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ABSTRAKT

V bakalaiské praci byla studovana gellan degradujici bakterie Verrucomicrobium sp. GD,
charakteristicka tvorbou prosték. Experimentalné bylo zjisténo, Ze tvorba téchto utvaru je
pozorovatelna pii kultivaci kultury v tekutém mineralnim médiu s gellanem. Dale se prace
zabyvala moznosti rozkladu flatulentnich sacharidii lusténin kulturou GD. Nejobsahlejsi
Cast byla vénovana testovani schopnosti kultury Verrucomicrobium sp. GD omezovat
tvorbu biofilmt u Klinicky a potravinaisky vyznamnych bakterii, kde bylo zjisténo, Ze
kultura GD inhibuje tvorbu biofilmu u kultury Staphylococcus aureus CCM 3953
a u n€kolika kultur Pseudomonas aeruginosa, konkrétné kmenti Pseudomonas aeruginosa
FT1, FT2aFT3.

Klicova slova: Verrucomicrobium, biofilm, gellan, degradace.

ABSTRACT

In this thesis were studied gellan-degrading bacteria Verrucomicrobium sp. GD which is
characterized by the formation of prosthecae. It was experimentally found that the
formation of prosthecae is the microscopically visible during the cultivation of culture in
liguid mineral medium with gellan. Furthermore, strain GD was tested for its flatulent
leguminous carbohydrates degrading ability. The main part was devoted to testing the
skills of Verrucomicrobium sp. GD to inhibite the biofilm formation of bacteria, which
may cause serious infections. Experiment result revealed that the bacterial strain GD
decreased biofilm formation in Staphylococcus aureus CCM 3953 and in some isolates of

Pseudomonas aeruginosa, namely Pseudomonas aeruginosa FT 1, FT 2 and FT 3.

Keywords: Verrucomicrobium, biofilm, gellan, degradation.
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UvVOD

Polysacharidy hraji vyznamnou roli pfitvorbé biofilmi produkovanych nékterymi
bakteriemi. Jako biofilmy lze oznacit ptisedlé povlaky mikroorganismii na riznych
povrSich a lze je najit prakticky vSude, kde k tomu maji alespoit z malé casti vhodné
podminky a mohou tak vyuzivat benefity, které jim toto uskupeni poskytuje. Mikrobialni
bunky, které ulpély na povrchu pomoci extracelularni gelovité matrix, jsou v biofilmu vice
¢1 mén¢ chranény pred vyschnutim, toxickymi latkami, UV zéafenim, mechanickym
poskozenim, bakteriofagy, predaci ¢i imunitnim systémem hostitele. Zminéné biofilmy se
mohou tvofit v rozvodném potrubi pitné vody, v potravinaiskych provozech nebo na
medicinskych implantatech, kde mohou zplisobovat zavazné zdravotni komplikace
zmnozenim patogennich mikroorganismd, které na konkrétnim povrchu ulpély. Proto je
snahou hledat u¢inné strategie rozrusovani téchto povlakil a vyvijet materidly se specialni

povrchovou upravou k co nejvétsimu omezeni vzniku mikrobidlnich biofilmt.

Mezi méné znamé extracelularni bakteridlni polysacharidy, ale hojné vyuzivané, patii
gellan a je mu vtéto praci vénovana pozornost spolu s bakterialni kulturou
Verrucomicrobium sp. GD, ktera ma mimo jiné schopnost jej degradovat. Uvedeny
polysacharid se pouzivd v potravinaiském, kosmetickém i farmaceutickém pramyslu.
Problémem muze byt (jako u tady dalSich latek) jeho pomaly rozklad v Cistirnach
odpadnich vod i v jinych prostiedich, nebot” schopnost rozkladat tento polysacharid ma jen
velmi omezené spektrum mikroorganismui, na rozdil od mnozstvi bakterii, kvasinek ¢i
vlaknitych mikroskopickych hub, schopnych degradace nejbéznéjSich polysacharida, jako
jsou Skrob, celulosa, pektin ¢i glykogen. Navic poznatky 0 moznosti rozkladu slozitych
sacharida v biofilmech, tvofenymi neZzadoucimi mikroorganismy, by mohly mit
v budoucnu potencial pro praktické uplatnéni samotnych degradérd ¢i jejich enzymu,

Stépicich tyto exopolysacharidy.
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1 LITERARNI RESERSE

1.1 Bakterialni biofilmy

Jako biofilm Ize popsat povlak, jenz je tvofen ptisedlymi koloniemi ptedevsim bakterii
a polymernimi latkami jimi produkovanymi. Tyto vysokomolekularni produkty vytvari
zakladni matrici, do niz se postupem c¢asu zachytavaji dal$i mikroorganismy nebo rizné
latky. V ptirod¢ maji bakteridlni populace tendenci adherovat k nejriznéjSim povrchiim,
protoze je to pro né¢ vyhodné a v mnoha prostiedich je toto uskupeni jejich pfirozenym
zpusobem vyskytu (napf. slizovité biofilmové narosty na kamenech v fece). Biofilmy
miizeme najit 1 v mnoha odvétvich lidského pocinani, kde znecistuji povrchy, které mohou
rozruSovat korozi a v neposledni fad¢ byt zdrojem patogennich infekci. U bakterialnich
rodi Pseudomonas, Vibrio, Escherichia, Listeria, Salmonella, Staphylococcus,
Streptococcus ¢i Mycobacterium se prokazala tvorba patogennich povlakt [1]. Ne vzdy je
biofilm povazovan za Skodlivy, na ptiklad v priimyslovém odvétvi biotechnologie, ¢isténi
odpadnich vod ¢i pfi bioremediaci je jejich ptitomnost zadouci. V poslednich 20 letech
prodélalo studium mikrobidlnich biofilmt velky pokrok a bylo zjisténo mnoho poznatki,
ale n¢které otdzky jsou stile nezodpovézeny, napt. v souvislosti s adhezi bunék, jak

bakterie detekuji, Ze jiz jsou na povrchu.

V dnesni dob¢ je velmi dualezitou a nejvice studovanou otdzkou pfitomnost biofilmu
v medicin€, a to v prvni fadé vyskyt na implantovanych télesech v lidském organismu

(kanyly, katétry a plastové prostetické implantaty) [2].

1.1.1 Vznik biofilmu

vvvvvv

K pfilnuti vyuzivaji bakterie adheziny, coz jsou specifické, povrchové aktivni molekuly
a mohou to byt bilkoviny, glykopeptidy a polysacharidy. Ihned po doteku bakterialnich
bun¢k s podkladem dochazi k tadé reakei syntetizujicich nové metabolity vcetné
polysacharidové matrix. Vyvoj a stabilizace bakterialniho povlaku ma nékoli fazi. V prvni
fazi je stéZejni transport a adsorpce molekul organického substratu na povrch podkladu,
tzv. conditioning, poté probiha pfesun mikrobialnich bun€k k povrchu podkladu. Ve tieti
fazi dochdzi k zachytavani mikroorganismi na povrchu, replikace ptfisedlych bunck
a produkce extracelularni matrice s dalsimi metabolity, kdy postupem ¢asu nékteré bunky

na povrchu biofilmu odumiraji a probihd neustdld replikace dalSich c¢asti biofilmu.
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V posledni fazi, kdy je biofilm jiz tak objemny, Ze nedokéze odolavat vnéjSim vliviim jako
je proud tekutiny kolem, tak dochazi k odtrhavani biomasy a disperzi ¢asti biofilmu
i bun¢k do kapaliny [3].

Obecné se po prichyceni zacnou bunky délit a shlukovat a tak se vytvari primarni biofilm,
na ktery se nabaluji dal$i bakterialni bunky tzv. sekundarniho biofilmu. Tloustka biofilmu
se pohybuje viadu desitek az stovek um a je zavisla na mikrobialnich druzich,
morfologickych vlastnostech biofilmu, jeho stafi a zejména na podminkach prostiedi, kde

se tvofi [2].

1.1.2 Faktory podporujici adhezi

Bakteriim napomahaji Kk pfilnuti k bazi bunécné struktury, jako jsou fimbrie, které bakterie
pti dotyku s povrchem tvofi ve vétSim mnozstvi. Neméné dulezitym faktorem pro
snadn€j$i vznik biofilmu je hydrofobni charakter povrchu, coz bylo prokazano
v experimentech s pouzitim riznych podkladi pro rust, kdy byl biofilm vytvofen
bakteriemi na teflonu rychleji nez na hydrofilnim povrchu skla ¢i kovu [4]. Pfiznivé pisobi
na tvorbu biofilmovych povlakl také pestrost Zivin v médiu, drsnost a poréznost povrchu.
Biofilmy se mohou tvofit na rozhrani pevné a vzdusné faze, kdy Ziviny a vlhkost obdrzi
Z pevné faze a potiebny kyslik ze vzduchu. Tato kombinace fazi je uskute¢néna napt. na
povrchu sliznice dychaciho ustroji, kde mize zpisobovat plicni infekce. Dalsi ptipad rastu
biofilmu je na rozhrani inertni pevné a tekuté faze, coz muze byt tfeba potrubi ¢i kloubni
implantat, kde jsou kyslik a nutrienty ziskavany z tekutého prostiedi. Tteti typ povrchu je
rozhrani pevné zivné a tekuté faze, ve kterém bakterie ziskdvaji ziviny a kyslik z pevné
nebo tekuté faze. Tento piipad lze registrovat v ptidnim prostfedi ¢i v zivociSném nebo

rostlinném organismu, kde mohou byt pfi¢inou infekci mékkych tkani [5].

1.1.3 Vyznam biofilmu v potravinarstvi

Biofilmy, jakozto funkéni konsorcia mikroorganismli upoutanych k povrchu a uloZenych
v extracelularni hmoté mikroorganismy produkované [3], jsou nedilnym a ne vzdy

zadanym jevem vyskytujicim se v riznych odvétvich potravinarského primyslu.
Vyroba s pouZitim biofilmii

V mnoha ptipadech je pfitomnost biofilmi prospéSna a Za4dana, napt. k vyrobé€ octa jsou
vhodné bakterie rodu Acetobacter spp. [6]. Ve vinafstvi hraje specifickou roli uslechtila

plisenn Botrytis cinerea, kterd svym povrchovym naristem na bobulich pfispiva za
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optimdlnich meteorologickych podminek ke zvySeni aktudlni koncentrace sacharidl
naruSovanim svrchni slupky hroznti a tim odpafovani vody z obsahu plodi. Aroma vina,
pripraveného z hroznti napadenych touto plisni, oznacuji enologové jako chutnajici po
zimolezu s trpkym koncem [7]. Alkoholické napoje, typické pro asijsky kontinent jako
napf. saké, sojova omacka ¢i kyselina citronova jsou vyrobené tzv. koji procesem, ve
kterém se vyuziva plisen Aspergillus oryzae — koji-kin (japonské oznaceni) [8]. Klicovymi

organismy aplikovanymi v pivovarnictvi jsou kvasinky [2].
Biofilm jako soucdst vyrobku

Existuji potravinatské produkty, jejichZ nedilnou soucasti jsou mikroorganismy, které svou
¢innosti napomahaji vytvaret kyzené organoleptické vlastnosti findlniho vyrobku. Do této
skupiny Ize tadit zejména rizné mlécné vyrobky, a to syry, k jejichz vyrobé jsou vhodné
bakterie mlécného kvaSeni. Na konzistenci, chuti a vzhledu plisnovych syri se podili
uslechtilé plisné napt. Penicillium candida ¢i Penicillium camemberti, jez vytvati bilou
plisen na povrchu. Rust mycelii mikroskopickych plisni Penicillium gorgonzola
a Penicillium roqueforti je Zadouci pfi vyrobé tzv. syri s modrou plisni. Syry zrajici pod
mazem maji charakteristické pikantni aroma diky bakterialnimu kmeni Brevibacterium
linens [9]. Dalsimi produkty s obsahem biofilmu jsou fermentované masné vyrobky.
Typickym zastupcem trvanlivé uzeniny porostlé dvéma druhy uslechtilé plisné¢ a mezi
Ceskymi spottebiteli dobfe znam, je ,,uhersky salam®, ktery se v Mad’arsku vyrabi jiz od
roku 1883 podle receptury ptivodem dovezené z Italie [10].

wvr 7

Puivodci nemoci prenosni potravinami a tvorici biofilmy

Mezi znamé mikroorganismy zplisobujici onemocnéni, pienaSené potravinami patii
gramnegativni mikroaerofilni a pohyblivé bakterie rodu Campylobacter s15
identifikovanymi druhy, z nichZ 12 je patogennich pro ¢lovéka [11]. Campylobacter jejuni
je stézejnim mikroorganismem zapiicinujici gastroenteritidy [12]. Hlavnim zdrojem
infekci je hlavné syrové maso, neoSetfené mléko, neoSetfena voda, domaci zvifata, a to
zejména psi a kocky. Listeria monocytogenes je zastupce grampozitivnich pohyblivych
bakterii, vyskytujici se v sav€ich hostitelich i jinych obratlovcich, v krmivu pfipraveném
silaZovanim a v pude€. Infekce mlZe vzniknout konzumaci kontaminovanych potravin
mlééného charakteru, syrového masa a zeleniny a syrové i vafené dribeze [13].
V neposledni fad€é lze jmenovat vSudypifitomnou gramnegativni fakultativné anaerobni

bakterii rodu Salmonella, kterda mtize vyvolavat nemoci v rozpéti od gastroenteritid po
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tyfus. Do tohoto bakterialniho rodu spada 2463 sérotypt [14]. Salmonella dokaze piezivat
ve formé¢ biofilmu po dobu ¢étyt tydnti od provedeni sanitacniho zakroku a dezinfekce. Bylo
zjisténo, ze sérovar Salmonella enterica oznaceny Enteritidis kooperuje s bakterii

Klebsiella pneumoniae pii vytvareni dvoudruhového biofilmu [15].

1.1.4 Vyznam biofilmu v mediciné

Jak jiz bylo zminé&no, bakterie nachdzejici se v biofilmech mohou zpisobovat chronicka
onemocnéni a vzhledem ke skute¢nosti, ze odstraiiovani takovychto mikrobialnich narostt
je obtizné, je velmi dilezité se timto problémem dale zabyvat. Bakterialni buiky jakozto
kooperujici konsorcium jsou v biofilmech chranény v organismu hostitele pred
mechanismem jeho imunitniho systému a také pfed plsobenim antibiotik. Mezi infekce
tkéni, na kterych dochdzi k rstu mikrobialnich biofilmi, 1ze fadit napt. pseudomonadovou
pneumonii pii cystické fibroze, endokarditidu (enterokoky, stafylokoky, enterobakterie,
pseudomonady), stafylokoky zplsobenou osteomyelitidu neboli infekéni zénét kostni
dfené, zanét stfedniho wucha (Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa a dalsi) ¢i zanét piedstojné Zlazy zpisobeny Escherichia coli
[16]. I v dne$ni dobé moderniho 1ékafstvi a vyspélych technologii je stale velkou nesnazi
vyskyt mikrobli pfedevS§im v podob¢ nesnadno eliminovatelnych biofilma. Zavazny je rast
téchto povlakli na dlouhodobé zavedenych implantatech, umélych kloubnich nahradach,
katétrech, trachedlnich cévkach, umélych srde¢nich chlopnich, kardiostimulatorech nebo

nitrodéloznich téliscich [2].
1.2 Extracelularni polysacharidy

Jedna se o pfirodni polymery tvofené monosacharidovymi jednotkami, které jsou bunikami
nékterych mikroorganismi  produkovany do okoli. Do skupiny bakteridlnich
exopolysacharidi mizeme tadit mj. xanthan, gellan, curdlan a dextran. Mezi zastupce
extracelularnich polysacharidii niz§ich hub patti pullulan ¢i skleroglukan. Mikroorganismy
je tvofi v neaktivnim obdobi ristu bunék, kdy je mozno jejich produkci zvysit vysokym
pomérem C:N v ristovém médiu [17].

Struktury makromolekul polysacharidl jsou linearni, eventualné rozvétvené a mohou mit
navazany rizné substituenty. Pokud se fetézec sklada ze stejnych monosacharidii, hovofi
se 0 homoglykanu, a kdyz je seskupen z odlisnych cukernych merd, tak o heteroglykanu.

Mikrobialni polysacharidy se vyznacuji uritou pravidelnosti opakujicich se jednotek
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oligosacharidu (2 — 8 monosacharidtl). V piipad€, ze mikroorganismy vyuzivaji jako zdroj
energie polysacharid, produkuji enzymy polysacharasy, které stépi tyto extracelularni
polysacharidy na nizkomolekularni §tépy a ty jsou pak do buiky snaze transportovany

K nasledné utilizaci [18].

1.2.1 Gellan

Gellan je extracelularni bakteridlni polysacharid vytvafeny bakterii Sphingomonas
paucimobilis, dfive znamou jako Auromonas elodea nebo Pseudomonas elodea. Tento
mikroorganismus lze nazvat prilezitostnym patogenem, jenz miize pomoci produkovaného

gellanu ulpivat ve formé biofilmu na riznych povrsich [19].

Mezi prvni prace, které prokazaly mozZnost jeho komeréniho vyuziti, patfil vyzkum
spole¢nosti Kelco (ta jako prvni zahajila praimyslovou vyrobu xanthanu) z roku 1978, ve

kterém je pojmenovan tento polysacharid pracovnim nazvem S-60 [20].

Makromolekula gellanu, jakozto aniontového polymeru, je slozena z linearné opakujicich
tetrasacharidic  [21], [—3)-B-D-Glcp-(1—4)-p-D-GlcAp-(1—4)-B-D-Glcp(1—4)-a-L-
Rhap-(1—]. Jednotlivé podjednotky jsou oznaceny zkratkami Glc (D-glukosa), GIcA (D-
glukuronova kyselina) a Rha (L-rhamnosa) a jsou pfitomny v poméru 2:1:1 [48]. Nativni
gellan produkovany mikroorganismy obsahuje jesté L-glycerylové skupiny na O(2) tietiho
glukosového zbytku tetrasacharidové jednotky a alespon né€kolik z opakujicich se jednotek
nese acetylovou skupinu na O(6) téhoz zbytku [22]. Zminéné substituenty podminuji
charakteristické reologické chovani tohoto polysacharidu a jeho upravenych forem.
Ptirodni gellan se vyskytuje v konformaci levotocivé dvousroubovice, kdy jsou Sroubovice
vici sobé v antiparalelni poloze a kazda z obou helix je sloZena ze tii gellanovych fetézct
stabilizovanych vodikovymi mistky [23]. V bézné komer¢ni vyrobé jsou oba zmifiované
typy substituentii (acylll) ve vétsi ¢i mensi mife odstranény alkalickou cestou. Vysledny
deacylovany polymer je oznacen jako ,.gellanova guma“ &i obchodnim nazvem Kelcogel®

(pro potravinaiské ucely) nebo Gelrite™ (pro pramyslové pouziti) [24].

Deacylovany gellan poskytuje oproti pfirodnimu gellanu pevné a zaroven kiehké gely,
které jsou termoreversibilni. Vyznamnym faktorem pro pribéh samotné gelace je povaha
kationtd (Na', K*, Mg?, Ca®), které vyrovnavaji naboje karboxylovych skupin
polymernich fetézcli. Maximalni pevnost gelu nastdvd pii stejném stechiometrickém
poméru karboxylovych skupin v gellanu s dvojmocnymi kationty (Ca*), kdy vysledny gel

vynikd lepsi odolnosti vuc¢i teploté, kyselinam 1 enzymim [25]. Koncentrace
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deacylovaného gellanu a soli v roztoku ovliviiuje pfimo umérné teplotu tani i gelace [26].
Deacylovany bakterialni polysacharid je taktéz slozen ze dvou Sroubovic, které ale maji

soubézné usporadani [27].

HI:I—I|2—H

CHOH

Obrazek 1: Molekularni struktura gellanu [28]

1.2.2 Pouziti gellanu

Upotiebeni gellanu v potravinairském pramyslu je rozlicné, mize v potravinach plnit
funkci stabilizatoru, zahustovadla ¢&i univerzalni Zzelirujici slozky [29]. V seznamu
potravinaiskych emulgatort a stabilizator je ho mozno vyhledat pod koédem E 418 [30].
Mezi typické produkty, do kterych se gellan ptidava, patfi rizné naplné peciva, cukrovi,
mlécné vyrobky, dortové zelé, ledové a cukrové polevy, dzemy a marmelady, nizkotucné
pomazanky, omacky, topingy a pokrmy urCené k piipravé v mikrovinné troubé [29].
V pudincich zastava roli stabilizatoru, kdy redukuje synerezi pti delSim skladovani a také

velmi dobfe funguje v zeleninovych §tavach [31, 32].

Své uplatnéni nalezl tento exopolysacharid 1 v odvétvi kosmetického pramyslu, kde je
piidavan do krémi, zubnich past, make-upti, Sampont, sprchovych gell, pletovych mlék
a masek. V opalovacich krémech stabilizuje deacylovany gellan olejovou fazi a umoziiuje
vytvoftit jednolity homogenni film po naneseni ptipravku na plet’. Také je velmi staly vici

Sirokému rozpéti teplot a to je u téchto produktti Zadana vlastnost.

Ve farmacii se gellan pouzivéa k vyrob¢ tablet a kapsli s povrchem usnadiujicim polykéni
a s postupnym uvoliiovanim ucinné latky [29]. Smés polysacharidu jamilanu a gellanu
v poméru 1:1 (oba roztoky polysacharidi mély koncentraci 1%) se ukazala jako vyborny
nosi¢ probiotik (napt. Lactobacillus plantarum), které plni sviij ucel v tlustém stievé [33].
Potencial tohoto extracelularniho polysacharidu je zkouman i v zubnim I€katstvi, kde jsou

vyvijeny nové dentalni vyplné s gellanovou gumou GG-DF (z anglického gellan gum
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dental filling). Tato kompozice o koncentraci 1,5% a 1,75% vykazuje stejné vlastnosti

(mikrostruktura, poréznost a modul pruznosti) jako komeréni vyrobek Teruplug® [34].

Gellanovéa guma je vhodna také pro mikrobiologické ucely, pfi vyrobé zivnych médii jako
alternativni nahrada agaru [29, 35]. Zivna pida s gellanem je také idedlnim médiem pro
kultivaci rostlinnych pletiv a castecné je vhodna pro rist termofilnich kultur

mikroorganismil diky své termostabilité.

Pevné transparentni gely tvofi gellan jiz pf1 koncentraci 0,1%. PouZivaji se 1 pro vyrobu
gelovych osvézovaci vzduchu, protoze gellanovy gel pojme pomérné velky podil vonné
slozky, kterou uvoliluje postupné a zaroven ma vysokou teplotu tani, takze je odolny

k horkym podminkam, které mohou nastat napft. v interiéru automobilu [29].

1.2.3 Rozklad gellanu

Mikrobidlnimu rozkladu gellanu je v odborné literatufe vénovana mnohem mensi
pozornost nez rozkladu béznych polysacharidi, jako jsou Skrob, celulosa, pektin ¢i
glykogen. Pfesto lze najit n¢kolik praci, které mikrobidlni degradaci gellanu popisuji.
Gellan, jakozto exopolysacharid produkovany nékterymi bakteriemi, mize byt degradovan
enzymy (polysacharasami) tvofenymi samotnymi producenty gellanu, tedy bakteriemi rodu
Sphingomonas [36]. Degradace deacylovaného gellanu je zpisobena extracelularnimi
lyasami, které $§tépi vazbu mezi B-D-glukosylovou a 1,4 B-D-glukuronylovou jednotkou
v tetrasacharidu opakujici se jednotky polysacharidu [37]. Od roku 2005 se bakterialni
degradaci gellanu vyzkumné vénuje i mikrobiologicka &ast Ustavu inZenyrstvi ochrany ZP
na FT UTB ve Zling, ¢ehoZ vysledkem byla mj. i izolace kultury Verrucomicrobium sp.

GD, schopné rozkladu a utilizace gellanu.
1.3 Popis kultury Verrucomicrobium sp. GD

1.3.1 Charakteristika rodu Verrucomicrobium

Taxonomické zatazeni této tyCinkovité, gramnegativni (maji obsazenu v peptidoglykanu
kyselinu diaminopimelovou), nepohyblivé, chemoheterotrofni, mesofilni fakultativné

anaerobni bakterie je dle literatury nasledujici:
Doména: Bacteria

Kmen: Verrucomicrobia



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

Ttida: Verrucomicrobiae
Rad: Verrucomicrobiales
Celed”: Verrucomicrobiaceae
Rod: Verrucomicrobium

Pro rod Verrucomicrobium je typicka tvorba prosték, vybézka bunééné stény obsahujicich
cytoplasmu, které jsou rozprostteny rovnomérné po celém povrchu buiky. Z prosték
vystupuji fimbrie. Latinské podstatné jméno verruco je mozno ptelozit jako bradavice.
Pojmenovani tohoto rodu bakterii je tudiz podle jejich bradavi¢natého hrbolatého povrchu
ponékud vystizné. Zastupcem tohoto rodu je napt. Verrucomicrobium spinosum. Do ¢eledi

Verrucomicrobiaceae patti také rody Akkermansia a Prosthecobacter [38, 39, 40].

Jako zdroj energie a uhliku pottebuji kmeny rodu Verrucomicrobium cukry, nékteré druhy
maji schopnost rozkladat i polysacharidy, napi. fucoidan [41] nebo mucin [42]. Optimum
ristu kmene GD bylo Vv praci Muchové a kol. experimentalné stanoveno na teplotu do
30°C pfti aerobnich podminkach, z ¢ehoz vyplyva, Ze se jedna o psychrofilni organismus.
Zkoumany kmen nema oxidasu ani katalasu, glukosu sice v zivném mediu aerobné
utilizuje, ale OF testem se jeji fermentace neprokazala [43]. Jak ale uvadi Sedlacek
v Taxonomii prokaryot, verrukomikrobia fermentuji glukosu na kyselinu bez tvorby plynu
[38]. U kultury GD se jednozna¢né neda potvrdit, Ze produkuje extracelularni enzymy pro
depolymeraci gellanu. Tyto enzymy jsou pravdépodobné pevné vazany externé na povrchu

bunééné stény [43].

Bakterialni rod Verrucomicrobium se vyskytuje bézné v pudé [44, 45, 46, 47] a vodnim
prostiedi [40, 48]. Tyto bakterie byly nalezeny i v Cistirnach odpadnich vod, v zatizenich
pro odstranovani fosforu [49] ¢i dusiku [50], kde v8ak byla jejich pfitomnost zaznamenana

pouze prostifednictvim specifickych sekvenci DNA.

1.3.2 Puvod a izolace kultury GD

Prakticky prvni Zivou kulturu rodu Verrucomicrobium z prostfedi Cistiren se podafilo
ziskat v roce 2009 Muchové a kolektivu z aktivovaného kalu, ktery obsahoval mnoho
riznych mikroorganismi, vcetné rozkladaci xanthanu a jinych polysacharidd. Pfi
experimentech byla nejprve ziskdna smésnd bakteridlni kultura (konsorcium) rostouci na
gellanu jako jediném zdroji uhliku, a teprve zni byla izolovdna Ccista kultura

Verrucomicrobium sp. GD. Ta byla ziskdna vyockovanim konsorcia na mékky gellanovy
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gel, kde se degradéti gellanu na Petriho miskach projevili po tydenni inkubaci tvorbou
malych jamek v povrchu ploten (zndmka utilizace tohoto polysacharidu). Pozdéjsi testy

prokazaly, Ze bakterie rostouci v jamkach byla Cistd kultura GD vyuzivajici gellan.

Kultura GD (gellan degradujici) na mékkém gellanovém gelu rostla ve formé¢ kolonii
podobnych bublinkdm ¢i na minerdlnim mediu s glukosou jako zluté okrouhlé kolonie. Na
zaklad¢ béznych mikrobiologickych charakteristik, jako je tvar bunky, Gramovo barveni,
pozadavky na kyslik a sporulace, bylo zjiSténo, ze kmen tvofi aerobni, gram-negativni,
nesporulyjici ty¢ky o rizné velikosti v rozmezi 2-10 pm. Zasadnim krokem pro jisté

zatazeni mikroorganismu vSak bylo pouziti analyzy sekvence 16S rDNA.

Podle wvysledkii sekvenovani 16S rDNA byla kultura zafazena do celedi
Verrucomicrobiaceae, kdy z 98% byla piectena sekvence shodna s popsanym
mikroorganismem Verrucomicrobium spinosum DSM 4136 [51]. Kmen s nazvem
Verrucomicrobium sp. GD byl pod katalogovym &islem CCM 7579 ulozen do Ceské
sbirky mikroorganismil v Brné [43]. Cast sekvence 16S rDNA kmene Verrucomicrobium
sp. GD je ulozena v GenBank pod kddem GQ304751 [51].

1.3.3 Sacharolytické vlastnosti

Verrucomicrobium sp. GD kromé gellanu (i nativniho acylovaného) rozklada také xanthan
a CasteCn¢ alginat, nerozklada skrob, a jen velmi slabé dextran. Bakteridlni konsorcium
z aktivovaného Kalu, z néjz byla kultura GD izolovana, degradovalo rizné polysacharidy
tak, Ze po pomalé inicia¢ni fazi nastal rychly rozklad substratu béhem 3 nebo 4 dnt. Cista
kultura GD (a podobné i ¢ista kultura Paenibacillus XD, ktera byla ziskana v téZze praci)
byly schopné utilizovat velkou ¢ast polysacharidu v prvnich dvou dnech degradace, ale po

Ctyfech dnech se jejich degradaéni schopnost zna¢né zpomalila [51].

1.4 Jiné bakterie rozkladajici gellan

Jak jiz bylo uvedeno, mezi bakterie rozkladajici gellan extraceluldrnimi lyasami patii fada
kmend gramnegativnich bakterii rodu Sphingomonas, coz jsou samotni producenti gellanu.
Tyto lyasy s$tépily vazbu mezi B-D-glukosylovou a 1,4-D-glukuronylovou jednotkou
v tetrasacharidu opakujici se jednotky [37]. Nékteti autofi pouzivaji nazev sphinganasa pro
typ enzymu, ktery $tépi riizné typy polysacharidi nélezejici do gellanové rodiny (tzv.
sphingany) [52]; jeho producentem je napt. bakterie Bacillus sp. B29, izolovana z pudy.

Hlavni molekularni tetézec sphinganti sestava z B-D-glukosy; 1,4 B-D-glukuronové
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kyseliny; 1,4 B-D-glukosy a 1,4 a-L-sacharidu (L-rhamnosa nebo L-mannosa); dale zalezi
na povaze substituentd, podle kterych mohou vznikat polysacharidy jako gellan, rhamsan,
wellan a polysacharidy S-88, S-657, S-196 a NW11 [19]. Mezi dalsi popsané bakterialni
kultury, degradujici gellan, patii Bacillus sp. GL1 [53] a Bacillus sp. YJ-1 [54] a také
termofilni Geobacillus stearothermopilus 98, ziskany z horkého pramene v Bulharsku [55].

Kultura Bacillus sp. GL1, izolovana z pudy u stoky, vlastnila kompletni aparat pro rozklad
gellanu i xanthanu [53] a produkovanou extracelularni gellan lyasou rozlozila polysacharid
na tetrasacharidové fragmenty. Intracelularni asimilace byla uskute¢néna glukuronidasou
(odstépeni glukuronylového kruhu), B-D-glukosidasou (vyjmuti glukosového kruhu) a a-L-

rhamnosidasou, jez oddéluje glukosu od rhamnosy [56].

Gellan degradujicim mikroorganismem, popsanym Otsukou a kolektivem, je
gramnegativni bakterie Brevifollis gellanilyticus gen. nov., sp. nov., nalezejici dle vysledki
analyzy genu pro 16S rRNA, do kmene Verrucomicrobia, s piibuznosti k rodu
Prosthecobacter. V databazi GenBank 1ze sekvenci tohoto pidniho mikroorganismu najit
pod cislem ABS552872. Dalsi nové popsana bakterie se schopnosti rozkladat tento
exopolysacharid, ktera byla izolovana z pudy a patéi do kmene Verrucomicrobia, je
oznacena jako Roseimicrobium gellanilyticum gen. nov., sp. nov. (sekvence v GenBank
s kodem AB552861). Izolovat tyto bakterie nebylo jednoduché, vzhledem k tomu, Ze
spadaji do kmene Verrucomicrobia, pro jehoZ zastupce je charakteristika obtizna kultivace.
Japonsti védci v Cele s Shigetem Otsukou pouzili pro kultivaci gellan degradujicich
konsorcii pevnou pudu s gellanem v koncentraci 2%, obohacenou o zivé bunky fasy
Chlorella vulgaris [57, 58].
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2 CILE PRACE

Verrucomicrobium sp. GD je bakterialni kultura schopna tvorby prosték, rozkladu

extracelularniho polysacharidu gellanu a také xanthanu i alginatu.

Literarni reSerSe pojednava o biofilmech, extracelularnim polysacharidu gellanu a jeho
moznosti degradace, 0 zkoumaném bakterialnim kmenu Verrucomicrobium sp. GD

a o ostatnich degradérech gellanu.

Cilem této bakalatské prace bylo stanovit a blize specifikovat podminky média a hlavniho

utilizovatelného zdroje uhliku vhodné pro rust kultury GD a tvorbu prosték.

V dals$im bodu mélo byt zjiSténo, zda kultura GD produkuje enzymy schopné rozkladat

flatulentni sacharidy lusténin — raffinosu a stachyosu.

Bakalaiska prace méla prozkoumat moznost kultury Verrucomicrobium sp. GD svym
rastem inhibovat bakterialni kultury tvofici biofilmy, jez jsou klinicky a potravinarsky

vyznamne.
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II. PRAKTICKA CAST
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Materialy a metodika

3.1.1 Chemikalie, roztoky a Zivha média

Bylo pracovano s béznym laboratornim sklem a pomuckami. Pokud nebylo uvedeno jinak,
byly pouzity chemikalie &istoty p.a. dodané firmou Lachema Neratovice, CR. Gellan
(Gellan Gum) pouzity v praci byl zakoupen od firmy Fluka, SRN.

Fyziologicky roztok (FR)

Fyziologicky roztok byl piipraven rozpusténim 8,5 g NaCl v 1000 ml destilované vody.

Roztok byl ditkladné promichan a dle tcelu pouziti sterilizovan.

Roztok stopovych prvku (rSP)

Pro vyrobu 1000 ml rSP bylo potteba:

Y T VRt = Y 0,043 g
13210 OO 0,057 g
y4 g 0 YRy 4= 1 0 OO 0,043 g
(NH)6MO7026 AH20 ... es e ee s 0,037 g
COMNODS)2 BHLO ..o seeeeee e eess e s ee s 0,025¢
CUSO4"BH20 et eeee oo se e 0,040 g

Byla navéazena mnozstvi téchto chemikalii, rozpusténa v 1 I destilované vody a vSe

dostate¢n¢ promichano.

Ziklad pro mineralni agar

1,9 g zékladu pro mineralni agar obsahuje:
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Y LC TS YRira & 2o TSRO 0,02 g
YO VEirA 10 IO 0,005 g

0711 YOO 0,002 g
A ..t e arre s 1,69

Pro vyrobu 100 ml minerdlniho agaru se ptfida 0,1 ml roztoku stopovych prvki

a 100 ml destilované vody.

Mineralni agar s glukosou (MA+glu)

100 ml mineralniho agaru bylo ptipraveno:

Zaklad pro mMineralng @Gar........c.cceciieiiiiiiieeeiie ettt e e e enns 1,99
D-GIUKOSA. ...ttt e bbb 0,59
Kvasni¢ny autolyzat (HIMEDIA)........ccooiiiiiieeeeee ettt 0,0l g
ROZtOK StOPOVYCH PIVKIL....cuviviiiieieiie ettt sttt e snee e 0,1 mi

Dané slozky byly navazeny do sklenéné lahve, rozpustény ve 100 ml destilované

vody a sterilizovany pii 115°C po dobu 30 minut.

Mineralni agar s gellanem (MA+gel)

100 ml mineralniho agaru bylo pfipraveno:

Zaklad pro mineralng @ar........c.ccccuiiriiiieiieeeciie ettt en e e 1.9 g
Gellan (deacylovany, p.a., FLUKA)......ccooiiii e e 059
Kvasni¢ny autolyzat (HIMEDIA)......ccoooiiiiiiieee e e 0,01 ¢
ROZtOK StOPOVYCH PIVKIL...c.viiiciiiictieie ettt s st er e ere e 0,1 mil

Dané slozky byly navazeny a rozpustény ve 100 ml destilované vody

a sterilizovany pii 115°C po dobu 30 minut.

Mineralni médium s kvasni¢nym autolyzatem (MM)

100 ml minerdlniho média bylo pfipraveno:
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Roztok NazHPO4:12H20 (23,9 G/1)..eceeiieee et s 8 mi
ROZtOK KH2PO4 (9,078 /1)t st 2ml
ROZEOK NHACH (50 G/1)....veieiecei e e 1mil
ROZtOK MQSO4-7H20 (10 G/1)..cevieiieieie e 1mil
Roztok FE(NH4)2:(SO4)2-6H20 (3 G/1)...ccviiiiiiiiei e 1mil
ROZLOK CaClz2H20 (L G/1).cviiieiieeeeee e 1mil
ROZEOK NACH (50 G71). ettt bt 1mil
ROZtOK StOPOVYCH PIVKIL....eoviiiiiiiiiiiiieiie ettt ettt et e st e 0,1 ml
Kvasni¢ny autolyzat (HIMEDIA)........cccouii ot 0,01¢g
DEStIOVANA VO, ....c.viiieiieetieit ettt st sttt te s se s e e ene e nrenes 85 ml

Do 100 ml lahve byl navazen kvasniény autolyzat a doplnén piislusnymi objemy

roztoki a destilované vody. Vse bylo dikladné promichano.

Mineralni médium s glukosou (MM-+glu)

100 ml mineralniho média s glukosou o koncentraci 5 g/l bylo ptipraveno:

D-gIUKOSA. ...ttt ettt ebe et nr e nreane e 059
Kvasni¢ny autolyzat (HIMEDIA)........ccoiiiiieeieee ettt e 0,01 g
Mineralni médium (IMM).........coiiiiiiiiir e e 100 ml

Glukosa a autolyzat byly rozpustény ve 100 ml minerdlniho média. Po dostate¢ném

promichéni bylo médium sterilizovéano.

Mineralni médium s gellanem (MM-+gel)

100 ml mineralniho média s gellanem o koncentraci 5 g/l bylo ptipraveno:

Gellan (deacylovany, p.a., FLUKA)......cooiiii e 05¢g
Kvasni¢ny autolyzat (HIMEDIA)..........cooiiiiiii e 0,01g

Mineralni mEdium (IMIM)........ccuoiiiiiiiiie ittt et eare e eaaeas 100 ml
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Gellan byl s autolyzatem rozpustén ve 100 ml minerdlniho média. Po dostate¢ném

promichani bylo médium sterilizovéano.

Gellanovy gel mékky (GGm)

Ve 100 ml teplého minerdlniho média (MM) bylo rozpusténo 1,6 g gellanu, promichano

a poté sterilizovano.

TYA agar

Pro ptipravu 100 ml TY A agaru je potieba:

Tryptonovy agar s kvasni¢nym extraktem (HIMEDIA)........ccccocoviiiiiiinie e, 2,19
DEStIlOVANA VO, ....cvivereiieeiiie ettt ettt st eb et eseene s e esseneenee 100 ml

Agar byl navdzen do sklenéné lahve, doplnén destilovanou vodou a promichan.
Nasledné byl sterilizovan. Pro vyrobu TY A agaru s glukosou o koncentraci 5 g/1 je nutno

pridat 0,5 g glukosy.

TSB bujon s glukosou (TSB+glu)

Pro ptipravu 100 ml bujonu s glukosou o koncentraci 5 g/l bylo pouZito:

TrYPtON (HIMEDIA) ...ttt ettt e e e neentesraenneaneens 349
S0jovy pepton (HIMEDIA)........oooiiiiie ettt 0,69
NN L OSSP STSSORPPSSPRIN 1lg
KOHPO 4. e 0549
D-gIUKOSA. ...ttt be et ar e nre e e 059
DEStloVana VOAa. .......cueriiieriiiie ittt e 100 ml

Vsechny tuhé komponenty byly navaZeny a smichany se 100 ml destilované vody,

diikladné promichany a vysledny bujon byl sterilizovan.
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3.1.2 Pouzité kultury mikroorganismi
Enterococcus faecalis CCM 2665
Enterococcus faecalis CCM 4224
Enterococcus faecalis CCM 7000
Escherichia coli CCM 3954
Escherichia coli CCM 3988

Klebsiella pneumoniae CCM 4415
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
Pseudomonas aeruginosa FT 0
Pseudomonas aeruginosa FT 1
Pseudomonas aeruginosa FT 2
Pseudomonas aeruginosa FT 3
Pseudomonas aeruginosa FT 4
Staphylococcus aureus CCM 2022
Staphylococcus aureus CCM 3953
Staphylococcus epidermidis CCM 4418
Staphylococcus epidermidis CCM 7221
Staphylococcus epidermidis FT 1

Verrucomicrobium sp. GD (ze sbirky UIOZP)

3.1.3 Pristrojové vybaveni

Analyzator uhliku, typ 5000 A, vyrobce Shimadzu (Japonsko)
Asepticky laminarni box, typ Bio-11-A, vyrobce Telstar (Spanélsko)
Autoklav SANOclav, typ LaS-3-20-MCS-J, vyrobce Dekra (Némecko)
Biologicky termostat, typ BT 120 (CR)

Centrifuga, typ MR23i, vyrobce Jouan (Francie)
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Fotoaparat, typ N547, vyrobce Olympus (Japonsko)

Fotometr, typ Sunrise, vyrobce Tecan (Rakousko)

Mikrodavkovace, 1 - 5 ml, 100 - 1000 pl, 20 - 200 pl, vyrobce Biohit (Finsko)
Mikroskop, typ CX41 RF, vyrobce Olympus (Japonsko)

Minishaker, typ MS1, vyrobce Ika (Brazilie)

Mrazici box, typ Mybio, vyrobce Dairei (Dansko)

Software QuickPHOTO PRO 2.0, vyrobce Olympus (Japonsko)

Ttepacka vratnd, typ 3018, vyrobce GFL (Némecko)

Véhy, typ SI-64 A, vyrobce Denver Instrument (Némecko)

AFM mikroskop, typ NTEGRA Prima, vyrobce NT-MDT

Sonda pro AFM, typ NSG10 pro nekontaktni mody, vyrobce NT-MDT

3.1.4 Postupy a analyzy

Kultivace zkoumané bakterialni kultury

Prvnim krokem pro vyzkum kultury Verrucomicrobium sp. GD bylo vyo¢kovani bunék z

archivovaného izolatu, ktery byl uloZen pfi -80°C v mrazicim boxu v laboratoii UIOZP. Po

vyjmuti mikrozkumavky s biomasou z mrazdku a ohiati na laboratorni teplotu, byl

proveden vyzihanou a vychladlou klickou kiizovy roztér na plotny gellanového mékkého

gelu a mineralniho agaru s glukosou. Inokulované Petriho misky byly kultivovany 7 dni pfi

25°C.

Z takto namnoZenych kolonii se ockovala dal$i tuha ¢i tekutd média (inokulace vyzihanou

klickou) dle potfeby nésledujicich pokust.

Mikroskopie kultury Verrucomicrobium sp. GD

e Nativni preparat

Na podloZni sklicko bylo naneseno 10 - 20 pl sterilniho fyziologického roztoku

a v ném dokonale rozmichdno malé mnozstvi biomasy kultury GD (v ptfipadé

kultury v tekutém médiu bylo na skli¢ko naneseno 10 - 20 pl suspenze piimo).
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Vrstva byla piiklopena krycim sklickem, na které byl naképnut imersni ole;j.
Pozorovani probéhlo za pouziti fazového kontrastu pti zvétseni 1000x.

e Barveny preparat
Na podlozni sklicko bylo kapnuto 10 - 20 pl sterilniho fyziologického roztoku
a v ném dokonale rozmichano malé mnozstvi biomasy kultury GD (v ptipadé
kultury v tekutém médiu bylo na sklicko naneseno 10 - 20 pl suspenze piimo)
a nasledn¢ byla vrstva ususena (bez fixace). Po dostatecném oschnuti byl preparat
barven krystalickou violeti po dobu 1 minuty, oplachnut destilovanou vodou
a osusen. Pozorovani probéhlo s imersnim olejem pti zvétSeni 1000x.

e Fixovany preparat
Doprostied podlozniho sklicka bylo kdpnuto 10 - 20 ul sterilniho fyziologického
roztoku a v ném dokonale rozmichano malé mnozstvi biomasy kultury GD
(v ptipad¢ kultury v tekutém médiu bylo na sklicko naneseno 10 - 20 ul suspenze
piimo). Sklicko se nechalo uschnout a poté bylo tiikradt protazeno plamenem
kahanu nanesenou vrstvou vzhiru. Po vychladnuti se s preparatem dale pracovalo.

e Preparat dle Grama
Ptipraveny fixovany preparat se pievrstvil krystalovou violeti po dobu 60 s, po
uplynuti této doby bylo barvivo slito a sklicko opatrné oplachovano destilovanou
vodou 5 s tak, aby proud stticky mifil nad nanesenou vrstvu bun¢k a voda jemné
stékala pies natér. Poté se nechal 30 s pusobit Lugoliv roztok, nasledné slit
a oplachnut vodou cca 2 s. Preparat bylo potieba odbarvovat acetonem nebo
ethanolem 20 - 30 s a jako posledni barvici slozka se uplatnil karbolfuchsin ¢i
safranin s dobou ptisobeni nanejvy$ 1 minutu. Barvivo bylo splachnuto vodou
a skli¢ko s preparatem opatrné osuseno filtracnim papirem a dosuseno vysoko nad
plamenem. Na usuSeny natér se aplikoval imersni olej a hotovy preparat obarveny
Gramovym barvenim byl pfipraven pro mikroskopovani pii tisicinasobném
zvétSent.

e Priprava preparatu pro AFM mikroskop
Do kazdé ze 4 mikrozkumavek bylo pfidano 1 ml suspenze GD, z toho do jedné
navic 10 pl glutaraldehydu (vysledna koncentrace GA byla 1 %) a do druhé 10 pl
10% roztoku glutaraldehydu (vysledna koncentrace GA byla 0,1 %). Zbylé 2
mikrozkumavky byly ponechany bez piidavku GA. Po 5 minutach ptisobeni
glutaraldehydu byly vSechny suspenze podrobeny centrifugaci v rezimu 20009 po
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dobu 15 minut. Nasledné byl supernatant slit a k sedimentim bylo do prvnich dvou
zkumavek ptidano po 1 ml fyziologického roztoku s 0,1% koncentraci GA, do treti
mikrozkumavky 1 ml fyziologického roztoku a 10 pl GA a do ctvrté 1 ml
fyziologického roztoku a 10 pul 10% roztoku GA. Obsahy plastovych
mikrozkumavek byly opatrné rozmichany a centrifugovany 5 minut v rezimu
2000g. Po uplynuti péti minut v odstfedivce byly supernatanty opét odstranény, do
kazdé mikrozkumavky se pfidal 1 ml destilované vody, sediment byl jemné
promichan a potfeti centrifugovan v rezimu 3000g. Supernatant byl opatrné odsat
Spickou pipety a do kazdé mikrozkumavky se pipetovalo 100 ul destilované vody,
opé&t velmi opatrné byl obsah rozmichdn a nasledné bylo na kryci sklicko pteneseno
10 ul fixované suspenze bunc¢k kultury GD. Fixovana suspenze byla peclivé
rozetfena po skliC¢ku, pak pfevrstvena 20 pl methanolu a vytvofend vrstva se
nechala uschnout. Nasledné byly preparaty transportovany v Petriho miskach
vystlanych vatou na Ustav fyziky a materidlového inzenyrstvi (UFMI). Zde byly
vzorky podrobeny meéteni metodikou AFM (mikroskopie atomarnich sil)
v semikontaktnim modu ptfi laboratorni teploté (25°C). Méfeni provedl Ing.

Antonin Minarik, Ph.D.

Rozklad raffinosy a stachyosy

Stanoveni koncentrace rozpusténého organického uhliku (DOC)

Ke zjisténi, zda kultura GD utilizuje sacharidy raffinosu a stachyosu, byla pouzita
analyza rozpusténého organického uhliku (DOC) v tekutém médiu, kde zminéné
sacharidy slouzily jako hlavni zdroj uhliku pro nao¢kovanou kulturu.

Pro pokus bylo nutno pfipravit sterilni mineralni médium se stachyosou nebo
raffinosou. Minerdlni médium bylo vyrobeno dle postupu v kapitole 3.1.1
(s polovi¢éni koncentraci kvasni¢ného autolyzatu) a do kazdé z osmi lahvicek
0 objemu 100 ml se nalilo 9 ml MM. Lahvi¢ky byly sterilizovany pii 121°C po
dobu 25 minut. Dale byly pfipraveny zasobni roztoky obou sacharidi o koncentraci
3000 mg/l tak, ze 30 mg kazdého sacharidu bylo rozpuSténo zvlast v 10 ml
destilované vody a roztok byl ptes filtr MILLIPORE 0,22 um prtefiltrovan do
sterilnich zkumavek. Do tfi lahvi¢ek se sterilnim MM bylo pipetou se sterilni
Spi¢kou davkovano po 1 ml zasobniho roztoku stachyosy a do dal$ich tfi lahvi¢ek

po 1 ml zasobniho roztoku raffinosy, takze vychozi koncentrace sacharidii byla 300
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mg/l. Do kazdé lahvicky byla naoCkovana kultura Verrucomicrobium sp. GD
v mnozstvi 50 ul suspenze o zédkalu 2. stupné¢ McFarlandovy skaly. K ptipravé
suspenze se pouzily buiky narostené po tfech dnech na MA+glu a sterilni
fyziologicky roztok. Lahvicky byly kultivovany na ttepacce pii 25°C. Pro stanoveni
vstupni koncentrace DOC jesté pied kultivaci byly pouzity inokulované lahvicky,
presnéji 2 se stachyosou, 2 s raffinosou a 2 bez obsahu sacharidu. Do cistych
kadinek bylo z kazdé lahve s MM a danym sacharidem odebrano 2,5 ml a nasledné
se tento objem ziedil 5 ml destilované vody (fedéni 1:2, tedy 3x) a prefiltroval ptes
MILLIPORE 0,22 um do vzorkovnic pro automaticky analyzator uhliku. Stanoveni
DOC bylo provedeno i v lahvich s MM bez sacharidu, kde se ovSem obsah jiz
netedil.

Mnozstvi rozpusténého organického uhliku se poté métilo po 2, 6 a 14 dnech od
pocatku kultivace kultury GD, kdy se k analyze pouzivaly tii lahvicky se
stachyosou a tii s raffinosou. Asepticky se odebiralo po 2,5 ml suspenze do
kadinek, fedilo 5 ml destilované vody, dikladné promichalo a filtrovalo do
vzorkovnic. Na filtraci paralelnich lahvi¢ek bylo moZzno pouzit stejny filtr, pokud

nedoslo k jeho ucpani.

Postupy méieni schopnosti tvorby biofilmu

1. pokus

Kultivace biofilmovych kultur a kultury GD

Byly pouzity nasledujici biofilmové kultury: Staphylococcus aureus CCM 3953,
Staphylococcus epidermidis FT 1, Klebsiella pneumoniae CCM 4415
a Pseudomonas aeruginosa FT 0. Pokud neni =za latinskym nazvem
mikroorganismu uvedeno katalogové Cislo CCM, jedna se o izolaty ze sbirky
UIOZP. Bakterialni kmeny se kiizovym roztérem vyockovaly z mikrozkumavek
ulozenych v mrazaku pii -80°C, na plotny s TYA agarem a nechaly kultivovat pii
37°C 2 dny pted vlastnimi testy. Kultura Verrucomicrobium sp. GD byla jiz
narostena v mineralnim médiu s gellanem.

OcCkovani mikrotitracni desticky

Nejprve bylo nutno pfipravit suspenze biofilmovych kultur ve fyziologickém

roztoku o zakalu 2. stupné¢ McFarlandovy S8kaly tak, Ze bylo v laminarnim boxu
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z kazdého agaru s nakultivovanou kulturou asepticky nabrano inokulum
a rozmichano ve zkumavce se sterilnim FR. Suspenze kultury GD se odebirala po
promichani pfimo z kultiva¢nich lahvi (7 dni staré).

Do sloupcii 1, 2,4, 5,7, 8a 10, 11 se davkovalo 160 pl TSB.

Do jamek sloupct 1, 4, 7 a 10 se ptidalo po 20 ul FR.

Do vSech jamek sloupcti 2, 5, 8 a 11 bylo nadavkovano 20 pl suspenze kultury GD.

Do v8ech jamek sloupcii 1 a 2 se davkovalo 20 pl suspenze kultury Staphylococcus
aureus CCM 3953.

Do vSech jamek sloupct 4 a 5 se davkovalo 20 ul suspenze kultury Staphylococcus
epidermidis FT 1.

Do vsech jamek sloupct 7 a 8 se davkovalo 20 pl suspenze kultury Klebsiella
pneumoniae CCM 4415.

Do vsech jamek sloupcti 10 a 11 se davkovalo 20 pl suspenze kultury Pseudomonas
aeruginosa FT 0.

Celkem byl v kazdé naockované jamce obsah o objemu 200 pl. Mikrotitracni
desticka byla piiklopena vickem a vlozena v plastikovém saCku do termostatu
vytemperovaného na teplotu 30°C po dobu 48 hodin.

Priprava desticky pro méreni absorbance

Po uplynuti doby kultivace byla mikrotitracni desticka vyjmuta z obalu, obsah
jamek byl vylit ¢i spiSe opatrné ru¢né vytfepan do plastové vanicky. Jamky se 3x
prolily fyziologickym roztokem za jemného protiepavani, s naslednym vylitim
roztoku. Poté se vicekanalovym davkovadem aplikovalo do vSech jamek
s kulturami 200 pl roztoku krystalové violeti. Barvivo se nechalo ptisobit 1 minutu,
nacez se vylilo a jamky se promyly destilovanou vodou. Dikladné se vytiepal
obsah jamek a desticka byla opatrné susena vysoko nad plamenem kahanu otvory
doli. Po dostate¢ném osuseni se pro rozpusténi violeti fixované v ulpélém biofilmu
pouzila 33% kyselina octovd. Do vSech jamek s kulturami bylo nadavkovano 200
pl kyseliny a nechalo se 10 minut reagovat. Po deseti minutach se desticka
transportovala do fotometru, kde byla zméfena absorbance pii vinové délce 595
nm. Nakonec byl obsah jamek po zméfeni potiebné charakteristiky vylit do
vanicky, kde se ptidalo Savo a desticka byla s vickem v sac¢ku uloZena na urcené

misto pro nebezpecny odpad k autoklavovani.
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2. pokus

Kultivace biofilmovych kultur a kultury GD

Pro vyzkum tvorby biofilmi se pouzily dalsi biofilmové kultury: Pseudomonas
aeruginosa FT 1, Pseudomonas aeruginosa FT 2, Pseudomonas aeruginosa FT 3,
Pseudomonas aeruginosa FT 4 a Pseudomonas aeruginosa CCM 3955. Bakterialni
kmeny se kiizovym roztérem vyockovaly z mikrozkumavek ulozenych v mrazaku
na plotny s TYA agarem a nechaly kultivovat pfi 37°C 2 dny pied testy. Kultura
Verrucomicrobium sp. GD byla jiz narostena v mineralnim médiu s gellanem.
Ockovani mikrotitracni desticky

Opét byly pfipraveny suspenze biofilmovych kultur ve fyziologickém roztoku
o zékalu 2. stupné McFarlandovy Skaly. Suspenze kultury GD se odebirala po
promichani ptimo z kultiva¢nich lahvi (4 dny staré).

Do sloupcii 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 a 10 se davkovalo 160 ul TSB.

Do jamek sloupct 2, 4, 6, 8 a 10 se piidalo po 20 ul suspenze kultury GD.

Do vsech jamek sloupct 1 a 2 se davkovalo 20 pl suspenze kultury Pseudomonas
aeruginosa FT 1.

Do vsech jamek sloupct 3 a 4 se davkovalo 20 pl suspenze kultury Pseudomonas
aeruginosa FT 2.

Do vsech jamek sloupct 5 a 6 se davkovalo 20 pl suspenze kultury Pseudomonas
aeruginosa FT 3.

Do vsech jamek sloupct 7 a 8 se davkovalo 20 pl suspenze kultury Pseudomonas
aeruginosa FT 4.

Do vSech jamek sloupcii 9 a 10 se davkovalo 20 ul suspenze kultury Pseudomonas
aeruginosa CCM 3955.

Do vSech jamek sloupct 1, 3, 5, 7 a 9 bylo pfidano 20 pl sterilniho fyziologického
roztoku.

Mikrotitracni desti€ka byla pfiklopena vickem a vloZena v plastikovém sacku do
termostatu vytemperovaného na teplotu 30°C po dobu 48 hodin.

Priprava desticky pro méieni absorbance

Tento postup byl shodny s postupem pfi prvnim pokusu.

3. pokus
Kultivace biofilmovych kultur a kultury GD
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Kultury pro vyzkum tvorby biofilmti bylo nutné ozivit z mikrozkumavek z mrazaku
preockovanim na TYA agar (Escherichia coli CCM 3954, Enterococcus faecalis
CCM 2665) a ozivit z lyofilizata (Escherichia coli CCM 3988, Enterococcus
faecalis CCM 4224, Enterococcus faecalis CCM 7000). Lyofilizované kmeny byly
oziveny tak, ze sklenénd ampule byla v misté zlomu nafiznuta po obvodu nozikem
a po pritlaCeni zhavé sklenéné tyCinky na misto fezu byla odlomena S$picka se
silikagelem. Ulomena $picka byla vlozena do dezinfekéniho roztoku se Savem. Do
otevien¢ ampule s kulturou bylo pfidano 250 pl sterilniho TSB s glukosou
a rozmichdno vychladlou vyzihanou klickou, kterou bylo nabrdno malé mnoZzstvi
suspenze na misku s TYA agarem. Papirek s vytisténym katalogovym cCislem
kultury byl pfiloZen na agar v neinokulovaném misté. Oteviena ampule se suspenzi
byla zavickovana alobalem a ulozena do termostatu k ptipadnému pouziti. Petriho
misky s biofilmovymi kulturami se nechaly inkubovat pii teploté 37°C po dobu 72
hodin. Napéstované bakterialni kultury potfebné k pokusu se znovu pieockovaly na
Cerstvé TYA agary a ulozily se do termostatu s teplotou 25°C na 72 hodin. Kultura
Verrucomicrobium sp. GD byla jiz narostena v mineralnim médiu s gellanem.
Ockovani mikrotitracni destiCky

Suspenze biofilmovych bakterialnich kultur byly vytvofeny podle standardu zakalu
2. stupné McFarlandovy stupnice. Suspenze kultury GD se odebirala po promichani
piimo z kultivacnich lahvi (7 dni staré).

Do sloupcii 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 a 10 se davkovalo 160 ul TSB.

Do jamek sloupcti 2, 4, 6, 8 a 10 se ptidalo po 20 pl suspenze kultury GD.

Do vsech jamek sloupcti 1 a 2 se davkovalo 20 pl suspenze kultury Escherichia coli
CCM 3954.

Do vsech jamek sloupcii 3 a 4 se davkovalo 20 pl suspenze kultury Escherichia coli
CCM 3988.

Do vsech jamek sloupcti 5 a 6 se davkovalo 20 pl suspenze Enterococcus faecalis
CCM 4224,

Do vSech jamek sloupcti 7 a 8 se davkovalo 20 pl suspenze kultury Enterococcus
faecalis CCM 7000.

Do vsech jamek sloupcti 9 a 10 se davkovalo 20 pl suspenze kultury Enterococcus
faecalis CCM 2665.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

Do vsech jamek sloupct 1, 3, 5, 7 a 9 bylo pfidano 20 pl sterilniho fyziologického
roztoku.

Mikrotitracni desticka byla pfiklopena vickem a vlozena v plastikovém sacku do
termostatu vytemperovaného na teplotu 30°C a kultivovana po dobu 48 hodin.
Priiprava desticky pro mérieni absorbance

Tento postup byl shodny s postupem pfi prvnim pokusu.

e 4. pokus
Kultivace biofilmovych kultur a kultury GD
V poslednim experimentu s biofilmy bylo pracovano s kulturami z lyofilizata
(Staphylococcus epidermidis CCM 7221 a Staphylococcus epidermidis CCM 4418)
a s kulturou uloZenou v mrazaku, pieo¢kovanou na TYA agar (Staphylococcus
aureus CCM 2022). Lyofilizované kmeny byly oziveny zpisobem popsanym
u provedeni 3. pokusu. Petriho misky s biofilmovymi kulturami byly inkubovany
pfi teploté 37°C pét dni. Narostené kolonie poté bylo nutno pfeockovat na Cerstvé
TYA agary a ulozit do termostatu s teplotou 37°C na 48 hodin. Kultura
Verrucomicrobium sp. GD byla jiz narostena v mineralnim médiu s gellanem.
Ockovani mikrotitracni destiCky
Suspenze biofilmovych bakteridlnich kultur se ptipravily podle standardu 2. stupné
McFarlandovy zakalové stupnice. Suspenze kultury GD se odebirala po promichani
piimo z kultivacnich lahvi (7 dni staré).
Do sloupcii 1, 2, 4, 5,7, 8, 10 a 11 se davkovalo 160 ul TSB.
Do jamek sloupcti 2, 5, 8, 10 a 11 se ptidalo po 20 ul suspenze kultury GD.
Do vsech jamek sloupcti 1 a 2 se davkovalo 20 pl suspenze kultury Staphylococcus
aureus CCM 2022.
Do vsech jamek sloupcii 4 a 5 se davkovalo 20 pl suspenze kultury Staphylococcus
epidermidis CCM 4418.
Do vSech jamek sloupcu 7 a 8 se davkovalo 20 pl suspenze Staphylococcus
epidermidis CCM 7221.
Do vSech jamek sloupct 1, 4, 7, 10 a 11 bylo pfidano 20 pl sterilniho
fyziologického roztoku.
Mikrotitracni desticka byla pfiklopena vickem a vlozZena v plastikovém sacku do

termostatu vytemperovaného na teplotu 30°C a kultivovana po dobu 48 hodin.
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Priprava destiCky pro méieni absorbance

Tento postup byl shodny s postupem pfi prvnim pokusu.

e Statistické zpracovani vysledkii pomoci t-rozdéleni

Pro vyhodnoceni prikaznosti rozdilu mezi tvorbou biofilmu Vv kontrolnich pokusech
a tvorbou biofilmu za pfitomnosti kultury Verrucomicrobium sp. GD byl pouzit
Studentuv neparovy t-test, popsany v publikaci Hendla, ktery porovnava hodnoty
pokusné skupiny (kde byl aplikovan pokusny zésah) a kontrolni skupiny (kde aplikace
pokusného zisahu provedena nebyla). Nejprve byly z naméfenych dat absorbance
vyjmuty hodnoty téch jamek, u kterych bylo pozorovano zbarveni krystalovou violeti
nad pivodni hladinou média (a které se vyrazné liSily od ostatnich). V programu MS
Excel byl poté proveden aritmeticky pramér hodnot X v jednotlivych souborech x, urcil
se poc¢et hodnot v souborech n a pocet stupnd volnosti (n - 1), smérodatna odchylka SD
a rozptyl umocnénim SD?% Podet stupiii volnosti v souboru vyndsobeny rozptylem

poskytl hodnotu B. Vypocet testovaciho kritéria t dle rovnice (1) byl realizovan

nasledovné:
£ = H1— U2 (1)
Bl - BZ . Tll + nz
(np+ny)—2 ny-ny
kde:

u - aritmeticky pramér hodnot v souboru
B - pocet stupiili volnosti v souboru * rozptyl

n - poc¢et hodnot v souboru.

Pokud je hodnota t vyssi nez kriticka hodnota tabulkova pro pocet stupiiii volnosti (n; + ny)
- 2, na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05 pak lze zamitnout nulovou hypotézu o rovnosti

pruméru [59].
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4 VYSLEDKOVA A DISKUSNI CAST

4.1 Vysledky

4.1.1 Mikroskopie kultury Verrucomicrobium sp. GD

Ugelem tohoto postupu bylo zjistit, jaky typ média a jaky charakter hlavniho zdroje uhliku
je z hlediska tvorby prosték pro kulturu GD nejvyhodnéjsi.

1. série snimkii z optického mikroskopu

Preparaty byly zhotoveny z bunék pomnozenych na tuhém médiu s gellanem (MA+gel),
tuhém médiu s glukosou (MA+glu), v tekutém médiu s gellanem (MM+gel) a v tekutém
médiu s glukosou (MM+glu). VSechna média byla kultivovana pfti teploté 25°C. Tekuta
média byla ulozena na tfepacce. Kultura byla odebirana k ptipravé preparati v ¢asovych
intervalech ti, péti, sedmi a dvanacti dnli. VSechny preparaty byly pozorovany pfi zvétSeni
1000x, po obarveni krystalovou violeti. Vzhledem Kk prikaznosti uréitych znaki

a nazornosti jSOU Z mnozstvi pofizenych snimki uvedeny jen nékteré.

e po 3 dnech kultivace:

Obrazek 2: Kultura GD z MA+glu, 3. den riistu, krystalova violet
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Obrazek 3: Nativni preparat kultury GD z MA+glu, 3. den ristu, fazovy kontrast

e po 5 dnech kultivace:

Obrazek 4: Nativni preparat kultury GD z MA+glu, 5. den riistu, fazovy kontrast
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Obrazek 5: Nativni preparat kultury GD z MM+glu, 5. den riistu, fazovy rezim

Obrazek 6. Nativni preparat kultury GD z MM+gel, 5. den ristu, fazovy kontrast
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e po 7 dnech kultivace:

Obrdazek 1: Nativni preparat kultury GD z MA+gel, 7. den rustu, fazovy kontrast

Obrazek 8: Nativni preparat kultury GD z MA+glu, 7. den ristu, fazovy kontrast
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Obrazek 9: Nativni preparat kultury GD z MM+gel, 7. den riistu, fazovy kontrast

Obrazek 10: Nativni preparat kultury GD z MM+glu,7.den riistu, fazovy kontrast
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e po 12 dnech kultivace:

Obrazek 11: Nativni preparat kultury GD 7 MM++gel, 12. den rustu, fazovy
kontrast

Obrazek 12: Nativni preparat kultury GD z MM+glu, 12. den ristu, fazovy
kontrast
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Obrazek 13: Nativni preparat kultury GD z MA+gel, 12. den riistu, fazovy
kontrast

Obrazek 14: Nativni preparat kultury GD z MA+glu, 12. Den ristu, fazovy
kontrast
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2. série snimku z optického mikroskopu

Pro zhotoveni preparatii byla pouzita pouze biomasa kultivovana pii teploté 25°C
v tekutém médiu s gellanem (MM+gel). Lahve s inokulovanymi médii byly ulozeny na
ttepacce. Suspenze kultury GD byla odebirana k ptipravé preparatii po péti a sedmi dnech

kultivace. Bylo pracovano s tisicinasobnym zvétsenim.

e po 5 dnech kultivace:

Obrdazek 15: Nativni preparat kultury GD z MM+gel, 5. Den riistu, fazovy
kontrast
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e po 7 dnech kultivace:

Obrazek 16: Nativni prepardt kultury GD z MM+gel, 7. den rustu, fazovy kontrast

3. série snimk z optického mikroskopu

Pro zhotoveni preparatit barvenych Gramovou metodou a pouze krystalovou violeti byla
pouZzita biomasa kultivovana pii teploté 25°C v tekutém médiu s gellanem (MM+gel).
Lahve s inokulovanymi médii byly ulozeny na tiepacce. V dob& odbéru suspenze byla

narostend kultura GD stara 8 dnii. Bylo pracovano s tisicindsobnym zvétSenim.
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Obrazek 17: Kultura GD z MM+gel, Gramovo barveni, 8. den riistu

Obrazek 18: Kultura GD z MM+gel, krystalova violet, 8. den ristu
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Snimky z AFM mikroskopu

Glutaraldehydem fixované preparaty byly podrobeny topografickému méfeni povrchu
pomoci mikroskopu skenujici sondou. Byly pofizeny snimky skenovanim plochy

o rozméru 10x10 pm a 50x50 pm.

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
um

Obrazek 20: Povrch preparatu o velikosti 50x50 um
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4.1.2 Rozklad raffinosy a stachyosy

V této casti experimentu byla sledovana schopnost kultury Verrucomicrobium sp. GD
rozkladat raffinosu a stachyosu, a to pomoci sledovani zmén koncentraci rozpusténého
organického uhliku v inokulovaném riustovém médiu v pribéhu Kkultivace. Mineralni
médium obsahovalo raffinosu ¢i stachyosu jakozto hlavni zdroj uhliku. Motivaci této ¢asti
prace bylo ptipadné budouci vyuziti mikrobidlnich enzyma k rozkladu flatulentnich

sacharidil lusténin pted jejich kuchyfiskou tpravou.

Tabulka 1: Hodnoty koncentrace DOC v pribéhu kultivace kultury GD,

MM+RAF
DOC (mg/l)
Cas (dny) 0 ‘ 2 ‘ 6 ‘ 14
Médium MM + RAF

190,08 | 181,68 | 187,05 | 171,30
180,36 | 177,09 | 184,47 | 178,44
172,29 | 182,13 | 174,36
Priamér hodnot 185,2 177,0 184,6 174,7
SD - 3,8 2,0 2,9

Tabulka 2: Hodnoty koncentrace DOC v priitbéhu kultivace kultury GD, MM+STA

DOC (mg/l)
Cas (dny) 0 | 2 | 6 | 14
Médium MM + STA

180,99 | 186,72 | 178,41 | 198,72
179,43 | 163,14 | 181,05 | 174,00
169,14 | 186,99 | 182,52
Primér 180,2 173,0 182,2 185,1
SD - 10,0 3,6 10,3

4.1.3 Méfeni schopnosti tvorby biofilmu

Nékteré bakterialni kultury maji schopnost vytvaret souvislé povlaky na rozlicnych
povrSich. V sérii ¢tyf pokusti byla vénovéna pozornost tvorbé biofilmi zkoumanymi
biofilmovymi kulturami samotnymi a v interakci s kulturou Verrucomicrobium sp. GD.
Utelem experimentu bylo posoudit vliv degradaénich schopnosti mikrobidlniho kmene
Verrucomicrobium sp. GD na tvorbu biofilmu potravinafsky a klinicky vyznamnymi

kulturami baktertii.
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Jako prvni byly testovany kultury Staphylococcus aureus CCM 3953, Staphylococcus

epidermidis FT 1, Klebsiella pneumoniae CCM 4415 a Pseudomonas aeruginosa FT 0.

Kultura GD byla inokulovana vzdy v kazdém pravém ze dvou sloupct s biofilmovymi

kulturami a pted testy byla kultivovana po dobu 7 dni v mineralnim médiu s gellanem.

Tabulka 3: Namérené hodnoty absorbance biofilmovych kultur pri 1. experimentu

20 pl 20 pl 20 pl 20 pl
S. aureus S. epidermidis K. pneumoniae P. aeruginosa
CCM 3953 FT1 CCM 4415 FTO
Obsah 20 1l 20l 20 1l 20 1l
jamek |20 ul FR GD 20 ul FR GD 20 ul FR GD 20 ul FR GD
160l | 160pul | 160pl | 160pul | 1600l | 160pul | 160 ul | 160 pl
TSB TSB TSB TSB TSB TSB TSB TSB
A 0,278 0,298 0,136 0,135 0,836 0,952 0,501 0,373
B 0,297 0,111 0,141 0,730 1,077 0,458 0,317
C 0,321 0,221 0,108 0,117 0,866 1,061 0,472 0,363
D 0,384 0,160 0,114 0,150 0,864 1,157 0,351
E 0,432 0,179 0,096 0,092 0,693 1,058 0,541 0,284
F 0,297 0,233 0,145 0,103 0,758 0,749 0,704 0,590
G 0,394 0,174 0,118 0,946 0,453 0,704 0,444
H 0,350 0,229 0,113 0,085 1,043 1,203 0,511 0,383
n 0,344 | 0213 | 0,118 | 0118 | 0842 | 0964 | 0556 | 0,388
n 8 7 8 7 8 8 7 8
n-1 7 6 7 6 7 7 6 7
SD 0,051 0,044 0,015 0,023 0,108 0,233 0,097 0,088
B 0,019 0,012 0,002 0,003 0,082 0,379 0,056 0,054
(n1+n2)-2 13 13 14 13
kriticka 2,160 2,160 2,145 2,160
hodnota
t 5,253 0,005 1,342 3,513
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V prubéhu druhého pokusu s biofilmy bylo sledovano pét bakterialnich kment
pseudomonad. Zjisténé hodnoty tvorby biofilmu kulturami Pseudomonas aeruginosa FT
1, Pseudomonas aeruginosa FT 2 a Pseudomonas aeruginosa FT 3 a porovnani dat t-
testem jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4: Namérené hodnoty absorbance biofilmovych kultur pri 2. experimentu

20 pl 20 ul 20 ul
P. aeruginosa P. aeruginosa P. aeruginosa
Obsah FT1 FT 2 FT3
jamek 150 i FR 285*1 20 ul FR 285‘1 20 ul FR 285‘1
160l | 160l | 160l | 160l | 160 ul | 160 pl
TSB TSB TSB TSB TSB TSB
A
B 0,770 0,486 0,914 0,522 0,661 0,340
C 0,765 0,505 0,495 0,467 0,482 0,515
D 0,601 0,456 0,710 0,361 0,800 0,505
E 0,723 0,425 0,518 0,339 0,754 0,572
F 0,757 0,215 0,550 0,269 0,659 0,575
G 0,704 0,503 0,577 0,362 0,668 0,551
H 0,486 0,824 0,350 0,487 0,547
M 0,720 | 0,439 | 0655 | 0,381 | 0,644 | 0,515
n 6 7 7 7 7 7
n-1 5 6 6 6 6 6
SD 0,058 0,095 0,151 0,079 0,112 0,075
B 0,017 0,054 0,137 0,037 0,076 0,034
(n1+n2)-2 11 12 12
kriticka 2,201 2,179 2,179
hodnota
t 6,260 4,252 2,529
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Dalsi bakterie aplikované spolu s kulturou Verrucomicrobium sp. GD byly Pseudomonas
aeruginosa FT 4 a Pseudomonas aeruginosa CCM 3955. Vysledky jejich tvorby biofilmu

a vypocitané parametry pro uré¢eni koeficientu Studentova t-testu jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5: Namérené hodnoty absorbance biofilmovych kultur pri 2. experimentu

20 ul 20 ul
P. aeruginosa P. aeruginosa
Obsah FT 4 CCM 3955
jamek 150 1 FR 2((;)[‘)*1 20 ul FR 235‘1
160pul | 160pl | 160pul | 160 pl
TSB TSB TSB TSB
A 0,135 0,126 0,221 0,354
B 0,560 0,155 0,178 0,325
C 0,623 0,157 0,467
D 0,481 0,497 0,248 0,507
E 0,218 0,368 0,290 0,452
F 0,126 0,116 0,243 0,311
G 0,419 0,516 0,177 0,324
H 0,466 0,541 0,193 0,476
n 0,344 0,368 0,213 0,402
n 7 8 8 8
n-1 6 7 7 7
SD 0,166 0,194 0,042 0,076
B 0,165 0,263 0,012 0,040
(n1+n2)-2 13 14
kriticka
hodnota 2,160 2,145
t 0,257 6,161
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Pro tieti testovani vlivu kultury GD na mikroorganismy tvofici biofilmy bylo potieba
kultivovat celkem pét kultur. V tabulce 6 byly pouzity kultury Escherichia coli CCM 3954
a Escherichia coli CCM 3988. Kultura GD byla opét inokulovana vzdy v kazdém pravém

ze dvou sloupcti s biofilmovymi kulturami a byla 7 dni stara.

Tabulka 6: Namérené hodnoty absorbance biofilmovych kultur pri 3. experimentu

20 ul 20 ul
E. coli E. coli
CCM 3954 CCM 3988
Obsah 20 1l 20 ul
jamek |20 pl FR GD 20 Wl FR GD
160l | 160l | 160 0l | 160 ul
TSB TSB TSB TSB
A 0,467
B 0,085 0,474 0,364 0,270
C 0,094 0,237
D 0,455 0,272 0,350
E 0,099 0,441 0,308 0,296
F 0,080 0,236 0,341
G 0,089 0,495 0,278 0,248
H 0,097 0,358 0,217 0,248
m 0,091 | 0448 | 0279 | 0,284
n 6 6 6 7
n-1 5 5 5 6
SD 0,007 0,044 0,048 0,043
B 0,000 0,010 0,012 0,011
(n1+n2)-2 10 11
kriticka
hodnota 2,228 2,201
t 19,829 0,204




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

Tti sbirkové kultury enterokokti (Enterococcus faecalis CCM 4224, Enterococcus faecalis
CCM 7000 a Enterococcus faecalis CCM 2665) byly podrobeny dalsimu testu na
schopnost tvorby biofilmii, a to opét samostatné a spolu s kulturou Verrucomicrobium sp.
GD.

Tabulka 7: Namérené hodnoty absorbance biofilmovych kultur pri 3. experimentu

20 ul 20 ul 20 ul
E. faecalis E. faecalis E. faecalis
CCM 4224 CCM 7000 CCM 2665
Obsah 20 ul 20 20
jamek |20 FR | 25 f20ER| OE J20uwER [ M
160l | 1600 | 160l | 160 | 160l | 160 il
TsB | TsB | TsB | TsB | TsB | TsB
A 0.126 0269 | 0164 | 0161 | 0.110
B 0111 | 0289 | 0297 | 0275 | 0216 | 0212
C 0,118 | 0107 | 0288 | 0171 | 0169 | 0,241
D 0114 | 0118 | 0287 | 0123 | 0180 | 0,241
E 0,109 | 0,106 | 0,299 | 0,190 | 0174 | 0,241
F 0112 | 0,253 | 0307 | 009 | 0143 | 0,261
G 0,107 | 0,101 | 0,307 | 0208 | 0146 | 0,141
H 0114 | 0312 | 0320 | 0117 | 0197 | 0,246
" 0114 | 0184 | 0297 | 0168 | 0173 | 0212
n 8 7 8 8 8 8
n-1 7 6 7 7 7 7
SD 0,006 | 0,089 | 0015 | 0054 | 0023 | 0,052
B 0,000 | 0,048 | 0,001 | 0020 | 0004 | 0,019
(n1+n2)-2 13 14 14
kriticka 2,160 2,145 2,145
hodnota
t 2,227 6,506 1,012




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

54

Jako posledni se testovaly kultury stafylokoku a to konkrétné Staphylococcus aureus CCM
2022, Staphylococcus epidermidis CCM 4418 a Staphylococcus epidermidis CCM 7221.

Kromé sledovani tvorby biofilmu u uvedenych kultur byl kultivovan i samotny kmen

Verrucomicrobium sp. GD jen v TSB bujonu pro posouzeni schopnosti samotné kultury

GD tvofit za danych podminek biofilm.

Tabulka 8: Namérené hodnoty absorbance biofilmovych kultur pri 4. experimentu

20 ul 20 ul 20 ul ,
S. au!;teus S. epidetlmidis S. epidetlmidis misto kuFlthry 20 ul
Obsah CCM 2022 CCM 4418 CCM 7221
jamek |20 ul FR 2((3)31 20 ul FR 285‘1 20 ul FR 2((5)51 285‘1 2605‘1
160l | 160l | 160nl | 160l | 160l | 160l | 160 ul | 160 pl
TSB TSB TSB TSB TSB TSB TSB TSB
A 0,225 0,155 | 05504 | 0,111 | 0,407 | 0,341 | 0,477
B 0,258 | 0429 | 0,242 | 0,400 | 00249 | 05348 | 0544 | 0,759
C 0,240 | 0,616 | 0,136 | 0,346 | 0,135 | 0,420 | 0,564 | 0,531
D 0,138 | 0412 | 0,215 | 0,178 | 0,145 | 0,292 | 0,453 | 0,594
E 0,149 | 0402 | 0,149 | 0422 | 0223 | 0,469 | 0514 | 0,505
F 0,153 | 0413 | 0,160 | 1,071 | 0,173 | 0521 | 05508 | 0,472
G 0,262 | 0495 | 0,138 | 0413 | 0,141 | 0,437 | 0,762 | 0,603
H 0,101 | 0410 | 0273 | 0353 | 0,133 | 0,348 | 0,622 | 0,621
M 0,191 | 0454 | 0,184 | 0461 | 0,164 | 0,405 0,554
n 8 7 8 8 8 8
n-1 7 6 7 7 7 7
) 0,058 | 0,072 | 0,049 | 0,247 | 0,045 | 0,069
B 0,024 | 0,031 | 0017 | 0426 | 0,014 | 0,033
(n1+n2)-2 13 14 14
kriticka 2,160 2,145 2,145
hodnota
t 7,801 3,120 8,287
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4.2 Diskuse

4.2.1 Mikroskopie kultury Verrucomicrobium sp. GD

Prvnim sezndmenim se zkoumanou bakteridlni kulturou se schopnosti degradace
mikrobidlniho exopolysacharidu gellanu bylo pozorovani jejiho rdstu na zivnych médiich.
Nejprve byl pro kultivaci kultury Verrucomicrobium sp. GD pouzit gellanovy mékky gel
(GGm) z dtivodu piedchoziho pouziti v praci Muchové. Zahy se od jeho pouziti upustilo,
protoze byl pfili§ kiehky a manipulace s plotnami z m¢kkého gelu byla nevyhovujici. Na
mineralnim agaru s glukosou (MA+glu) po tydenni kultivaci pii 25°C narostly svétle zluté

okrouhlé¢ lesklé vypouklé¢ kolonie.

Po zhlédnuti makroskopickych znakli byla pozornost orientovana k vyzkumu
mikroskopickych charakteristik bunék rostoucich za riznych podminek — na pevnych
i v tekutych zivnych médiich, a s nizkomolekularnim a vysokomolekularnim substratem.
Cilem téchto praci bylo posoudit, zda je tvorba prosték u této kultury vazéna na nékteré

Z téchto podminek.

Jako prvni byla kultura pozorovana svételnym optickym mikroskopem.
1. série snimki z optického mikroskopu

Riist na minerdlnim agaru s glukosou

Burky ze tii dny starych kolonii na mineralnim agaru s glukosou se v preparatu barveném
krystalovou violeti zbarvily bipolarné. Tuto skute¢nost je mozno vidét na obrazku 2.
V nativnim preparatu (viz. obrazek 3) pozorovaném s pouzitim fazového kontrastu byly
bunky pravidelného, pievazné ovalného az tyCinkovité¢ tvaru s hladkym povrchem.
Z téchto preparatl bylo také ziejmé, ze povrch bunck je lépe pozorovatelny pomoci
nativniho preparatu fazovym kontrastem, a proto bylo od preparatli barvenych krystalovou

violeti v dalsim prabéhu upusténo.

Na obrazku 4 jsou zachyceny buiky ze suspenze kultury GD na mineralnim agaru
s glukosou odebrané pii 5. dni kultivace. Bakterie mély kulaty az ovalny protahly tvar,

celkové vSak mély buiiky stale hladky povrch.

Sedm dni stara kultura GD byla tvofena bunikami S kulatym ¢i mirné protahlym tvarem
a povrchem bez nerovnosti. Tvofila dvou az ¢tyfbunécné fetizky, jak lze vidét na obrazku

8.
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Z obrazku 14 je patrné, Zze bunky kultivované po dobu dvanacti dnd byly stale
charakteristické hladkym povrchem a kulatym ¢i mirné protdhlym tvarem. V preparatu
byly nalezeny shluky bun¢k, a také utvary pripominajici ctyrbunécny fetizek, sestavajici ze

dvou krajnich vétsich bun¢k a dvou mensich uprostied.

Celkové na tuhém médiu s glukosou byly buiky spiSe kulatého az ovalného tvaru
s hladkym povrchem a ani po 12 dnech nebyly pozorovany buiky s prostékami. Bylo zde
mozno pozorovat bujny rust kultury oproti jejimu rustu na tuhém médiu s gellanem (viz
nize). Tato skutecnost je pravdépodobné dana tim, Ze glukosa, jakoZto nizkomolekularni

organickd sloucenina, je sndze pristupnd a utilizovatelna, nez sloZita molekula gellanu.
Riist v minerdlnim médiu s glukosou

Preparat z tekutého mineralniho média s glukosou obsahoval po péti dnech vyrazné kulaté
bakteridlni buiiky s hladkym povrchem, jak lze vidét na obrazku 5. Je mozno shledat

urcitou podobnost s dobrym riistem na tuhém médiu s timto monosacharidem.

Po sedmi dnech kultivace kultury GD v tomto médiu byly v preparatu vidét kulaté,
tyCinkovité bunky, ale 1 nepravidelné vétsi buniky S jemné zvrasnénym povrchem bunécné

stény (viz. obrazek 10).

Na obrazku 12 jsou vyfotografovany 12 dn staré buiiky verrukomikrobii, které po takto
dlouhé dob¢ kultivace mély stale hladky povrch, avsak ponékud riznorody tvar bun¢k, od

kulatych po kyjovité az tyCinkovité.

Rust v tekutém médiu s glukosou byl celkové rovnéZ povazovan z hlediska tvorby prosték
za nevyznamny, proto nebyla v pozdéjSich experimentech tato zivna puda spolu

s mineralnim agarem s glukosou dale pouZita.
Riist v minerdlnim médiu s gellanem

Jiz po 5. dnu kultivace byly u kultury GD mirné€ znatelné prostéky, které je mozno spatfit

na obrdzku 6 jako hrbolaty povrch fetizku bunék.

Sedmy den ristu, zachyceny na obrazku 9, byly bunky kulaté ¢i ovalné a tvotily fetizky;
u n€kterych jsou jiz dobfe znatelné vybézky bunécné stény.

V preparatu pfipraveném ze 12 dnu staré kultury Verrucomicrobium sp. GD byly buiky

kulatého, nepravidelného tvaru a buiky S nepravidelnym povrchem se shlukovaly do

fetizkd, jak lze vidét na obrazku 11.
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Riist na minerdalnim agaru s gellanem

Na tuhém médiu s gellanem mély po sedmi dnech kultivace bakterialni bunky tycinkovity

tvar s hladkym povrchem (viz. obrazek 7).

Dvanactidenni kultura GD se vyznacovala také rovnomérnymi ty¢inkovitymi buiikami

s hladkym povrchem, kter¢ jsou zachyceny na obrazku 13.

Z divodu absence naznaku tvorby prosték u bunek kultury GD pfi ristu byl mineralni agar

s gellanem jakozto ristové médium z dalsi prace vyloucen.

Ze ziskanych snimk@ v prvni sérii fotografovani preparatti bakteridlni kultury
Verrucomicrobium sp. GD bylo mozno usoudit, ze pro tvorbu prosték je nejvhodnéjsim

kultivaénim prostfedim mineralni médium s gellanem.
2. série snimki z optického mikroskopu

V této cCasti pokusu byly fotografovany preparaty zhotovené z bakteridlnich bunék
kultivovanych v minerdlnim médiu s gellanem. Toto Zivné médium bylo zvoleno na
zéklad¢ ziskaného poznatku z prvni série snimkt, kdy se pro pozorovani tvorby prosték

neosvédcila tuha média s gellanem i glukosou a také tekuté mineralni médium s glukosou.

Na snimku ¢. 15 lze vidét bunky kultury GD s nepravidelnymi tvary bunék, kulatym
pocinaje a dlouze tyCinkovitym konce. Bakterie mély nerovny povrch, u nékterych bunék
s viditelnym vyskytem prosték. Na preparatu je mozno pozorovat shluky kulatych mensich

bunék s tyCinkovitymi.

V sedmém dnu rastu mély opet nékteré bunky velmi dobfe viditelné prostéky, které se ve

veétsi mife tvotily u fetizkujicich bun€k (viz. obrazek 16).

Potizenim druhé série snimku rastu kmene Verrucomicrobium sp. GD bylo opét
prokazano, ze tekuté mineralni médium s gellanem je pro tuto bakterialni gellan
degradujici kulturu vyhovujici a vyb&zky bunééné stény v ném buiiky tvofi. Je mozné, Ze
tekutost média a tim moznost obklopeni bunék médiem v celém objemu je pro kulturu
vyhodné uzZ z toho ditvodu, Ze prostéky jsou buiikami tvofeny po celém povrchu bunééné
stény a tudiz je rozpustény gellan v tekutém médiu 1épe utilizovatelny nez na tuhé agarové
plotné. Domnivam se, Ze 1 kmitavy pohyb lahvi na tfepafce pfispél k provzduSnovani
média a k pfiznivéjSimu vlivu na vytvareni vybézkd bunétné stény typickych pro rod

Verrucomicrobium.
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3. série snimku z optického mikroskopu

Cilem této série bylo pokusit se o jest¢ lepsi znazornéni prosték na povrchu bunék, a to
zakladnimi barvicimi metodami — Gramovym barvenim a krystalovou violeti. Pro pfipravu
preparatu byla pouzita biomasa narostena po 8 dnech v mineralnim médiu s gellanem. Na
obrazku 17 lze pozorovat fetizkujici prostékaté bunky zbarvené slabé Cervené. Z tohoto

zjisténi se da potvrdit, Zze se jedna o gramnegativni, avSak slabé barvitelné bakterie.

Z osmidenni kultury byl pofizen i preparat obarveny krystalovou violeti a zachycen na
snimku ¢. 18. Bunky kultury GD vSak nebyly homogenné zbarvené, nybrz bipolarné.
Svétle fialové buiiky mély obarvené stfedy €1 konce tmavé fialové. Pravdépodobné se
nejednd o spory, nebot’ jejich tvorba neni pro zkoumany bakteridlni rod ptfiznacna; pticinu

tohoto jevu vSak nebylo moZzné podrobnéji zkoumat.
Snimky z AFM mikroskopu

Pro dukladnéjsi zachyceni morfologie prosték byla provedena mala séra mikroskopie
skenujici sondou. Na obrazku 19 je zachycena plocha preparatu o velikosti 10x10 pum, na
které jsou bunky kultury GD, fixované¢ pomoci glutaraldehydu. Jeho pouziti ma sviij piivod
opdt v diivéjsi praci Muchové na UIOZP, kde byl tento zpisob fixovani pouZit pro
piipravu preparatu pro skenovaci elektronovy mikroskop. Na snimku je mozno vidét velmi
zvrasnény povrch, kde se jednad o vrstvu biomasy bunck, které jsou opatfeny prostékami.
Z obrazku lze vyc¢ist hloubku reliéfu, kdy nejexponovanéjsi ¢asti bunék jsou ve vzdalenosti
od podkladu 500 a vice nm. Pon€kud 1épe jsou jednotlivé buriky zachyceny na obrazku 20,
kde je naskenovana vétsi plocha (50x50 um) a kde je také ponékud patrné, ze jejich povrch
je hrbolaty, coz napovida o vyskytu prosték. Ze ziskanych snimku lze odecist piibliznou

velikost bakterialnich bunck kultury GD, a to 1x2 um.

Celkové je vSak nutno konstatovat, ze postup fixace bunck, jejich ptipravy
k mikroskopovani pomoci AFM i samotné pouziti tohoto mikroskopu by vyzadovalo
dikladnou optimalizaci, kterd jiz nebyla v rdmci této prace moznd, a kterd by lépe prostéky
na povrchu bun€k znazornila. Je také mozné, Ze vhodnéjsi mikroskopickou technikou pro

tyto tcely by bylo pouziti tzv. environmentalni skenovaci elektronové mikroskopie.

4.2.2 Rozklad raffinosy a stachyosy

V této praci bylo jednim z cili zaméfit se na schopnost kmene Verrucomicrobium sp. GD

degradovat flatulentni sacharidy lusténin, raffinosu a stachyosu. Tento experiment byl
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uskuteénén na zdkladé domnénky, ze by mohla zkoumand kultura také rozkladat jiné,
jednodussi sacharidy nez je gellan. Z tabulky 1 lze usoudit, Ze koncentrace rozpusténého
organického uhliku Vv inokulovaném mineralnim médiu s raffinosou se nijak vyznamné
neménila v priabéhu kultivace a oscilovala kolem hodnoty 180 mg/l. Zcela podobné
vysledky byly naméteny i pti experimentu s rozkladem stachyosy, jak je uvedeno v tabulce
2. Na zaklad¢ téchto dat je mozné konstatovat, Ze kultura Verrucomicrobium sp. GD tedy

raffinosu ani stachyosu nedegraduje.

Naopak vyznamnym degradérem téchto sacharidii se ukéazala byt bakteridlni kultura
Paenibacillus sp. XD rozkladajici xanthan. Tato kultura a také schopnost rozkladat
stachyosu a raffinosu byly zkoumany v praci Kiemenové [60], ve které bylo zjisténo, Ze
Vv mineralnim médiu s raffinosou poklesla diky ruastu kultury Paenibacillus sp. XD
koncentrace DOC z ptavodnich pramérnych 185 mg/l na zhruba 60 mg/l za 7 dni. Pokles
koncentrace rozpusténého organického uhliku v minerdlnim médiu se stachyosou byl
v prubéhu sedmi dni obdobny, ze 180 mg/l na primérnych 65 mg/l. Jelikoz byly tyto
pokusy rozkladu raffinosy a stachyosy provadény s kulturou GD a XD paraleln¢, bylo tak

mozné vzajemné porovnat zjisténé hodnoty a dobie vidét rozdilné schopnosti obou kultur.

4.2.3 Meéreni schopnosti tvorby biofilmu

Jak jiz bylo zminéno, schopnosti tvofit biofilmy oplyvaji nékteré druhy bakterii. V mnoha
piipadech se jedna o patogenni mikroorganismy, které mohou ohrozit zdravi ¢loveka
1 komplikovat primyslovou vyrobu potravin ¢i farmaceutik. V souvislosti se schopnosti
kultury Verrucomicrobium sp. GD degradovat extracelularni polysacharidy gellan, xanthan
i alginat, vyskytujici se jako soucast bakterialnich biofilmu, byly provedeny pokusy omezit
tvorbu biofilmu u vyznamnych druhi. Samotné biofilmy vSak nejsou tvofeny jen
polysacharidy, ale jsou slozeny ze smési vice druhtt makromolekularnich latek, tudiz bylo
nutno ziskat experimentalni vysledky téinku kultury GD. Pro vyzkum jeji schopnosti
rozkladu biofilml tvofenych jinymi bakteriemi byly navrzeny postupy uvedené v kapitole
3.1.4, kdy byla v tekutém Zivném médiu porovnavana tvorba biofilmu pfi rustu biofilmové
kultury samotné a pfi jejim ristu v pritomnosti bunék Kultury GD. Aby bylo mozné
zhodnotit miru odliSnosti tvorby biofilmu, bylo pouZito statistické zpracovani dat t-testem.
O priikaznosti vlivu kultury GD na kulturu biofilmovou hovofi skute¢nost, jestli je hodnota

vypocitaného testovaciho kritéria t vyssi nez tabulkova kritickd hodnota. Pokud ano, tak
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lze potvrdit, ze dana kultura verrukomikrobii snizuje tvorbu biofilmu tvofeného

zkousenymi biofilmovymi kulturami.

V tabulce 3 jsou uvedeny bakterialni kmeny, které byly testovany jako prvni. Vliv gellan
degradujici kultury GD na tvorbu biofilmu bakterii Staphylococcus aureus CCM 3953 je
prokazatelny, testovaci kritérium s hodnotou 5,253 je vyssi nez tabulkova hodnota. Naopak
u vysledku experimentu s kmenem Staphylococcus epidermidis FT 1 nebyl zjisté prakticky
zadny rozdil mezi ristem kultury samotné a rustem s kulturou GD, je mozno se tedy
domnivat, Ze se bakterialni kultury nijak vzajemné neovlivituji; mira tvorby biofilmu touto
CCM 4415 nebyla v tvorbé biofilmu bakteriemi kultury GD vyrazné brzdéna, nybrz bylo
mozné vidét mirny narust absorbance v piipadé spole¢ného rustu. Jak lze dale zjistit
z tabulky 3, Pseudomonas aeruginosa FT 0 byla kultura, jejiz tvorba biofilmu byla

v ptitomnosti Verrucomicrobium sp. GD z urcité ¢asti potlacena.

Na zaklad¢ vysledku testu kultury Pseudomonas aeruginosa FT 0 v prvnim experimentu,
byly nasledné¢ otestovany i dal$i archivované kultury pseudomonad. Z dat uvedenych
Vv tabulce 4 Ize vyvodit poznatek, Ze kultura GD ma vliv na tvorbu biofilmu kmenem
Pseudomonas aeruginosa FT 1. VSechny tfi pouzité kultury rodu Pseudomonas samy
0 sobé tvorily biofilm dobie (A~0,650). | Pseudomonas aeruginosa FT 2 tvofila bakterialni
povlak v ptitomnosti verrukomikrobii méné nez v porovnavacich jamkach; i vtomto
piipadé je mozno tvrdit, Ze ve spole¢nosti kultury GD je tvorba jejiho biofilmu omezena.
Kultura GD m¢la vliv i na kulturu Pseudomonas aeruginosa FT 3, i kdyz ne v takovém

méfitku, jako u kmene P. aeruginosa FT 1.

Na znacnou Vvariabilitu mezi jednotlivymi kmeny jednoho bakteridlniho druhu poukazuje
vysledek pokusu s kulturou Pseudomonas aeruginosa FT 4, uvedeny v tabulce 5, kde je
patrné, ze se tvorba biofilmu kultury samotné a v ptitomnosti Verrucomicrobium sp. GD
nijak neliSila, na rozdil od vysledkt ostatnich pouzitych kultur Pseudomonas aeruginosa.
Rozdil mezi vysledky Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 samotné a spolu s kulturou
GD byl shledan vyznamnym. Je vSak zajimavé, ze v pfitomnosti kultury GD byla
absorbance dvojnasobna nez u biofilmové kultury. Tato hodnota mohla byt zpisobena
navic tvorbou biofilmu kulturou GD, ktera sama o sobé celkem vyznamné tvoii biofilm

(viz. tabulka 8).
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Tabulka 6 obsahuje hodnoty tvorby biofilmt kultur Escherichia coli CCM 3954 a CCM
3988. Zajimavy vysledek byl ziskan pii experimentu s kulturou E. coli CCM 3954, ve
kterém kultura samotna tvotila biofilm velmi slabé (A = 0,091) a v ptitomnosti s kulturou
GD byla namétena absorbance A = 0,448. Tento velky rozdil mohl byt rovnéz zptuisoben
vytvofenym biofilmem kultury Verrucomicrobium sp. GD. Pti pokusu s kmenem E. coli
3988 nebyla zjisténa vyznamna odlisnost mezi jejim samotnym ristem a rustem soucasné

s kulturou GD.

Enterokoky netvotily biofilm nijak vyznamné, jak je mozno vycist z tabulky 7. Podle
vysledku t-testu byla tvorba biofilmu Enterococcus faecalis CCM 4224 ovlivnén kulturou
GD, kdy byl biofilm mirn¢ vyznamnéjsi ve spolecnosti kultury GD, neZz pii samotném
rastu E. faecalis CCM 4224. Naopak Ize tvrdit, ze kultura GD potlacuje tvorbu biofilmu
kultury Enterococcus faecalis CCM 7000. Biofilmova kultura Enterococcus faecalis CCM
2665 nebyla kulturou GD ovlivnéna. Celkové bylo mozné v pokusech s enterokoky
zaznamenat, ze pii Kultivaci kultury GD spolu s enterokoky nebyla zaznamenana
vyznamna tvorba biofilmu Verrucomicrobium sp. GD (pravé sloupce pokusi), coz
ponékud kontrastovalo s vysledky ziskanymi pii testovani stafylokokua (viz. tabulka 8), pfi
kterych spolecna kultivace stafylokokt a kultury GD vedla k podstatné vyznamné;jsi tvorbé

biofilmu. Je tedy mozné, Ze enterokoky mohou vylucovat uréité metabolity, které kulturu

ey e

Tabulka 8 pojednava o vysledcich experimentu s kulturami stafylokokt a jsou zde rovnéz
pro srovnani uvedena data tvorby biofilmu kulturou GD samotnou. Podle hodnot tvorby
biofilmii vSech testovanych kultur rodu Staphylococcus je mozno usoudit, Ze samotné
kultury biofilmy moc netvoii. U rustu kultury Staphylococcus aureus CCM 2022 byl
zjistén velky nartst tvorby biofilmu pii inokulaci s kulturou GD (A = 0,454) oproti jejimu
rustu bez této gellan degradujici kultury (A = 0,191). Obdobné vysledky byly ziskany také
pii experimentu s Kulturou Staphylococcus epidermidis CCM 4418 a Staphylococcus
epidermidis CCM 7221.

V poslednim pokusu byla kultura GD naockovana samotnd do jamek obou sloupct
mikrotitra¢ni desticky a byl sledovan jeji rist nezavisle na jiné biofilmové kultufe. Bylo
zjisténo, ze kultura Verrucomicrobium sp. GD tvofi biofilm vyznamné, jak je z hodnoty

prumérné absorbance v tabulce 8 ziejmé.
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ZAVER

Prace se zabyvala studiem vlastnosti sacharolytické bakterie Verrucomicrobium sp. GD.
Charakteristickym znakem zastupcii tohoto bakterialniho rodu je tvorba prosték, vybézka
bunééné stény obsahujicich cytoplazmu. Tato vlastnost vsak neni u bakterii obvykla.
Kultivaci kultury GD v tekutém médiu s glukosou a gellanem a na pevném médiu
s glukosou a gellanem mélo byt v pribéhu této prace zjisténo, jaky typ zivné pudy a jaky
hlavni zdroj organického uhliku je pro tvorbu prosték nejvhodnéjsi. Experimentalné bylo
uréeno, ze kultura Verrucomicrobium sp. GD ma optimalni podminky k vyvinu prosték
v tekutém médiu s gellanem (mineralnim médiu obsahujicim gellan), zatimco na tuhych
pudach s glukosou ¢i gellanem nebo v tekutém médiu s glukosou byly bunky hladké, bez

naznaku tvorby prosték.

Dalsim bodem experimentalni Casti této bakalaiské prace bylo ovéfit schopnost
zkoumaného kmene verrukomikrobii degradovat flatulentni sacharidy luSténin. LuSténiny
jsou nutriéné hodnotna potravina, avSak existuje mnoho lidi, ktefi je kvili problémim
zpusobenych pfi jejich traveni nekonzumuji. Experiment byl proveden, aby se zjistilo, zda
kultura GD produkuje enzym, ktery by mohl degradovat stachyosu ¢i raffinosu a mohl by
byt potencidlné v budoucnu vyuzit pro inovaci kuchynské tpravy lusténin. Sledovanim
zmény koncentrace rozpusténého organického uhliku v inokulovaném tekutém médiu
s raffinosou ¢i stachyosou byla zkoumana schopnost rozkladu téchto sacharidu kulturou
GD v pribéhu kultivace. Ze zjisténych vysledka vSak vyplyva, Zze Verrucomicrobium sp.

GD tyto dva sacharidy vyskytujici se v lusténinach neutilizuje.

Treti, stéZzejni Cast prace byla vénovana vyzkumu eliminace tvorby biofilmt u Klinicky
a potravinatsky vyznamnych bakterii pomoci kultury GD. Testy provadéné
v mikrotitracnich desti¢kach s biofilmovymi kulturami ukdzaly, Ze bakteridlni kultura
Verrucomicrobium sp. GD vyrazné omezuje tvorbu biofilmu u kultur Staphylococcus
aureus CCM 3953, Pseudomonas aeruginosa FT 0, Pseudomonas aeruginosa FT 1,
Pseudomonas aeruginosa FT 2 a mirné u Pseudomonas aeruginosa FT 3 a také
Enterococcus faecalis CCM 7000. Naopak bakterialni kultury, na jejichz tvorbu biofilmu
neméla Verrucomicrobium sp. GD prakticky zadny vliv, byly Staphylococcus epidermidis
FT 1, Klebsiella pneumoniae CCM 4415, Escherichia coli CCM 3988 a Enterococcus
faecalis CCM 2665. Pon¢kud zajimavé vysledky byly obdrzeny pii experimentech
s kulturami  Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, Escherichia coli CCM 3954,
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Staphylococcus aureus CCM 2022, Staphylococcus epidermidis CCM 4418
a Staphylococcus epidermidis CCM 7221, které vykazovaly vétsi tvorbu biofilmu
Vv ptitomnosti kultury Verrucomicrobium sp. GD; v takovych piipadech ovSem nelze
vyvodit, zda se na biofilmu z vétsi ¢asti podilela kultura GD ¢i testovana biofilmova
kultura. Provedeni dalSich testi pro objasnéni objemového slozeni dvoudruhového

biofilmu by bylo jiz nad ramec této bakalaiské prace.
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gellan degradujici
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