiklad glycin betain nebo trehalosa. Jinou moznosti je zvySena
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produkce osmoprotektivnich latek az jako odezva na pusobici osmoticky stres. V poslednim
fadé se muze jednat o zvySenou koncentraci aminokyselin, zejména alaninu, glutamatu
a fenylalaninu, v reakci na pritomnost soli v prostredi [144].

4.4.4 Stanoveni PHB pomoci plynové chromatografie

Pomoci plynové chromatografie byl stanoven obsah PHB v burikach, které byly po dobu
64 hodin kultivovany v médiu se zvySenym osmotickymu tlakem. Zaroven byl pro srovnani
stanoven obsah PHB v bunkach kultivovanych vizoosmotickém prostfedi. Vysledky
stanoveni shrnuje Graf 10. Podrobné&jsi data poskytuje Pfiloha 10 a Pfiloha 11.
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Graf 10: Viysledky stanoveni obsahu PHB v burikach B. sacchari a B. cepacia kultivovanych
v hyperosmotickém a v izoosmotickém prostredi.

Trend zavislosti obsahu PHB v bunkach na koncentraci NaCl v kultivaénim médiu se
u B. sacchari a B. cepacia mirné rozchazeji. U kmene B. sacchari byl nejvyssi obsah PHB
stanoven v burnkach, které byly kultivovany v médiu bez pfidavku NaCl. Nasledné, se
zvySujici se koncentraci NaCl v médiu obsah PHB v burikach postupné klesal. Sul byla do
média pfidana jiz na pocatku kultivace, coz kromé zpomaleni rastu pravdépodobné zpusobilo
i inhibici buné€nych pochodu, v&etné produkce PHB. Jina situace nastala v pfipadé kmene
B. cepacia. Zde byl nejvyssi obsah PHB naméfen v burikach kultivovanych v médiu
s obsahem 10 g-I'* NaCl. Témé shodnych vysledkd bylo dosazeno v burikach kultivovanych
v médiu s obsahem 0 a 15g-" NaCl. Nejniz8i obsah PHB byl jak u B. sacchari, tak
u B. cepacia stanoven v burikach kultivovany v médiu s obsahem 20 g-I"* NaCl.

4.4.5 Stanoveni distribuce PHB v burikach pomoci pratokové cytometrie

Za ucelem stanoveni heterogenity bakterialni populace a distribuce PHB v planktonickych
a biofilmovych bufkach v zavislosti na koncentraci NaCl v médiu byla provedena analyza
bakterialniho kmene B. sacchari pomoci prutokové cytometrie. Bakterialni kmen B. cepacia
vykazuje autofluorescenci, a tak pro stanoveni pomoci pritokové cytometrie neni pfilis
vhodny. Vysledky analyzy poskytuje Tabulka 3.
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Tabulka 3: Vysledky analyzy planktonickych a biofilmovych bunék bakterialniho kmene B. sacchari po
kultivaci v izoosmotické a hyperosmotickém prostredi.
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Vystupem analyzy pomoci pratokové cytometrie jsou histogramy, které nam mohou
poskytnout informaci jednak o heterogenité bakterialni populace ve vzorku, jednak
o distribuci PHB v jednotlivych subpopulacich. Uvedené histogramy jak biofilmovych,
tak planktonickych bunék bakteridlniho kmene B. sacchari jsou si vzjemné podobné.
Z uvedenych histogramu je patrné, Ze v obou pfipadech doSlo k rozdéleni bunééné populace
na dvé subpopulace. Jedna ze subpopulaci je vzdy bohatSi na obsah PHB ve srovnani
s druhou subpopulaci. V populaci bakterii kultivovanych v médiu bez pfidavku NaCl
pfevazuje subpopulace bohata na obsah PHB nad subpopulaci chudou na obsah PHB.
V pfipadé bakterii kultivovanych v médiu s koncentraci 5 g:I' NaCl je pomér obou
subpopulaci pfiblizné stejny. Pro zbylé koncentrace NaCl v médiu plati, Ze subpopulace
chuda na obsah PHB prevySovala nad PHB bohatou subpopulaci. Je tedy jednoznacné, ze
pfitomnost soli v kultivaénim médiu potlaCila rist populace bohaté na obsah PHB.
V bakterialnich populacich kultivovanych v médiu s obsahem 10 g-I"* NaCl a vice v podstaté
chybéla subpopulace bohatd na PHB. Se zvysujici se koncentraci NaCl v médiu klesal
obsah PHB v biofilmovych burikach, coz se projevilo posouvanim pikd histogramu na ose x
smérem doleva. Vzajemny pomér dvou subpopulaci biofiimovych bunék, tedy bohaté
a chudé na obsah PHB, v3ak zUstal od koncentrace NaCl 10 g-I™ prakticky stejny. Z toho Ize
usuzovat, Ze biofiimové bunky nejsou tak citlivé na vnéjSi stimuly, oproti burikam
planktonickym.

48




4.5 Studium vlivu stresovych faktort na viabilitu bunék

Viabilita bunék po pulsobeni stresovych faktorll byla stanovena pomoci pritokové
cytometrie. Vliv pouzitého stresového faktoru na umrtnost bunék v populaci shrnuje Graf 11.

5 100 - 01,1
& 90 - 80,7
3 80 -
g 70- 61
> b
< 60~ 50,5
>g 50 - 46,4
: -
a_ 40 29.0
£¥ 30 - 25,4 24,1
= 17,1
E‘ 20 - ’ 11,2
£ 10 43,2 09 25 5’7I
~E 0 T T T T T T
g ' 3
g & & & £ L o &
2 & O é}o ) \G_) O ,@Q
@ N & & S @
N 3° 6& \\q QQ}O @%o
6@

Biofilmové buriky  m Planktonické buriky

Graf 11: Zastoupeni mrtvych bunék v populaci v zavislosti na typu pouzitého stresového faktoru

Béhem zkoumani vlivu stresovych faktort na viabilitu bunék bylo pouzito celkem 7 typu
stresoru, z toho 5 chemickych a 2 fyzikalni. Z grafu je na prvni pohled patrné, Ze jednotlivé
typy pouzitych stresord se od sebe liSily svym baktericidnim G&inkem. NejvysSiho
baktericidniho u€inku, a tedy nejvysSi umrtnosti bakterii, bylo dosazeno po vystaveni bunék
vysoké teploté. Po pusobeni teploty 75 °C po dobu 60 °C doSlo k usmrceni az 91 % bunék.
Naopak velmi nizké umrtnosti bunék bylo dosaZenou v pfipadé pouziti nizké teploty
ucinku pak bylo dosazeno u biofilmovych bunék, které byly vystaveny pusobeni NaCl. Zde
zastoupeni mrtvych bunék v populaci tvofilo pouhych 2,5 %. Nicméné&, kromé velmi nizkého
zastoupeni mrtvych bunék se na zdznamu z cytometru objevil i nizky poc€et analyzovanych
udalosti. Po pfidani NaCl ke vzorku bakterialni kultury bylo mozZné pozorovat agregaci
bunék. Tyto agregaty pak bylo velmi tézké pfi pfipravé vzorku rozsuspendovat. Béhem
méfeni tak mohlo dojit k podhodnoceni skute€ného poc¢tu bunék v dusledku pocitani
agregatl jako jedné bunky, coZz mohlo vést k nestandardnimu chovani analyzovaného
vzorku.

U vétSiny pfipadu pouZitych stresovych faktort dosSlo k dosazeni vy$Si umrtnosti u bunék
planktonickych nez biofilmovych. Tato skute¢nost je v souladu s literaturou, ktera uvadi, ze
biofilm poskytuje burfikém ochranu pfed plsobenim celé Fady stresovych faktord [107].
Vyjimku tvofi biofilmové buriky v pfipadé pouziti detergentu SDS. V tomto pfipadé bylo vétsi
zastoupeni mrtvych bunék v populaci naméfeno u bunék biofilmovych nez planktonickych.
Jednim z moznych ddvodu je, Ze SDS mohlo zpUsobit solubilizaci slozek bakterialniho
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biofilmu. Diky tomu mohlo dojit k celkovému naruSeni struktury biofilmu, a buriky uvnitf ngj
se pravdépodobné staly nachylngjsi k pasobeni Skodlivych podminek. Navic, obsah PHA,
které pIni rovnéz protektivni funkci, je u biofilmovych bunék nizSi nez u bunék
planktonickych. V kone¢ném dulsledku tak byl biofilmovym burikam v pfitomnosti detergentu
zfejmé poskytnut nizSi stupen ochrany nez bunkam planktonickym, coz vedlo k vétSimu
poctu mrtvych bunék v populaci.
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5 ZAVER
Tato diplomova prace byla zaméfena na polyhydroxyalkanoaty a jejich roli ve strukture
bakterialniho biofilmu. K této studii byly vyuzity bakterialni kmeny Burkholderia cepacia

a Burkholderia sacchari, jakoZto kmeny schopné jednak tvofit biofilm a jednak produkovat
polyhydroxyalkanoaty.

Za ucelem zkoumani role PHA v bakterialnim biofilmu bylo v prvni fadé nutné pfipravit
stabilni biofilm v mnoZstvi dostateCném pro daldi analyzu. Tato faze experimentalni ¢asti
byla jednou ze stéZejnich a potykala se s fadou nesnazi. K pfipravé biofilmu byl pouzit
komeréné dodavany CDC biofilmovy reaktor. Navzdory snaze zachovat béhem pfipravy
biofilmu vzdy konstantni podminky (teplota, slozeni média, stafi inokula a dalSi), byly
vysledky kultivace €asto rozdilné. Zatimco v nékterych pfipadech se podafilo v CDC reaktoru
pfipravit velmi bohaty a stabilni biofilm, jindy doslo k narustu biofiimu pouze nepatrné.
Z jakého duvodu k této skute¢nosti dochazelo se nepodafilo objasnit. Literatura tvrdi, Ze na
vznik biofilmu ma znacny vliv sloZzeni média. Néktefi autofi se pfiklangji k nazoru, Ze pro
pfipravu bohatého biofilmu je vhodné nutricné bohaté médium [138], jini naopak doporuduiji
médium nutricné chudé [40]. Na zakladé vysledl Christensenovy metody kvantifikace
biofilmu se nelze pfiklonit k ani jednomu z nazord. Pouziti jak nutricné chudého, tak nutri¢né
bohatého média pro pfipravu biofilmu vedlo k prakticky shodnym vysledkim. Pro pfipravu
bohatého biofilmu je v8ak nezbytné pouzit nefedéné médium. Redéni kultivaéniho média
mélo inhibicni vliv na vznik biofilmu. Optimalizace podminek pro pfipravu biofilmu a studium
vlivu prostfedi na vyvoj biofilmu je Casové narocné a mohlo by byt pfedmétem samostatného
zkoumani.

Velka ¢ast diplomové prace byla zaméfena na PHA. Pfedmétem zkoumani byly rozdily
v kvantit¢ a zejména rozdil ve formé, ve které se PHA vyskytuji v biofiimovych
a planktonickych burikach. Vysledky plynové chromatografie a Ramanovy spektroskopie
jednozna&né prokazaly, Ze vy38i obsah polyhydroxybutyratu se vyskytuje v burikach
planktonickych. V biofilmovych bufikach dochazi ke kompetici o stejny prekurzor, tedy acetyl-
CoA, jednak pro vystavbu biofilmu, jednak pro syntézu PHA. Tato kompetice vede ke
shizenému toku acetyl-CoA do metabolické drahy mastnych kyselin, ktera je nezbytna pro
vznik PHA. V dusledku toho je obsah PHA v bakterialnich bufikach Zijicich v biofilmu obecné
niz8i, v porovnani s burikami planktonickymi. Rozdily byly shledany i ve formé&, v jaké se
PHA vyskytuji v jednotlivych bufkach. Vysledky Ramanovy spektroskopie ukazaly, Ze
v planktonickych bufkach se PHB vyskytuje vyhradné ve své nativni amorfni formé&. Naproti
tomu v burikach biofilmovych se kromé amorfni formy &ast PHB vyskytovala ve formé
krystalické. V Ramanové spektru se tato skutecnost projevila naklonénim piku v oblasti
1736 cm™, tedy piku charakteristického pro PHB, smé&rem doleva. Ke vzniku krystalické
struktury dochazi po uvolnéni PHB z granuli do extracelularniho prostfedi. Vyskyt krystalické
formy PHB v biofilmovych burikach muze poukazovat na pfitomnost lyzovanych bunék uvnitf
biofilmu. Tato skute€nost by odpovidala tvrzeni autord Whitchurch a kolektiv, Ze ¢ast bunék
uvniti biofilmu podstupuje lyzi, ¢imz poskytuje ostatnim bunkam stavebni material pro
vystavbu biofilmu [140]. PHA uvnitf bunék primarné slouzi jako zdroj energie a uhliku
v pfipadé hladovéni. Je mozné, Ze by stejnou funkci PHA mohli zastavat i v biofilmové
matrici, po jejich uvolnéni z bunék a ¢astecné krystalizaci. Extracelularni PHA uvnitf biofilmu
by mohly poskytnout substrat mikroorganismim, které jsou vybaveny extracelularni PHA
depolymerasou, jako jsou napf. bakterialni rody Pseudomonas [34], Cupravidus [145],
Alcaligenes [146] a dalSi. Degradace extracelularni PHA a aktivita extracelularnich PHA
depolymeras uvnitf bakterialniho biofilmu by mohla byt pfedmétem dalSiho zkoumani.
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Posledni faze diplomové prace byla zaméfena na vliv osmotického stresu a dalSich
stresovych faktort na viabilitu a rlst bunék a na celkovou produkci PHA. Obecné Ize fici, ze
se zvySujicim se osmotickym tlakem kultivaéniho média klesa schopnost bunék rist a mnozit
se. Pfi vysokych koncentracich soli v médiu dochazi k uplné inhibici bakterialniho rustu. Se
zpomalenym bunéénym rustem zaroveri dochazi ke zpomaleni metabolickych procesu
v burice, v€etné produkce PHA. Vysledky plynové chromatografie prokazaly snizeny obsah
PHB v bunkach, které byly exponovany prostiedi s vy$§im osmotickym tlakem. Stejného
vysledku bylo dosazeno pomoci prutokové cytometrie, ktera navic ukazala, Zze planktonické
bunky, v porovnani s biofilmovymi, reaguji mnohem citlivéji na vnéjsi stimuly. Biofilmoveé
burfiku jsou odolngjSi vaci stresovym podminkam a dalSim negativnim vlivim vnéjSiho
prostfedi, a to zejména diky protektivnimu chrakteru EPS pfitomnych v biofilmové matrici.
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7 SEZNAM ZKRATEK

ATP
CDC
eDNA
EPS

IS

LPS
mcl-PHA

MO

OMPs

PHB
P(3HB-co-HV)
PBS

PHA

PIA

PNAG
scl-PHA

UHMW

adenosintrifosfat
The Center for Disease Control

extracelularni deoxyribonukleova kyselina
extracelularni polymerni latky (extracellular polymeric substance)

interni standard

lipopolysacharidy

polyhydroxyalkanoaty se stfedné dlouhym fetézcem (medium chain

lenght polyhydroxyalkanoates)
mikroorganismus

vnéjSi membranové proteiny (outer membrane proteins)

poly-3-hydroxybutarat

poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)

phosphate buffered saline
polyhydroxyalkanoaty

polysacharidovy intercelularni adhesin

poly-N-acytelglukosamin
polyhydroxyalkanoaty s kratkym
polyhydroxyalkanoates)

fetézcem (short chain

ultravysokomolekularni (ultra high molecular weight)

lenght
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9 PRILOHY

Priloha 1: Stanoveni optické hustoty behem kultivace bakterialniho kmene Burkholderia sacchari
a Burkholderia cepacia

Bakterie Doba Optické hustota Smérodatna Prtlm_érn'é hodnota
kultivace (h) odchylka optické hustoty
14 4,02 4,12 4,10 0,04 4,08 £ 0,04
- 17 4,42 4,53 4,57 0,06 4,51+ 0,06
£ 20 470 473| 473|001 4,72 £ 0,01
@ 23 6,91 6,96 6,99 0,03 6,95 + 0,03
@ 26 8,40 8,41 8,48 0,04 8,43 £ 0,04
o 41 1322 1342| 1320 o010 13,28 + 0,10
g 44 1302| 1310 1310| 004 13,07 £ 0,04
§ 47 14,58 | 14,66| 14,68 0,04 14,64 + 0,04
= 50 1552| 15,70| 15,64 0,07 15,62 + 0,07
64 1452| 14,64| 14,56 0,05 14,57 + 0,05
14 2,01 2,08 2,15 0,06 2,08 + 0,06
. 17 2,54 2,60 2,73 0,08 2,62+ 0,08
e 20 311 3,23 3,21 0,05 3,18 + 0,05
g 23 526| 5,33 5,37 0,05 5,32 0,05
s 26 6,14 6,29 6,51 0,15 6,31+ 0,15
35 41 12,98| 13,12| 13,08 0,06 13,06 + 0,06
2 44 13,80| 14,24| 1428 0,22 14,11 + 0,22
E; 47 15,16 15,44| 15,60 0,18 15,40 £ 0,18
50 16,76 16,96| 16,90 0,08 16,87 + 0,08
64 17,76 | 17,52| 17,56 0,10 17,61 + 0,10

Priloha 2: Kvantifikace vzniku biofilmu bakterialniho kmene Burkholderia sacchari a Burkholdria
cepacia v zavislosti na rozdilné koncentraci glukosy v kultivacnim médiu

_ Konc. » Smérodatna Primérna

Bakterie gluk(_Jlsy Absorbance pii 562 nm odchylka hodnota
(g-1M) absorbance
o 5 0,070 | 0,072 | 0,077 | 0,083 | 6,416 | 6,108 0,005 0,076 + 0,005
g = 10 0,055 | 0,055 | 0,053 | 0,054 | 0,054 | 0,052 0,001 0,054 + 0,001
E § 15 0,091 | 0,110 | 0,083 | 0,082 | 0,069 | 0,082 0,012 0,086 + 0,012
':é', & 20 0,119 | 0,090 | 0,105 | 6459 | 0,091 | 0,075 0,015 0,096 + 0,015
« 25 0,058 | 0,055 | 0,055 | 0,053 | 0,057 | 0,049 0,003 0,055 + 0,003
< 5 0,102 | 0,106 | 0,103 | 0,080 | 0,081 | 0,072 0,013 0,091 + 0,013
g _g 10 0,058 | 0,063 | 0,062 | 0,064 | 0,063 | 0,063 0,002 0,062 + 0,002
é § 15 0,118 | 0,121 | 0,109 | 0,092 | 0,077 | 0,079 0,018 0,099 + 0,018
s @ 20 0,222 | 0,197 | 0,161 | 0,192 | 0,160 | 0,134 0,029 0,178 + 0,029
« 25 0,134 | 0,124 | 0,137 | 0,132 | 6;470 | 6,402 0,005 0,132 + 0,005
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Priloha 3: Kvantifikace vzniku biofilmu bakterialniho kmene Burkholderia sacchari v zavislosti na
rozdilném rfedéni kultivacniho média

T Redéni Smérodatna | Framérna
Bakterie yp 1 Absorbance pfi 562 nm hodnota
média média odchylka
absorbance
Zadné |0,099| 0,091 | 0,106 | 0,104 | 0,108 | 0,100 0,006 0,101 + 0,006
E I 10x |0,067| 0,064 | 0,065 | 0,057 | 0,057 | 0,060 0,004 0,062 + 0,004
mineralni
§ 5x 0,057 | 0,056 | 0,053 | 0,054 | 0,054 | 0,058 0,002 0,055 + 0,002
_g 2X 0,069 | 0,066 | 0,069 | 0,064 | 0,065 | 0,066 0,002 0,067 + 0,002
g Zadné |0,104| 0,098 | 0,096 | 0,099 | 0,087 | 0,088 0,006 0,095 + 0,006
fc: TsB 10x |0,057| 0,062 | 0,053 | 0,060 | 0,054 | 0,060 0,003 0,058 + 0,003
g 5x 0,067 | 0,059 | 0,063 | 0,062 | 0,066 | 0,058 0,003 0,063 + 0,003
2X 0,072| 0,061 | 0,059 | 0,06 | 0,067 | 0,058 0,005 0,063 = 0,005
Priloha 4: Kalibrac¢ni rada pro stanoveni PHB pomoci plynové chromatografie
Koncentrace| Objem Konc. Plocha Plocha Pomeér
standardu | standardu P3HB piku iku IS ploch piku
(mg-ml™) (ml) | (mg:mlY)| P3uB | P P3HB a IS
0,05 0,46 316 27543 0,011
0,2 1,85 1833 19152 0,096
0,4 3,70 5009 20927 0,239
10,525
0,6 5,56 17 764 | 44075 0,403
0,8 7,41 13791 23582 0,585
1 9,26 27383 39941 0,686
Priloha 5: Kalibra¢ni pfimka pro stanoveni PHB pomoci plynové chromatografie
0,7
©
‘;: 0,6 y =0,0741x
®© T R? = 0,9866
c g 05
T35
25 04
S
£ o0 0,3
8 £
?3_5 0,2
€< 01
o
& 00
0 2 4 6 8 10

66

Koncentrace P3HB (mg- mi?)




Priloha 6: Podrobna data ke stanoveni obsahu P3HB v biofilmovych a planktonickych burikach bakterialniho kmene Burkholderia sacchari

Mooruyv test

Navazka | Plocha Plocha Pomér Konc. | Obsah P3HB Pramérny
Buriky | Stanoveni | biomasy | piku iku IS ploch piku P3HB v bunikach | obsah P3HB v .. . | Vypoéitané L.
(mg) | P3HB |P P3HB alS |(mg-ml?) (%) buiikach (%) | Variacni | "5 ove ':"gcka tabel.
rozpéti Kritérium odnota Ugos
0 1 10,5 11109 | 45874 0,242 3,440 32,76
>
o
g 2 13,5 17 396 | 52 360 0,332 4,596 34,04 35,22 + 2,62 6,10
[
o
< 3 10,1 11 530 | 41 185 0,280 3,925 38,86
0,783 0,635

0 1 8,6 14 403 | 40 047 0,360 4,948 57,53
3]
c
§ 2 8,8 14 145 | 51 045 0,277 3,889 44,19 50,45 + 5,48 13,34
c
[}
a 3 8,9 15039 | 47 232 0,318 4,418 49,65
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Priloha 7: Stanoveni optické hustoty bakterialniho kmene Burkholderia sacchari béhem kultivace
v prostfedi se zvysenym osmotickym tlakem

. Konc.’ N_aCI D(_)ba s Smérodatna Prﬂmérné .
Bakterie Y me_clilu kultivace Opticka hustota odchylka hodnota optické
(g-1) (h) hustoty

17 3,46 3,56 3,58 0,05 3,53+ 0,05

20 4,64 4,65 4,67 0,01 4,65 + 0,01

23 5,35 5,36 5,42 0,03 5,38 £ 0,03

26 6,38 6,36 6,36 0,01 6,37 £ 0,01

5 41 8,34 8,32 8,30 0,02 8,32 £ 0,02

44 9,08 8,96 9,76 0,35 9,27 £ 0,35

47 9,12 9,08 9,12 0,02 9,11 £ 0,02

50 9,40 9,40 9,36 0,02 9,39 £ 0,02

64 9,76 9,68 9,64 0,05 9,69 £+ 0,05

17 2,96 3,00 3,04 0,03 3,00 £ 0,03

20 3,60 3,61 3,60 0,00 3,60 + 0,00

23 3,50 3,44 3,43 0,03 3,46 £ 0,03

26 5,34 5,34 5,33 0,00 5,34 £ 0,00

10 41 8,38 8,36 8,38 0,01 8,37 £ 0,01

44 9,16 9,14 9,18 0,02 9,16 = 0,02

E 47 9,04 9,10 9,28 0,10 9,14 £ 0,10
S 50 956 | 958 | 954 0,02 9,56 + 0,02
pe 64 928 | 940 | 9,36 0,05 9,35 + 0,05
g 17 073 | 079 | 0,74 0,03 0,75+ 0,03
é 20 1,36 1,36 1,41 0,02 1,38 + 0,02
u:; 23 2,47 2,49 2,52 0,02 2,49 £+ 0,02
26 3,32 3,32 3,33 0,00 3,32+ 0,00

15 41 7,00 7,04 7,06 0,02 7,03 £ 0,02

44 8,06 8,08 8,08 0,01 8,07 £ 0,01

47 8,22 8,28 8,24 0,02 8,25 + 0,02

50 8,86 8,84 8,82 0,02 8,84 + 0,02

64 8,60 8,64 8,60 0,02 8,61 + 0,02

17 0,30 0,39 0,31 0,04 0,33+ 0,04

20 0,51 0,53 0,53 0,01 0,52 + 0,01

23 0,76 0,77 0,88 0,05 0,80 + 0,05

26 0,52 0,50 0,63 0,06 0,55 + 0,06

20 41 0,94 0,92 0,94 0,01 0,93 £ 0,01

44 1,54 1,28 1,38 0,11 1,40 £ 0,11

47 1,66 1,70 1,68 0,02 1,68 + 0,02

50 1,80 1,74 1,76 0,02 1,77 £ 0,02

64 6,28 6,36 6,56 0,12 6,40 £ 0,12
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Priloha 8: Stanoveni optické hustoty bakterialniho kmene Burkholderia cepacia béhem kultivace
v prostfedi se zvy§enym osmotickym tlakem

. Konc.’ N_aCI D(_)ba s Smérodatna Prﬁmérna_i .
Bakterie Y me_clilu kultivace Opticka hustota odchylka hodnota optické
(g-1) (h) hustoty
17 0,65 0,62 0,66 0,02 0,64 £ 0,02
20 2,06 2,08 2,00 0,03 2,05+ 0,03
23 2,32 2,34 2,33 0,01 2,33+ 0,01
26 3,78 7,90 3,79 1,94 5,16 + 1,94
5 41 9,44 9,52 9,32 0,08 9,43 + 0,08
44 10,34 10,22 10,26 0,05 10,27 £ 0,05
47 11,68 12,28 12,72 0,43 12,23+ 0,43
50 13,16 13,28 13,54 0,16 13,33+ 0,16
64 13,28 13,40 13,44 0,07 13,37 £ 0,07
17 0,56 0,58 0,59 0,01 0,58 + 0,01
20 0,71 0,72 0,71 0,00 0,71 + 0,00
23 2,05 2,08 2,10 0,02 2,08 £ 0,02
26 2,72 2,71 2,73 0,01 2,72 £ 0,01
10 41 4,02 3,96 4,02 0,03 4,00 £ 0,03
44 6,48 6,52 6,40 0,05 6,47 + 0,05
-z 47 10,54 | 10,32 | 10,52 0,10 10,46 £ 0,10
?‘;— 50 12,16 12,02 12,12 0,06 12,10 £ 0,06
E 64 12,08 12,20 12,24 0,07 12,17 £ 0,07
g 17 0,99 1,06 1,05 0,03 1,03+ 0,03
é 20 2,09 2,22 2,29 0,08 2,20 £ 0,08
E 23 242 | 245 | 255 0,06 2,47 0,06
26 3,69 3,58 3,64 0,04 3,64 £ 0,04
15 41 8,30 8,30 8,26 0,02 8,29 £ 0,02
44 7,88 7,82 7,88 0,03 7,86 = 0,03
47 7,50 7,50 7,60 0,05 7,53 £ 0,05
50 7,62 7,50 7,56 0,05 7,56 = 0,05
64 6,40 6,28 6,52 0,10 6,40 £ 0,10
17 2,44 2,57 2,58 0,06 2,53 + 0,06
20 3,70 3,82 3,75 0,05 3,76 £ 0,05
23 4,10 4,12 4,27 0,08 4,16 + 0,08
26 4,87 4,90 4,92 0,02 4,90 £ 0,02
20 41 8,20 8,24 8,14 0,04 8,19 + 0,04
44 7,66 7,68 7,74 0,03 7,69 + 0,03
47 7,48 7,50 7,64 0,07 7,54 £ 0,07
50 7,68 7,68 7,70 0,01 7,69 £ 0,01
64 6,00 5,96 6,08 0,05 6,01 £ 0,05
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Priloha 9: Kvantifikace vzniku biofilmu bakterialniho kmene Burkholderia sacchari a Burkholderia
cepacia v zavislosti na rozdilné koncentraci chloridu sodného v kultivaénim médiu

Konc. - . Primérna
Bakterie| NacCl Absorbance pfi 562 nm e hodnota
| odchylka
(g-1) absorbance
«© 0 0,114 | 0,117 | 0,118 | 6437 0,002 0,116 + 0,002
g = 5 0,102 | 0,116 | 0,132 | 0,098 0,013 0,112 £ 0,013
E § 10 0,092 | 0,082 | 0,108 | 0,090 0,009 0,093 £ 0,009
g e 15 0423 | 0,100 | 0,097 | 0,095 0,002 0,097 + 0,002
@ 20 0,113 | 6,084 | 0,111 | 0,108 0,002 0,111 £ 0,002
© 0 0,393 | 0,358 | 0,437 | 0,421 0,030 0,402 + 0,030
g © 5 0,275 | 0,292 | 0,264 | 0,302 0,014 0,281 + 0,014
—_ O
ax 10 0,234 | 0,220 | 0,249 | 0,251 0,006 0,224 + 0,006
%‘ 3 15 0,304 | 0,292 | 0,305 | 0,289 0,007 0,298 + 0,007
@ 20 0,259 | 0,303 | 0,296 | 0,323 0,023 0,295 + 0,023

Priloha 10: Kalibracni Fada pro stanoveni PHB v burikach kultivovanych v prostfedi se zvySenym

osmotickym tlakem

Koncentrace| Objem Konc. Plocha Plocha Pomér
standardu | standardu P3HB piku iku IS ploch piku
(mg-ml?) (ml) | (mg'-mY)| P3HB | P P3HB a IS

0,05 0,57 3458 70 816 0,049

0,2 2,29 12 133 97 835 0,124

0,4 4,58 18 021 65 041 0,277

13,025

0,6 6,88 24 434 57 980 0,421

0,8 11,46 49 300 65 275 0,755

1 0,57 3458 70 816 0,049

Priloha 11: Kalibraéni pfimka pro stanoveni PHB v burikach kultivovanych v prostfedi se zvySenym

Pomér ploch pikii analytu a
interniho standardu
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osmotickym tlakem

y = 0,064x
R? = 0,9944

2 4 6 8
Koncentrace P3HB (mgl-ml-1)
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