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Pusobeni nanocastic kovii na biofilm kvasinky Candida parapsilosis

Koukalova M., Cejkova A.

VSCHT v Praze, Ustav biotechnologie, Technickd 5, 166 28, Praha

Uvod

Biofilmy jsou slozit¢ mikrobidlni komunity, které odolavaji nepiiznivym vnéjSim
podminkdm, v¢etné pisobeni antibiotik a lidského imunitniho systému. Populace biofilmu se
muze skladat z jednoho nebo vice druhli mikroorganismii a mtze vzniknout na rozli¢nych
povrsich, jako jsou naptiklad pfirodni vodni systémy, vodni potrubi, zivé tkdn€, povrch zubi,
zdravotnické nastroje nebo implantaty. Diky zménéné morfologii a produkci extracelularni
matrix a tim 1 zvySené odolnosti, jsou mikroorganismy ve form¢ biofilmu pfi¢inou tady
chronickych infekci, a navic buiikky uvolnéné z biofilmti zptisobuji kontinudlni Sifeni infekci.
Proto maji biofilmy vznikajici na zdravotnickych nastrojich a implantatech velmi negativni
dopad v medicingé. Vzhledem k nedostatku U¢innych antibiotik k vyléfeni onemocnéni
vyvolanych biofilmovymi populacemi je zapotfebi novych antimikrobidlnich ¢inidel, které by
mohly snizit nebo inhibovat schopnost adheze bunék, zabranit kolonizaci a tim i infekeci.
Rezistence biofilmi vici antibiotikim je mimo jiné zplsobena také Spatnou penetraci
antibiotik do matrice biofilmu, zménénym mikroprostfedim a/nebo adaptivnim mechanismem
mikroorganismu. Jednou z potencialnich moznosti 1é€by biofilmi je vyuziti nanoc¢astic kovi,
které vykazuji antimikrobidlni a antibiofilmovou aktivitu (Markowska a kol., 2013; Monteiro
a kol, 2014).

Nanocéstice nulamocného zeleza (nZVI) se vyznacuji se velkym mérnym povrchem a
reaktivitou. Jejich potencialni aplikace muze byt v katalyze, magnetismu, elektronice,
biomedicinském inZenyrstvi a ochrané Zivotniho prostiedi (Barnes a kol., 2010). Castice nZVI
diky své vysoké reaktivité uvoliuji elektrony a Fe**, které premé&iuji méné reaktivni peroxid
vodiku na vice reaktivni formy kysliku, zejména hydroxylové radikaly, které reaguji pfimo s
membranovymi lipidy, proteiny a DNA, kde mohou zpiisobovat dysfunkce. Tyto reaktivni
formy kysliky mohou byt inaktivovany (zhaSeny) enzymy s antioxidaéni kapacitou, pokud
vak jejich mnozstvi piesahne antioxidacni kapacitu bufiky, nastava oxidativni stres (Sevcl a
kol., 2011). Antimikrobidlni vlastnosti stfibra jsou jiz dlouho zndmy a ptedpoklada se, ze
nanocastice tohoto kovu jsou méné toxické nez ionty stfibra. Antimikrobidlni aktivita
materidlu obsahujiciho nanocastice stfibra muze pomoci zabrénit infekcim pii 1écbé
popalenin, stejné jako v prevenci mikrobialni kolonizace protéz a katetrii. Z dtivodu plisobeni
nanocastic na riznych bunéfnych urovnich (bunécnd sténa, proteosyntéza, DNA) by
mikroorganismy nemély byt schopny si vytvofit odolnost ani po dlouhodobém pouzivani
nanocastic. Nicméné stale zistavd nevyfeSena otdzka toxicity nanocastic na eukaryotické
(lidské) bunky (Markowska a kol., 2013; Panacek a kol., 2009).

Kvasinky rodu Candida jsou jedny z nejcastéjSich podminénych patogent, které jsou
zodpovédné za kvasinkové nosokomialni infekce (Pandcek a kol., 2009). Kandidozy jsou
bézné infekce klize, ustni dutiny a jicnu, gastrointestindlniho traktu, vaginy a cévniho systému
¢loveéka a velmi Casto se objevuji u pacientl, kteti podstupuji 1é€bu rakoviny, transplantaci
organt a léceni Sirokospektralnimi antibiotiky. Kandid6za je také jednou z nejcastéjSich a
ptetrvavajicich infekci u osob infikovanych HIV a pacientli s AIDS (Silva a kol., 2010).
Rozhodujicim prvkem této vSestrannosti je schopnost Candida spp. prezit jako komenzalni
mikroorganismy na riznych anatomicky odliSnych mistech, jejich schopnost adaptace na
razné fyziologické podminky a schopnost tvofit biofilm (Calderone a Fonzi, 2001). Jedna
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z nejcastéji se vyskytujicich kvasinek zptsobujici kandidové infekce je Candida parapsilosis,
ktera se bézné vyskytuje na lidské kuzi a jeji patogenita je omezena neporusenou kiazi. Ve
srovnani s jinymi druhy Candida je C. parapsilosis v pfirodé mnohem vice rozsifena. Na
rozdil od jinych druhti (Candida albicans, Candida tropicalis) byla C. parapsilosis izolovana
i z nelidskych zdroji (domaci zvitata, hmyz, ptida, motské voda). Jeji virulence je spojena se
schopnosti kolonizovat povrch, sekreci hydrolytickych enzymt a tvorbou biofilmu. Nejvyssi
riziko infekce je zvlasté u novorozencl a u pacientll na jednotkach intenzivni péce, kde se
infekce C. parapsilosis hojn¢ vyskytuji na kloubnich ndhradach a permanentnich katetrech
(Kuhn a kol., 2004; Trofa a kol., 2008).

V této praci je popsana metodika pro experimenty zabyvajici se plisobenim nanocastic
nulamocného Zeleza a stiibra na adhezi biofilmu kvasinky C. parapsilosis.

Metodika

Pouzité chemikalie

NaCl (Penta)

Kvasni¢ny extrakt (Roth)

Bakterialni pepton (Oxoid)

Glukosa bezvoda (Penta)

Krystalova violet’ (Roth)

Glycerin bezvody (Penta)

Nanofer 25S (Nanoiron)

Roztok nanoéastic stiibra (Ustav inZenyrstvi pevnych latek, VSCHT Praha)
Ethanol

Kultiva¢ni média
Meédia byla ptipravovana v destilované vod¢ a sterilovdna v autoklavu po dobu 20 minut
pfi teploté 121° C a tlaku 0,1 MPa.

SloZeni kultiva¢nich médii

YPD médium (Yeast extract peptone dextrose medium)
Kvasni¢ny extrakt 10 g/l
Bakteridlni pepton 20 g/l

Glukosa 20 g/1
Fyziologicky roztok
NaCl 9¢g1

Pouzité mikroorganismy
V experimentalni ¢asti byla pouzita kvasinka Candida parapsilosis DBM 2165 (sbirka
Ustavu biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha).

Uchovavani bunécné populace
Mikroorganismus byl uchovavan ve formé kryokonzerv pii -70 °C v 50% (obj.) glycerolu
jako kryoprotektantu.

Pouzité nanocastice
Nanofer 25S o koncentraci 205 g/l
Roztok nanocastic stiibra o koncentraci 102 mg/1
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Piiprava inokula

100 ml sterilntho YPD média bylo inokulovano bunécnou populaci z kryokonzervy a
kultivovano na tiepacce s frekvenci ota¢ek 100 min™', 24 hodin pii teplotd 30 °C. Ziskana
bunécna populace byla separovana centrifugaci (9000 g, teplota 10 °C, 10 min.), promyta
¢istym YPD médiem a pouzita k inokulaci jamek v mikrotitra¢ni desce (ODggp = 0,8).

Kultivace na mikrotita¢ni desce

Do jednotlivych jamek byla pipetovana inokulaéni suspenze spolecné s roztokem
nanocastic (nanozelezo, rozmezi koncentraci 0,4 — 2,5 g/l, velikost 50 nm; nanostiibro,
rozmezi koncentraci 5 — 55 mg/l, velikost 20 nm) v celkovém objemu 200 pl. Do jednoho
sloupce byla pfiddna pouze bunécénd suspenze, kterd slouzila jako kontrola. Deska byla
kultivovana na plogné tiepadce o frekvenci otacek 150 min™, 24 hodin pfi teploté 30 °C.

Stanoveni miry narustu biofilmu

Mira narGstu biofilmu byla analyzovana pomoci spektrofotometrické metody sledujicich
celkovy nartst biofilmu (metoda barveni krystalovou violeti) a pomoci mikroskopické
metody s vyhodnocenim osidlené plochy (automatizovany mikroskop CellaVista se
softwarem pro analyzu obrazu).

Mikroskopickd metoda s vyhodnocenim osidlené plochy (automatizovany mikroskop
CellaVista se softwarem pro analyzu obrazu)

Po 24 hodinach kultivace byla kazd4 jamka tfikrat promyta fyziologickym roztokem k
odstranéni nepfisedlych bunék. Poté byla deska proméfena automatizovanym mikroskopem
CellaVista a ze ziskanych dat byla vyhodnocena osidlend plocha. Mira nartstu biofilmu pod
vlivem nanocastic byla srovnana s nariistem bez nanocastic.

Metoda barveni krystalovou violeti

Po proméfeni na mikroskopu CellaVista byl do kazdé jamky pifidan 0,1% roztok
krystalové violeti na 20 minut, poté byly jamky opét tfikrat promyty fyziologickym roztokem
a nasledn¢ bylo ptfidano 200 pl 96% ethanolu na 10 minut. Z kazdé jamky bylo poté
pfevedeno 100 pl do Cisté desky a prométeno na Readeru pii 580 nm.

Vysledky

Vzhledem k pfedpokladu, ze nanocastice stfibra a nulamocného Zeleza maji
antimikrobialni ucinky, byly provedeny kultivace kvasinky Candida parapsilosis DBM 2165
s pifidavkem zminénych nanocastic v rozliSnych koncentracich na mikrotitratni desce
za ucelem inhibice poc¢atecni adheze (viz kap. 2. 7.).

Mira inhibice adheze a narlstu biofilmu byla vyhodnocena mikroskopickou metodou
s vyhodnocenim osidlené plochy (viz kap. 2. 8. 1.) a metodou barveni krystalovou violeti (viz
kap. 2. 8. 2.).

Na Obr. 1 je zobrazen narust biofilmu C. parapsilosis, vyjadieny jako absorbance,
v z&vislosti na pfidavku nanocastic Zeleza (vyhodnoceni metodou barveni krystalovou
violeti). Z grafického vyjadieni na Obr. 1 je patrné, Ze pouZzité nanocastice Zeleza nemaji
pozadovany inhibi¢ni vliv na adhezi a nartGst biofilmu, narGst biofilmu byl naopak
nékolikanasobné vyssi neZ kontrolni méfeni. Data z metody s vyhodnocenim osidlené plochy
nebylo mozné u tohoto méfeni ziskat z divodu €erného zabarveni roztoku nanocastic, kdy
nebylo mozné odlisit buiky od nanocastic.

Na Obr. 2 a Obr. 3 je znazornén nartst biofilmu C. parapsilosis s ptidavkem nanocastic
stiibra. Z grafu na Obr. 2 (vyhodnoceni metodou barveni krystalovou violeti) je patrny témef

9
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srovnatelny nartst biofilmu po pfidavku nanostiibra s kontrolnim nariistem bez nanocéstic.
Stejné tak graf zndzornujici hodnoty z mikroskopické metody s vyhodnocenim osidlené
plochy (Obr. 3) ukazuje nartst biofilmu s pfidavkem nanostifibra srovnatelny s
kontrolnim nérstem biofilmu. Z obou vyhodnoceni tedy vyplyva, Ze ani nanocastice stiibra
v pouzité koncentraci nemaji pozadovany inhibi¢ni vliv na adhezi a nartist biofilmu.

4.0 B kontrola
3.5 m0,4g/l
£ m0,5g/l
£ 3.0 - m0,6g/l
§ 25 - m0,7g/l
o m0,8g/l
215 - m1,2g/l
o
810 - m1,5g/l
< m1,7g/l
0.5 - m2g/l
0.0 - m25¢/l

Obr. 1 Narust biofilmu C. parapsilosis v zavislosti na pfidavku nanocastic Zeleza
(vyhodnoceni metodou barveni krystalovou violeti).

1.0

0.9 H kontrola
£ 0.8 T E5mg
g 0.7 m10mg
]
|.£ 0.6 B 15mg
Q 0.5 -
e 0.
S04 - ™20 mg
203 - m 25 mg
<

0.2 - m30mg

0.1 -

H35mg
0.0 -

Obr. 2 Nartst biofilmu C. parapsilosis v zavislosti na piidavku nanocastic stiibra
(vyhodnoceni metodou barveni krystalovou violeti).

100 B kontrola

B 5mg
_g 80 m10mg
o H15mg
iy 60 m20mg
S B 25mg
T 40 m30mg
8 H35mg
X 90 140 mg
H 45 mg
0 - m50mg

Obr. 3 Nartst biofilmu C. parapsilosis v zavislosti na pfidavku nanocastic stiibra
(mikroskopicka metoda s vyhodnocenim osidlené plochy).

10
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Zavér

Byly provedeny kultivace kvasinky C. parapsilosis s ptidavkem nanocastic stiibra a
nulamocného Zeleza v rozlisSnych koncentracich na mikrotitratni desce za icelem inhibice
pocatecni adheze. Po pfidavku nanocastic zeleza byl zaznamenan nékolikandsobné vyssi
narust biofilmu oproti kontrole. Vzhledem k témto vysledkiim se u kvasinky C. parapsilosis
do budoucna dale tyto nanocastice nebudou pouzivat k inhibici adheze a nartstu biofilmu.
Ani pii kultivaci s pfidavkem nanocéastic stiibra neméla pouzita koncentrace (5 — 55 mg/l)
inhibi¢ni vliv na narast biofilmu. Inhibice ristu C. parapsilosis nanoc¢asticemi stiibra byla jiz
diive prokazana (Panacek a kol., 2009), avSak pouze u suspenznich bun¢k. Pro inhibici
nartstu biofilmu, bude z divodu odlisné morfologie bun€k a jejich zvySené¢ odolnosti
pravdépodobné potieba pouzit vyssi koncentrace, coz bude naplni dalsi prace, nebo pouziti
nanocastic o mensi velikosti (1 — 10 nm), u kterych jiz bylo dfive prokazéano, ze maji vétsi
antimikrobialni aktivitu ve srovnani s vétSimi nanocasticemi (Morones a kol., 2005.; Verran a
kol., 2007).
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Produkce sekundarnich metaboliti houbou Monascus purpureus

Patrovsky M., Patakova P.
VSCHT v Praze, Ustav biotechnologie, Technicka 5, 166 28, Praha

Taxonomické zarazeni

Rod Monascus byl poprvé popsan v roce 1884 francouzskym botanikem Van Tieghemem.
Monascus miize byt charakterizovan jako aerobni, saprofyticka, prototrofni, mezofilni
a xerofilni houba. Dle taxonomického zafazeni patii rod Monascus do celedi Monascaceae,
fadu Eurotiales, tfidy Ascomycetes, kmene Ascomycota a fise Fungi. Celkem bylo popsano asi
58 kmend, které patii do né€kolika oddélenych druhu, z nichZ jsou nejznaméjsi - M. pilosus,
M. purpureus a M. ruber (Feng a kol, 2012).

Vyuziti

Vl1éknité houby rodu Monascus byly po staleti vyuzivany v potravinafstvi v Asii, pfedev§im
v Cing, Japonsku, Thajsku, Indonésii, Taiwanu a Filipindch - pro vyrobu ryzového vina,
cerveného sojového syra, barveni potravin nebo pro konzervaci masa a ryb. Tradi¢ni produkt
»Monascus fermented rice* ¢i ,,red yeast rice* (fermentovana ryze) je hojn¢ uzivan jako
barvivo riznych druhl potravin a doplnék stravy v asijskych zemich (Sabater-Vilar a kol.,
1999). Kromé potravinaiské vyroby, pigmenty houby Monascus mohou najit uplatnéni i ve
farmaceutickém a textilnim pramyslu (Fabre a kol., 1993; Dufossé a kol., 2005; Lopes a kol.,
2013).

Kultivace a reprodukce

Houbu lze kultivovat jak na pevnych substratech, tak submerznim zptsobem. Optimalnim
substratem se ukazala byt lehce spafend ryZova zrna o vlhkosti 40 az 50 %. Zaockovana ryze
s houbou se neché alesponl 7 dni stat pfi teploté 30 °C, ptfi¢emz je vhodné ryZi v pravidelnych
intervalech jemnym mnutim provzdusnit a mirné navlh¢it. Po fermentaci ryZova zrna celym
svym obsahem zcervenaji, rozdrti se a jako prasek se poté pouZivaji jako soucast tradi¢ni
mediciny, potravinaiské barvivo ¢i jako startovaci kultura pro vyrobu dalSich produkti.

K vyrobé pigmentli mohou byt vSak pouZity i rizné zemédélské zbytky jak jsou ryzoveé
otruby, pSeni¢né otruby, cassava ¢i semena chlebovniku a mnoho dalSich.

Dal8i moZnosti kultivace houby je pouziti vhodnych agarovych médii, naptf. bramborovo-
dextrozovy, sladinovy ¢i Sabouradiv agar.

Vyhoda kultivace v kapalném médiu spo¢iva v mozZnosti snadné zmény sloZeni kultiva¢niho
média a tim i kone¢ného slozeni a obsahu pozadovanych latek. Produkce pigmentt je zejména
ovlivnéna zvolenym kmenem, teplotou, hodnotou pH, zdrojem uhliku, zdrojem dusiku,
pomérem mezi C:N a koncentraci kysliku. Zdroj uhliku ovlivituje mnozZstvi vytvotrenych
pigmentl, zatimco zdroj dusiku ma vliv na typ produkovanych pigmenta.

Nepohlavni neboli vegetativni rozmnoZovani je realizovano tvorbou konidii (spor)
vznikajicich na koncich hyf (vldken), které jsou nazyvany konidiofory. Pohlavni
rozmnozovani probihd splynutim samciho (anteridium) a samic¢iho (askogonium) pohlavniho
organu za vzniku plodnice (kleistothecium), z niz se uvolni osm vytvotenych askospor, které
poté kli¢i v nové hyfy (Lin a kol., 2008).
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Tvorba sekundarnich metabolitu

Biosyntéza vétSiny pigmentll, citrininu i lovastatinu probihd klasickou polyketidovou
syntézou typu I. Jedna se tedy vesmes o polyketidové sekundarni metabolity. Polyketidy jsou
tvofeny zakladni biosyntetickou jednotkou acetatem, ktery se nachdzi v rostlindch ve formeé
thiosteru octové kyseliny s koenzymem A. Na jedné strané je zapojovan do tvorby dilezitych
vyssich mastnych kyselin a na druhé strané poskytuje zdkladni fragmenty pro biosyntézu fady
sekundarnich metaboliti. Zakladni strukturou polyketidi je poly-B-ketoacylkoenzym A,
vznikajici kondenzaci acetylkoenzymu A a malonylkoenzymu A.

Pigmenty svou strukturou patii do skupiny azofilnich sloucenin Tyto sekundarni metabolity
hub maji pyron-chinonovou strukturou s vét§Sim mnozstvim atomu kysliku. Nézev azaphilony
ziskaly diky své vysoké afinit¢ k latkam, které¢ obsahuji v molekule dusik ve form¢ amino-
skupiny. S takovymi latkami tyto pigmenty reaguji za vzniku cervené nebo purpurovée
zbarvenych derivati gama-pyridonu. Azaphilony reaguji nejen s amoniakem a riznymi
alkylaminy, ale i s aminokyselinami, peptidy, proteiny a nukleovymi kyselinami.

Tyto latky vykazuji Siroké spektrum biologickych aktivit projevujici se inhibici raznych
enzymatickych aktivit vedoucich k antimikrobidlnim, protinadorovym, antioxida¢nim
a protizanétlivym ucinktim (Gao a kol., 2013; Patakova, 2013).

Na Obr. 1 jsou zndzornény biosyntetické drahy nejbéznéjsich typt sekundarnich metaboliti.

Derivity cukru

- Glykosidy

- Oligosacharidy
- Aminoglvkosidy

5 Nukleovékyseliny - - & - o o o e e ===
Polvsacharidyv
Glykosidy

Pentosovy

Ghvkoly
viowza cvklus

Sikimova
kvselina

Fosfoenolpyruvit Aromatické Neobvvklé aminokyseliny
aminokyseliny Oligop eptidy
Alkaloidy
Bilkoviny
W
Pyruvit > Alifatické
\1/ aminokyseliny
1CoA™ ———"— === ===—=—-—- Polvketidy
Acetyl-CoA. M&M\ [ Polvketidy
¢ > Mastné kyseliny
CyKklus trikarboxvlovych O I o VN
kyselin _'N Isoprenoidy
>  Skvalenv

Obr. 1 Klasifikace sekundarnich metabolitti podle pivodu intermediatt
- upraveno dle Biochemie sekundarnich metabolitt
(dostupné z http://old.vscht.cz/kch/download/sylaby/biochemiesekmet.pdf)
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Vlastnosti sekundarnich metaboliti

V soucasné dob¢ je znamo vice nez 50 pigmentil tvoirenych houbou Monascus. Houba tvofi tfi
zékladni typy pigmentd - zluté (ankaflavin a monascin), oranzové (rubropunktatin
a monaskorubrin) a ¢ervené (rubropunktamin a monaskorubramin). Dal§imi dtlezitymi
popsanymi sekundarnimi metabolity jsou napf. monakolin K, citrinin a y-aminomaselna
kyselina. Chemicka struktura zlutych pigmentt je znadzornéna na Obr. 2.

Monascin (C3;H260s, 358.43) Ankaflavin (C2:H100s, 386.48)
(:Y\/\/CHJ :QK\//\/\\/CH)
Mo A '/> AN \!/\
0 - 9

\/\(\‘O o\/‘\,/ ) *o’l
5 s § CHs

Obr. 2 Zastupci zlutych pigmentl - monascin a ankaflavin
- upraveno dle Research and Development of Monascus purpureus NTU 568
(dostupné z http://www.ntu568.org/front/bin/ptlist.phtml?Category=434963)

Obecné lze pigmenty povazovat za vysoce biologicky aktivni latky. Rubropunktatin
a monaskorubrin prokézaly jist¢ antimikrobidlni ucinky vi¢i bakteriim, kvasinkdm
a vlaknitym houbam. Rubropunktatin vykazuje prozatim nejsilnéjsi popsané protinadorové
ucinky spocivajici v inhibici ristu karcinomu zaludku. Monaskorubrin vykazuje znaéné
protizanétlivé ucinky. U zlutych pigmentd byla prokdzdna napf. imunomodulacni aktivita.
Ankaflavin zplsobuje u rakovinnych bunék apoptézu (Zheng a kol., 2010). Biologicka
aktivita statini (napf. Monakolinu K) spociva piedev§im v inhibici 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-koenzym A reduktazy (HMG-CoA) katalyzujici jeden zkrokli syntézy
cholesterolu v téle. MiiZze byt proto vyuZit na 1écbu hyperlipidemie. Podobny tGcinek blokace
tvorby cholesterolu byl zjistén i u nékterych zlutych pigmenti. U statind byla také prokazana
ucinnost v prevenci Alzheimerovy choroby inhibici amyloid B-peptidu, ktery pii své
nadmérné produkci vytvaii plaky, které obaluji nervovou buiiku a tim poSkozuji nervova
vlakna (Lachenmeier a kol., 2012).

Mykotoxin citrinin je nezadoucim metabolitem. Projevil jisté hepatotoxicke, nefrotoxické
a mutagenni efekty, ale i antimikrobilni u¢inky proti G'/G" bakteriim.

Kyselina y-aminomdselna funguje jako hlavni inhibi¢ni neurotransmiter v centralnim
nervovém systému savcll a reguluje svalové napéti u cloveka.

Stanoveni metabolitt

Predpokladem cilené tvorby vybranych pigmenti houbou rodu Monascus je Uprava sloZeni
kultivacniho média (Said a kol., 2014), ale 1 podminek jejich izolace (Loret a kol., 2010),
nasledné se zaméfenim na pigmenty s ocekdvanou fyziologickou funkci nebo moznym
potravindiskym pouzitim (Hsu a kol., 2011; Hsu a kol., 2013).

Pro stanoveni kvalitativniho i kvantitativniho obsahu sekundarnich metaboliti - pigmentt,
monakolinu K ¢i citrininu, se pouzivaji pfedevSim instrumentdlni analytické metody
spektrofotometrie, kapalinova a plynova chromatografie ¢i tenkovrstva chromatografie.
Tradi¢ni kvantifikace pigment spoc¢iva v extrakci narostlého mycelia vhodnym extrak¢nim
¢inidlem, napf. etanolem a néslednym proméfenim jejich absorp¢niho spektra. Hodnota

14



Konference — Kvasna chemie a bioinZzenyrstvi 2015, 9.-10.4.2015, UB, VSCHT Praha

absorpcniho spektra a absorbance indikuje pfitomnost a pfiblizné mnozstvi jednotlivych
pigmentid. Dal§i moznosti je vyuziti metody tenkovrstvé chromatografie. Pro dalsi
podrobnéj$i analyzu se pouziva vysokoucinnd kapalinova chromatografie ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (Teng a Feldheim, 1998).
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Moznosti vyuZiti bakterii rodu Clostridium pro zpracovani
lignocelulézovych odpadi

Jan Kolek, Petra Patakova
VSCHT v Praze, Ustav biotechnologie, Technickd 5, 166 28, Praha

Celuldza je jednou z nejrozsifenéjSich latek na Zemi. Jedna se o komplexni polysacharid,
ktery je tvofen opakujicimi se podjednotkami glukézy. Diky tomu by mohla byt celuloza
potencialn¢ vyuzitelna, jako zdroj uhliku a energie pro rGzné biotechnologické procesy.
Hlavnim problémem jejiho vyuziti je vSak jeji velmi Spatnd rozlozitelnost na zékladni
podjednotky. V pfirod¢ je navic celuldza soucésti kompaktniho komplexu s hemicelulozami a
ligninem, coZ jeji rozlozitelnost jest¢ vice znesnadiiuje. V soucasnosti jsou uvazovany tii
hlavni  pfistupy kvyuziti  lignocelulézovych  odpadii:  enzymatickd  hydrolyza
lignocelulozovych substrati, jejich gasifikace do podoby syntetického plynu (neboli syngasu)
a pfima pfeména celuldézy na kone¢ny produkt pomoci celulolytického organismu. Hlavnimi
rozkladaci celuldozy v ptirod¢ jsou predevsim bakterie a houby. Bakterie rodu Clostridium
jsou anaerobni, gram-pozitivni bakterie, které jsou hlavnimi rozkladaci celulozy
v anaerobnich habitatech v ptirod¢ (napt. spodni vrstvy puidy, vodni sedimenty, travici trakt
byloZravych zvifat atd.). Jednd se o velmi malo prozkoumané mikroorganismy, které jsou
schopné utilizovat celuldzu s vysokou efektivitou a produkovat napt. organické kyseliny nebo
ethanol. Celulolyticka klostridia jsou také dileZitym modelem celulolytickych anaerobnich
bakterii.

Celuléza a lignocelul6zovy komplex

Celuloza je v pfirodé¢ velmi bézné se vyskytujici latka, jelikoz tvofi hlavni soucast
bunéénych stén vyssich rostlin. V ptirodé€ se typicky nevyskytuje v Cisté formé, ale jako jeden
z komponent velice rigidniho komplexu zvaného lignocelulézovy komplex. Tato velmi
stabilni matrice je sloZena ze tfi hlavnich slozek. Jedna se o celulozu, hemiceluldzy a lignin.
Tyto tfi latky se v lignocelul6zovém komplexu navzajem prostupuji a tvoii slozité struktury,
jako jsou napft. fibrily nebo platy (Obr. 1). Celuldza je polysacharid slozeny z glukézovych
podjednotek, které jsou navzajem propojeny B-1,4 glykosidickou vazbou. Tyto podjednotky
tvoti velmi dlouhé, zpravidla nerozvétvené fetézce. Hemicelulozy tvofi velmi heterogenni
skupinu polysacharidl, jejichz zakladnimi podjednotkami jsou rGzné monosacharidy
(glukdza, galaktdza, manoza atd.) a Casto 1 dalsi latky, jako jsou napt. uronové kyseliny.
Retézec hemiceluléz je také na rozdil od celulézy Castéji vétveny. Lignin je nahodny
kopolymer tvofeny predevsim z podjednotek 4-kumarylalkoholu, koniferylalkoholu a
sinapilalkoholu. Jednd se o hlavni komponentu ptfedev§im dfevnatych lignocelulézovych
substratt, kterym lignin dodava vysokou tvrdost a pevnost. Lignin je velmi tézko rozlozitelny
a piipadné degradacni produkty maji zpravidla silné antimikrobidlni ucinky (aromatické
slouc¢eniny). Tvoii proto Casto tenky obal kolem vldken celuléozy a hemiceluloz, ¢imz
intenzivné zabranuje rychlému mikrobidlnimu rozkladu téchto polysacharida (Obr. 1).

Zastoupeni zminénych tfi hlavnich slozek lignocelul6zového komplexu je velice
variabilni v zavislosti na pouZzitém substratu' (Tab. I). Kroms tfi zminénych zakladnich slozek
lignocelulozového komlexu se na jeho vystavbé podili také mnoho dalSich, minoritnich
slozek. Sem patii napiiklad rtizné anorganické soli, oxidy kfemiku, proteiny, jednoduché
cukry a disacharidy atd.
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Obrazek 1.: (A) typické usporadani tfi majoritnich slozek lignocelulézového komplexu (celuldza,
hemizceluldza a lignin). (B) struktura celobiozy (zakladni fetézici se podjednotka celulozy).

Diky svému slozeni (z gluk6zovych podjednotek) by mohla byt celuldéza vyuzita, jako
potencidlni zdroj uhliku a energie pro rizné biotechnologické procesy, jako je napt. vyroba
biopaliv pomoci bakteridlni ¢i kvasinkové fermentace. Lignocelulozovy komplex (a
koneckoncti i celuldza samotnd) je bohuzel velmi Spatné rozlozitelny a pouze specializované
organismy jsou schopny jeho rozkladu a vyuziti, jako zdroje uhliku a energie.

Tabulka I.
Ptiklady slozeni rtznych lignocelulézovych substrati. Zobrazené¢ tdaje jsou vyjadieny
v procentech celkové suché hmotnosti.

Material Celuldza [%] Hemiceluloza [%]  Lignin [%]

Dftevo listnatych stromt

(priimérma hodnota) 43-47 25-35 16-24
Dtevo ojehvhcrrlatych stromu 40-44 2529 5.3

(pramérna hodnota)
PSeni¢na slama 30-50 20-30 15
Je¢na slama 33-40 20-35 8-17
Proso 45 31 12
Stonky kukufice 35 25 35
Traviny 25-40 35-50 10-30
Zelené tasy 20-40 20-50 NA
Papir 85-99 0 0-15
Dobytc¢i hntij 2-8 2-4 3-6

NA: neobsahuje
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Moznosti vyuZiti lignocelul6zovych substrati

Jednim z pfistupti k vyuziti energie lignocelul6zového komlexu, je jeho umély rozklad
(enzymaticky ¢i fyzikalni) na 1épe fermentovatelné sacharidy a jejich nasledna fermentace.
Mezi tyto procesy patii predevsSim popsané metody chemicko-enzymatické hydrolyzy a
zplynovani. Pfi chemicko-enzymatické hydrolyze je nejdiive lignocelul6zovy substrat osetien
prvotni predipravou (suseni, mleti, peletizace atd.), nasledné je upraven chemickou C¢i
fyzikalni cestou pro lepsi vytéznost enzymatické hydrolyzy (parni expanze, kysela/zasadita
hydrolyza) a nakonec rozlozen na monosacharidy za pfidavku enzymt (celulazy,
hemicelulazy, amyldzy atd.). Ziskany hydrolyzat jiz obsahuje jednotky monosacharidi a lze
ho vyuzit k bakteridlni ¢i kvasinkové fermentaci. Mezi hlavni problémy tohoto procesu patii
pfedevsim vznik velkého mnozstvi inhibitord, které nasledné brani rtistu mikroorganismt a
taktéz pomérn¢ vysokd cena pouzitych celulaz a dalSich enzymu. Zplynovani (neboli
gasifikace) je metoda zalozené na zahtivani lignocelul6zového substratu na vysoké teploty za
pfesné regulovaného ptivodu vzduchu. Ziskany plyn (tzv. syngas) je sloZen pfedevs§im z CO,
CO, a H, a je vyuzitelny, jako zdroj uhliku a energie pro nékteré specializované
mikroorganismy, jako jsou napi. syngas-utilizujici klostridia. Hlavnim problémem vyroby a
fermentace syngasu je také pomérné vysokd cena samotného zpracovani biomasy, ale
pfedev§im velmi pomaly rist mikroorganismii a pouze omezené spektrum ziskatelnych
substrata.

Druhou moznosti je pifimd pfeména celulézy na produkt pomoci celulolytického
organismu. N¢kdy se tento proces oznacuje, jako CBP (,,consolidated-bioprocessing) a jeho
hlavni vyhodou je provedeni hydrolyzy i samotné fermentace v jednom kroku a pouze za
pomoci vlozeného mikroorganismu®. To samoziejmé miize vést k celkovému snizeni nakladi.
Hlavnim problémem CBP je velice pomaly rist celulolytickych mikroorganismi a také malé
vytézky produkta.

Organismy podilejici se na dekompozici lignocelulézovych zbytki

V ptirod¢ se v mistech s ptistupem kysliku podili na dekompozici lignocelul6zového
komplexu pfedevsim specializované houby a rizné aerobni druhy bakterii. V anaerobni zo6né
se potom na rozkladu podili vyhradné anaerobni bakterie. Mezi hlavni rozkladace celuldzy
v piirod¢ v riznych anerobnich habitatech patii pfedevsim nékteré bakterie rodu Clostridium
(tzv. celulolyticka skupina klostridit).

Klostridia jsou gram-pozitivni, striktné anaerobni, sporotvorné bakterie, které se
vyskytuji hlavné v ptidé€, ale lze je nalézt prakticky ve vSech habitatech obsahujici zbytky
rostlinné biomasy a naopak postradajici kyslik (vodni sedimenty, mocély, travici trakt
bylozravcu atd.). Dodnes bylo popsano pouze nékolik druhi klostridii, které by byly schopny
ristu in vitro a uéinného rozkladu celulézy. Piehled nejvyznamnéjsich popsanych
celulolytickych klostridii je uveden v tabulce II. Pro rozklad celulézy pouZivaji anaerobni
mikroorganismy (na rozdil od typické produkce extraceluldrnich hydroldz u organismu
aerobnich) membranove vdzané struktury — tzv. celulosomy. Jedna se o systém proteinovych
kotev, které vazi k membrané€ do tésné blizkosti vedle sebe rtizné enzymy nutné pro rozklad
lignocelul6zového komplexu (celulazy, hemicelulazy, enzymy rozkladajici lignin atd.). Diky
tomuto uspotradani mize probihat rozklad lignocelulézového substratu velice efektivne. Navic
bylo prokazano, ze napt. celulazy izolované z modelové bakterie C. thermocellum vykazuji
nejvyssi enzymatickou aktivitu ze vSech doposud popsanych celuldz viibec. Muze se tedy také
jednat o potencialni novy zdroj velmi u¢innych celulaz.
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Klostridia obecné patii mezi druhy vyuzitelné v biotechnologiich. Napt. druhy patfici
mezi tzv. solventogenni klostridia, jsou schopny produkovat organicka rozpoustédla (butanol,
ethanol) za pomoci ABE fermentace. Kyselinotvorna klostridia jsou zase potencidlné
vyuzitelnd napi. pro produkci kyseliny maselné. Celulolyticka klostridia jsou potencidlné
vyuzitelna v CBP procesech napt. pro produkci ethanolu ¢i butanolu (Tab. II).

Mezi hlavni problémy vyuziti celulolytickych klostridii patii jejich pomérné pomaly
rast a pfirozené nizka koncentrace vznikajicich produktt (napf. ethanolu). Problematicky je
také fakt, Ze se jednd o mikroorgasnismy stale pomérné Spatné popsané a pochopené, coz
vede ¢asto napf. k problémim b&hem kultivace, slozity vyvoj levného kultivaéniho média,

slozitou optimalizaci jejich rstu a rychlosti degradace lignocelul6zovych substratt atd.

Tabulka II.
Nejvyznamnéjsi, dosud popsané druhy celulolytickych klostridii.
, .. Hlavni produkt
Druh Teplotni opt. Zdroj izolace P y Ref.
fermentace
C. cellulolyticum Mezofilni Kompost Acetat, ethanol 3
C. cellulovorans Mezofilni Cistici nadrz Acetat, butyrat 4
C. cellobioparum Mezofilni Bachor skotu Acetat, ethanol 5
C. phytofermentans Mezofilni Puda Acetat, ethanol 6
, M i1 Acetat, ethanol,
C. thermocellum Termofilni Cistici nadrz . 7
laktat
, Acetat, ethanol
C. papyrosolvens Mezofilni Kompost L ’ 8
laktat
. , .. Acetat, ethanol,
C. josui Termofilni Vodni sediment , 9
butyrat
C. termitidis Mezofilni Termiti travici trakt Acetat, ethanol 10
C. cellulosi Termofilni Dobyt¢i hngyj Acetat, ethanol 11
. , . Acetat, ethanol
C. lentocellum Mezofilni Vodni sediment . ’ 12
laktat
. . e Butyrat, formiat,
C. herbivorans Mezofilni Praseci travici trakt T 13
ethanol
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Metody kvantifikace a vizualizace biofilmu

E. Kvasni¢kova, J. Masak

VSCHT v Praze, Ustav biotechnologie, Technickd 5, 166 28, Praha
Uvod

Biofilmy - kolonie pevné piichycené k povrchu a s typicky pozménénym fenotypem,
rychlosti riistu a genovou transkripci, mohou zpusobovat vazné infekce, které se velice
obtizng 1é¢i diky zvysené odolnosti téchto uskupeni vici antibiotikim. K pochopeni vlastnosti
a chovani biofilmi, které by pomohlo v medicin€ 1 jinych odvétvich, je tedy nutné tuto oblast
déle dukladné studovat. V dnesni dobé¢ jiz disponujeme zna¢nym mnozstvim kvantifika¢nich
metod a zobrazovacich technik, které se nabizeji jako u¢inny nastroj k vyzkumu biofilmu a je
nezbytné si tyto metody fadné osvojit, pfipadné je vhodné modifikovat pro zvyseni jejich
vyuzitelnosti.

Biofilm

Prokaryotni i eukaryotni builky maji schopnost vytvafet pfisedla spoleCenstvi na
raznych typech povrchi in vitro, stejné jako in vivo. Tomuto uskupeni se obecné tika biofilm.
Jedna se o konsorcium mikroorganismt jednoho i vice druhi, které jsou obklopeny matrici
extracelularnich polymernich latek (EPS), slozenych piedevsim z polysacharidd, proteint a
extracelularni DNA, jez mikroorganismy zijici ve formé biofilmu samy produkuji. Diky této
ochranné vrstvé jsou buiiky biofilmu mimo jiné schopné mezi sebou vzajemné komunikovat.
Matrice se dale také podili na pevném ptichyceni k povrchu a napoméha tak vytvaret
trojrozmérnou strukturu biofilmu (Lappin-Scott a Costerton, 2003), diky niz jsou biofilm
stabilni (Douglas, 2002).

Tvorba biofilmu (Obr. 1) zacind uchycenim planktonnich bunék na povrch
prostiednictvim van der Waalsovych sil. Pokud je tento krok GspéSny a mikroorganismus neni
odplaven, za¢ne vazbu upeviiovat, v pfipadé bakterii napt. pomoci pili. Nasleduje rust
mikrokolonie, produkce ochranného slizového obalu (extracelularni matrix) a faze zrani
biofilmu (maturace). V posledni fazi tohoto cyklu se po kompletnim vzniku biofilmu za¢nou
uvoliiovat jednotlivé bunky zpét do prostfedi, aby mohlo dojit k osidleni dalSich mist
(Harding a kol., 2009).

V lidském téle se biofilmy vyskytuji predev§im na cizich télesech, jako jsou kanyly,
katétry nebo implantaty, kde mohou vyvolavat fadu obtizné lécitelnych infekci. Je vSak znam
1 pozitivni vyskyt biofilml v lidském téle, a to napfiklad na stievni sliznici. Ten je tvofen
pievazné symbiotickymi bakteriemi, které zajiStuji ur€itou formu ochrany c¢loveka pred
patogennimi mikroorganismy (Rulik a Hola, 2011).

Obr. 1 Obecné schéma tvorby biofilmu (upraveno dle Emeryville Pharmaceutical Services,
2013)
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Priklady metod pro kvantifikaci biomasy biofilmu

Existuje celd tada technik, které umoziuji kvantifikovat biofilm. V této praci se
zaméiime na dvé v soucasné dob¢ nejcastéji pouzivané metody, které jsou pro jejich financni
nenarocnost a moznost pouziti pro vysoky pocet vzorkl pii jedné analyze pouzivany fadou
védeckych skupin pii screeningovych studii zabyvajicich se napftiklad vlivem biologicky
aktivnich latek na tvorbu biofilmu. Jedna se o metodu barveni biofilmu krystalovou violeti a
dale metodu XTT, které se vzajemné dopliuji predevsim proto, ze krystalovou violeti
muzeme obarvit veskeré struktury biofilmu, zatimco XTT metoda urci pouze mnozstvi bune¢k,
které jsou v biofilmu metabolicky aktivni.

Barveni krystalovou violeti

Jak jiz bylo feceno, tato nepfima kvantifikaéni metoda dava informaci o celkovém
obsahu biomasy. Jelikoz bylo fadou experimentdlnich studii dokazano, Zze molekula
krystalové violeti (Obr. 2) je schopna vazby s nukleovymi kyselinami, sacharidy, proteiny i
fadou dalSich struktur, je mozné tvrdit, Ze tato metoda v ptipadé barveni biofilmu kvantifikuje
veskeré bunécné struktury zivych i mrtvych bunék dohromady s mnozstvim EPS, které
biofilm obaluji.

i &
]
HyC—HN N—CH;
//_;,
C o
Y
IN\
H,¢ CHz

Obr. 2 Struktura molekuly krystalové violeti (upraveno dle Wakelin a kol., 1981)

Vazba krystalové violeti na nukleové kyseliny

Studium vazby mezi trifenylmethanovymi barvivy (napf. krystalova violet) a
deoxyribonukleovou kyselinou (DNA) vyustilo v mnoho riznych navrht mechanismu jejich
spolecné interakce.

Lerman a kol. (1961) zjistili, Ze vazba trifenylmethanovych barviv zvysi viskozitu
vzorku DNA srovnatelnym zptsobem jako ptisobeni akridinovych barviv, a proto navrhovali,
ze se jednd o interkala¢ni ¢inidla. Déle tato publikace uvadi, ze vazba na DNA vyraznég sniZila
reaktivitu aminoskupin pararosanilinu (Cervené trifenylmethanové barvivo), coz bylo brano
jako diikaz, Ze amonny kation je pfi vazb¢ alesponi ¢astecné zanofen do dvousroubovice DNA
(Lermano a kol., 1961).

Armstrong a Panzer (1972) potvrdili zvySovani viskozity roztoku po vzniku interakce
s DNA a navrhli moznost, Ze pararosanilin interkaluje do molekuly DNA takovym zptisobem,
7e je vylouCena dalsi interakce nejblizSich tii okolnich vazebnych mist na obou stranach
molekuly navédzaného barviva. Jako dal$i moZnost navrhli formu interakce, pii které
nedochdzi ke zvySovani viskozity roztoku. Pfi tomto druhu vazby je molekula barviva externé
pfichycena na povrchu DNA helix (Armstrong a Panzer, 1972).
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Podobné¢ Miiller a Gautier (1975) nesledovali pii svych experimentech vyrazny vliv
krystalové violeti na viskozitu roztoku s DNA a potvrdili, ze krystalova violet se vaze
nespecificky na povrch DNA. Kromé toho interaguje preferenéné se sousedicimi A-T pary
v molekule DNA (Wakelin a kol., 1981). Dale je také zcela ziejmé, ze afinita k interakci
krystalové violeti spolu k DNA ¢i RNA je rtiznd a prednostné vznikd komplex s na DNA
(Wakelin a kol., 1981).

Tyto poznatky shrnuli Wakelin a kol., 1981 ve své praci. Krystalova struktura
trifenylmethyl perchloridu podle nich ukazuje, ze se jedna o symetricky karbonylovy ion ve
tvaru vrtule, se tfemi koplandrnimi centrdlnimi vazbami na aromatické kruhy, které mezi
s sebou uzaviraji uhel 54°. Struktura této molekuly se vyznamné lisi od vzajemné spojenych
aromatickych kruhli béznych interkalacnich cinidel. Z tohoto divodu lze predpokladat, ze
interkalace tohoto karbonylového ionu je ze sterickych divodi vyloucena. Dalsi vyznamna
odlis$nost trifenylmethylovych barviv, od béznych interkala¢nich sloucenin, je jejich tendence
hromadit zbytkovy ndboj na para- substituentech, v piipadé krystalové violeti v symetrickém
uskupeni zdkladnich center. Tento model by mohl vést k vysvétleni mechanismu interakce
téchto barviv s molekulou DNA jinym zplisobem, nez je interkalace (Wakelin a kol., 1981).

Vazba krystalové violeti na proteiny

Santhanalakshmi a Balaji, 2001 sledovali vazbu krystalové violeti na lidsky sérovy
albumim a mlécény protein kasein. Ukézalo se, Ze krystalova violet’ je schopnéd vazby na tyto
proteiny. Pravdépodobnym mechanismem této vazby jsou hydrofobni interakce. V obou
ptipadech byla vazba krystalové violeti na lidsky sérovy albumin i1 kasein oznacena jako
monovrstevnad povrchova vazba.

Krom¢ toho také krystalova violet’ zptisobuje kaskadovou koagulaci lidského sérového
albuminu, ktera je vyvoldna pravé pritomnosti opac¢né nabitych molekul ve vodé rozpustného
barviva, ale nezplsobuje dimerizaci kaseinu. V pfitomnosti NaCl je podpofena vazba
krystalové violeti na kasein, coz znamend, Ze iontova sila roztoku ovliviiuje miru vazby
tohoto barviva. Velké rozdily ve zptisobu ovlivnéni pfitomnosti roztoku krystalové violeti u
téchto dvou testovanych proteinli naznacuji, Ze sekundarni projevy této vazebné interakce
také hraji svou roli pfi téchto reakcich (Santhanalakshmi a Balaji, 2001).

Vazba krystalové violeti na sacharidy

Sun a kol., 2007 sledovali vazbu krystalové violeti na heterogenni smés sulfonovych
polysacharidll - heparin. Zjistili, Ze negativné nabité molekuly heparinu mohou interagovat
s kladn¢ nabitymi molekulami krystalové violeti a vznikaji tedy elektrostatické interakce.
Smés polysacharidii ve vazbé s timto barvivem méni absorpéni maximum roztoku krystalové
violeti, které je bézné¢ 580 nm (Sun a kol., 2007).

Urceni metabolické aktivity bunék pomoci XTT metody

Tato kolometricka metoda vyuZivajici redukce transparentniho roztoku tetrazoliové
soli XTT (2,3-bis-(2-metoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilidova sil)
(Obr. 3) na barevny formazan je piimo imérné koncentraci zivotaschopnych bunék v roztoku,
vnémZ k této reakci dochédzi. Metabolicky aktivni buiiky jsou totiz schopné za pomoci
dehydrogenas (mitochondridlni dehydrogenasy, sukcinat-oxidasové systémy cytochromu
P450 ¢i flavoprotein oxidasova aktivita) enzymaticky Stépit XTT na ve vodé rozpustny
produkt — formazan. Za normdlnich okolnosti je tato reakce velice pomala (trva az 24 hodin),
ale diky ptfidavku menadionu dochézi k vyznamnému zrychleni procesu na fadové nékolik
minut (v zavislosti na mnozstvi ptfidaného menadionu). Pfidavek menadionu vyvoléd tvorbu
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superoxidu, jehoz pfitomnost zpusobi urychleni celé¢ reakce (Singh a kol., 2011). Ptesny
mechanismus tohoto ucinku neni zcela zndm, ale bylo navrzeno, Ze menadion muize byt
pfeménén pomoci riznych flavoenzymii (napt. NADPH cytochrom P-450 reduktasa, NADH
cytochrom B5 reduktasa a NADH-ubichinon reduktasa) na semichinon, ktery je poté
konvertovan v ptitomnosti kysliku na chinon, ¢imz vznika vysoce reaktivni superoxid (Castro
a kol., 2008). Druhou variantou je neenzymatickd reakce menadionu s riznymi thioly
pritomnymi v buiikach za vzniku jiz zminovaného semichinonu (Schopfer a kol., 2008).

Pti kvantifikaci mnozstvi biofilmu touto metodou muze dochdzet k nepiesnostem,
protoze spodni vrstvy zralého biofilmu byvaji casto v klidové formé a tudiz nevykazuji ptilis
vysokou metabolickou aktivitu. Z tohoto diivodu byl experimentalné sledovan vliv ptidavku
glukosy pii pfeméné¢ XTT na formazan a ukdzalo se, ze tento zpiisob mize minimalizovat
chyby této metody (da Silva a kol., 2008).

Obr. 3 Struktura molekuly XTT (da Silva a kol., 2008)
Piiklady zobrazovacich technik pro vizualizaci biofilmu

Vyvoj zobrazovacich technik zapocal jiz v roce 1665, kdy britsky geolog Robert
Hooke sestavil prvni opticky mikroskop, se kterym pozoroval plisné. Od tohoto vyznamného
milniku optické mikroskopie doslo k obrovskému rozvoji této oblasti. V soucasné dob& zname
techniky, jako jsou magneticka rezonan¢ni mikroskopie, skenovaci transmisni rentgenova
mikroskopie, skenovaci elektronova ¢i transmisni elektronova mikroskopie, mikroskopie
atomarnich sil nebo jedna z nejnové¢jSich a predevsim pro sledovani biofilmt velice vhodna
moznost - konfokalni laserova mikroskopie (Pawley, 2010).

Konfokalni mikroskop s rotujicimi disky

Konfokalni mikroskopie s rotujicimi disky (SDCM) je pomérn€ nova metoda, kteréd
potlacuje nékteré nevyhody klasické konfokalni laserové skenovaci mikroskopie (CLSM).
Obecny princip konfokalni mikroskopie spociva ve snimani jedné vrstvy vzorku, tedy fokalni
roviny. VSechny ostatni vrstvy jsou diky prichodu skrz fokalni $térbinu odstinény. Je mozné
nasnimat nékolik vrstev vzorku a ty poté pomoci softwaru poskladdat do 3D rekonstrukce.
Této moznosti se s vyhodou vyuziva pravé pii studiu biofilmi, jejichz rozvinutou 3D
strukturu je vétSinou ostatnich mikroskopickych technik jen velmi obtizné sledovat. Oproti
pomérné drastickému a pfedevsim velice zdlouhavému skenovani vzorku bod po bodég, ke
kterému dochdzi u CLSM spociva SDCM ve sniméni vétsiho poctu malych osvétlenych bodi
na povrchu vzorku. Danéd mista jsou nasledn¢ zobrazovéna na tadu direk v rotujicim disku.
Diky tomu je zcela odstinéna nezadouci fluorescence z mist mimo zabér vzorku. Pouziti
prostorového filtru umoziiuje snimat 1 matné vzorky, u kterych to doposud nebylo mozné a
vyrazné roz§ifuje moznosti vyuziti této techniky (Cohen, 2014).
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Produkce rhamnolipidi a jejich charakteristika

Jezdik R., Masak J.

VSCHT v Praze, Ustav biotechnologie, Technicka 5, 166 28, Praha

Surfaktanty jsou amfifilni molekuly obsahujici hydrofilni a hydrofobni ¢ast. Diky
jejich struktufe jsou surfaktanty schopné se vazat na mezifdzové rozhrani dvou nemisitelnych
kapalin (olej/voda, voda/vzduch), timto snizuji povrchové a mezifazové napéti téchto fazi a
umoznuji tvorbu emulse (Desai a Banat., 1997). Chemické surfaktanty jsou produkovany jako
vedlejsi produkty petrochemického primyslu, pievazné obsahuji anionické alkylbenzen
sulfonaty, nebo neionické alkylphenol ethoxylaty. Chemické surfaktanty jsou velice rozsifené
v Sirokém spektru aplikaci. Jsou napiiklad hojn¢ vyuzivany jako myci prostiedky. Ackoli,
jsou tyto latky velmi levné a Gc¢inné, tvofi negativni zaté€z pro zivotni prostiedi (Gutnick a
kol., 2011). Biosurfaktanty jsou strukturné velice rozmanitd skupina povrchové aktivnich
latek produkovanych mikroorganismy. Oproti chemickym surfaktantim maji mnoho vyhod,
napiiklad nizka toxicita, vysokd degradabilita, stability v §irSim rozmezi pH a salinity, coz
umociiuje jejich potencial pro vyuziti v ochrané zivotniho prostfedi (Desai a Banat, 1997).
AvSak ochrana Zivotniho prostiedi neni jediné odvétvi, kde lze biosurfaktanty vyuzit, nizka
akutni toxicita vi¢i savéim bunkdm umoziuje jejich pouziti naptiklad v kosmetice nebo
Iékatstvi (Sarkar a kol., 1989). NejprostudovanéjSimi biosurfaktanty jsou rhamnolipidy,
glykolipidy obsahujici jednu ¢i dvé hydroxy mastné kyseliny a jednu ptipadné¢ molekuly
rhamnosy (Soberon-Chavéz a kol., 2005). Produkce téchto latek je nejcastéji spojovana
s bakterialnim rodem Pseudomonas, konkrétné s potencialnim patogenem Pseudomonas
aeruginosa, avSak v dne$ni dobé je znama fada dalSich producentd jako naptiklad
Acinetobacter calcoaceticus, Enterobacter asburiae, Enterobacter hormaechei, Nocardioides
sp., Pseudoxanthomonas (Rooney a kol., 2009).

Produkce rhamnolipida je ovlivnéna mnoha faktory zahrnujici kompozici kultivacniho média
(zdroje C, N, P, stopové prvky), vedeni kultivace (teplota, pH, aerace) a produkéni
mikroorganismus (Santos akol., 2002). Tyto faktory neovliviiuyji pouze mnozZstvi
produkovanych rhamnolipidd, ale také maji vyznamny vliv na slozeni rhamnolipidové smési
(Soberon-Chavéz a kol., 2005).

Tento vyzkum je zaméfen vliv typu zdroje uhliku na charakteristické vlastnosti
rhamnolipidové smési produkované bakterialnim producentem Enterobacter hormeaechei B-
59185.

Material a Metody

Pouzity mikroorganismus

Pti sledovani produkce rhamnolipidl a jejich fyzikaln€ chemickych vlastnosti byly pouzit
kmen Enterobacter hormeachei B-59185 ziskany ze sbirky: ARS Culture Collection,
Bacterial Foodborne Pathogens and Mycology Research Unit, National Center for
Agricultural Utilization Research, USA.

Pouzita média
L-Broth médium: 10 g/l Trypton, 5 g/l kvasinkovy extrakt, 10 g/l NaCl
Médium pro produkci rhamnolipidt v g/l: KH,PO4 3,4;K,HPO4  4,4;NaNO;  9,5;KCl1 1,1;

NaCl 1,1; FeSO,4 . 7 H,0 0,00028; MgSO4 0,224; kvasni¢ny extrakt 0,5; ZnSO, . 7 H,O
0,00029; CuSO4 . 5H,0 0,00025; CaCl, . 4H,0 0,00024; MnSO, . 1H,O 0,00017.
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Zdroj uhliku: citrat sodny nebo glycerol v ekvivalnetnim moldrnim poméru vztazené¢ho ke
zdroji dusiku. Citrat sodny 66,35 g/, glycerol 41,5 g/1.

Pouzité metody
Piiprava inokula

200 ml sterilniho komplexniho média (zivny bujéon, L-B médium) bylo inukolovéano
bunécnou populaci z kryokonzervy a kultivovéno na tfepacce 100 ot/min, 48 hodin pii teploté
30 °C. Ziskana bunécna populace byla separovana centrifugaci (10000 g, teplota 10 °C, 10
min.) promyta sterilnim miniméalnim médiem. Nésledn¢ byla tato buné¢né suspenze pouzita
k zaoCkovani média pro produkci rhamnolipidt.

Bainkové kultivace pro produkci buisurfaktantu

Kultivace v Erlenmayerovych baiikach (500 ml) probihala za aerobnich podminek na
ttepacce (100 ot/min) ve sterilnim minimalnim médiu o objemu 200 ml pti konstantni teploté
(30 °C). K inokulaci byla pouzita promyta bunééna suspenze. Banky byly zaoCkovany, tak
aby hodnota optické density (OD4g9) byla 0,2+0,02.

Stanoveni rhamnosy (Dubois, 1956)

Mnozstvi rhamnolipidu bylo stanoveno nepfimo stanovenim obsahu rhamnosy.
Mnozstvi rhamnolipidu je pfimo tmérné mnoZzstvi stanovené, koeficient pro piepocet mezi
obéma latkami se 1isi dle zastoupeni jednotlivych slozek ve smési v zavislosti na poméru
jejich molarnich hmotnosti ku molarni hmotnosti rhamnosy.

Rhamnosa byla stanovena fenol-sirovou metodou pro stanoveni sacharidd, kterd je
zaloZena na barevné kondenzaci sacharidi s fenolem za ptitomnosti koncentrované kyseliny
sirové. Vysledné zabarveni smési bylo méfeno pomoci spektrofotometru, zavislost hodnoty
absorbance je linedrni v rozmezi 0 - 80 mg/1 sacharidu.

K 1 ml roztoku rhamnosy/ odstfedéného vzorku bunééné suspenze byl piidan 1 ml 5 %
roztoku fenolu a nasledné 5 ml koncentrované H,SO4. Smés byla promichana a ponechéna 10
minut pfi laboratorni teploté. Nasledné byla promichana a vloZena do termostatu na 20 minut
pii teploté 30 °C. Byla méfena absorbance smési pii 480 nm proti referencnimu vzorku, ktery
byl pfipraven stejnym zptisobem, misto roztoku rhamnosy byl pouZit stejny objem destilované
vody.

Izolace rhamnolipidu

Smés rhamnolipidi byla izolovana sraZzenim v kyselém prostfedi pH 2 — rhamnolipidy se
stavaji nerozpustnymi (Abdel-Mawgoud a kol., 2009). Po ukonceni kultivace byla bunécna
suspenze odstfedéna. Supernatant byl po separaci ochlazen na 4 °C a nasledné okyselen
kyselinou chlorovodikovou na pH 2, pii kterém se vysraZzela smés produkovanych
rhamnolipidii. Okyseleny roztok se ponechal v klidu a chladu 12 hodin, poté byl odstfedén.
Sedlina, ktera obsahovala smés rhamnolipidt, byla lyofilizovana. Z lyofilizatu byly
rhamnolipidy ziskany extrakeci organickymi rozpoustédly Methanol:chloroform 1:1.
Rozpoustédlo bylo nasledné odpateno.

Stanoveni kritické micelarni koncentrace

Kritickd miceldrni koncentrace (KMK) byla stanovena z grafického vyjadreni,
zavislosti kontaktniho uhlu na koncentraci rhamnosy. Pro odhad kritické micelarni
koncentrace byly pouzity udaje z literatury (Abdel-Mawgoud a kol., 2009). Preparaty
rhamnolipidu byly rozpustény v destilované vodé. Redénim bylo vytvofeno vice rtiznych
koncentraci, ¢ast roztokll v koncentraci pod KMK a ¢ast roztokit nad KMK.
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Jednotlivé roztoky rhamnolipidu byly kapany na polystyrenovou desticku. Kapka roztoku na
povrchu desticky byla vyfotografovdna a ziskany obraz nésledné vyhodnocen v programu
CAM 2008. Z naméfenych hodnot kontaktniho whlu (Obr. 1) jednotlivych roztokid byl
sestrojen graf, majici dvé casti, oblast pod KMK a nad KMK, obé ¢asti byly prolozeny
s vyuzitim linearni regrese a v pruseciku piimek byla odectena KMK.
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Obr. 1: Priklad grafického stanoveni kritické micelarni koncentrace pomoci kontaktniho uhlu.

Emulzifikace

Emulzifika¢ni aktivita rhamnolipidu byla stanovena podle Pornsunthorntawees (2008). 0,8 ml
vodného roztoku obsahujicim 0,5g/1 rhamnosy bylo smichéno s 1,2 ml organické slouceniny
(ropa, slune¢nicovy olej, hexan a ethylacetat). Smés byla v uzké zkumavce 1 minutu tfepana a
nasledné ponechana odstat pii pokojové teploté po dobu 24 hodin. Nésledné¢ byla zméfena
vyska celého sloupce a vySka emulze. Emulzifika¢ni index byl spo€itan vydélenim vysky
emulzifikované vrstvy vyskou celého sloupce a vyndsobenim této hodnoty stem. Kazdy pokus
byl proveden v péti paralelnich méfenich.

Oil-displacement test

Do velké Petriho misky (primér cca. 25 cm) bylo nalito pfiblizné 100 ml vody. Do ni bylo
pipetovano 80 pl surové ropy, ktera na povrchu vytvotila film. Do stfedu bylo nakdpnuto 20
ul vodného roztoku rhamnolipidu o koncentrace 0,5 g(rthamnosy)/l. Petriho miska byla
poloZena na milimetrovy papir a vyfotografovana fotoaparatem AIAF Power Shot A620 a byl
zméfen pramér Ciré zony. U kazdého rhamnolipidu bylo provedeno osm opakovéni

Vysledky

Vliv zdroje uhliku na rist a produkci rhamnolipida

Pro sledovani vlivu zdroje uhliku na charakteristické vlastnosti rhamnolipidové smési byly zvoleny
citrat sodny a glycerol. Tyto latky byly v médiu obsaZeny ve shodném molarnim poméru ke zdroji
dusiku C/N.

Z grafického vyjadreni ristové kiivky a kiivky produkce rhamnolipidu (Obr. 2) je patrné, ze pfi
pouziti glycerolu jako zdroje uhliku je dosazeno 10,5 g/l rhamnosy za ptiblizné 250 hodin kultivace,
zatimco v pfipadé pouziti citrtatu sodného jako zdroje uhliku (Obr. 3) bylo dosazeno pouze 0,32 g/l
rhamnosy za stejny ¢asovy usek kultivace. Z téchto vysledkl 1ze konstatovat, Ze glycerol zastoupeny
ve stejném molarnim mnozstvi je vhodné&j$i zdroj uhliku pro produkci rhamnlipidid timto
mikroorganismem.
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Obr. 2. mRustova kiivka E. hormaechei mkoncentrace rhamnosy pii pouziti glycerolu o
koncentraci 41,5 g/l jako zdroje uhliku
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Obr. 3. mRistova kiivka E. hormaechei mkoncentrace rhamnosy pfti pouziti dihydratu citratu
sodného o koncentraci 66,35 g/l jako zdroje uhliku.

Stanoveni charakteristickych vlastnosti

Z vysledku kritické micelarni koncentrace (Tab. I), je patrné, ze thamnolipid produkovany pouzitym
kmenem v pfitomnosti glycerolu jako zdroje uhliku dosahuje velice nizké hodnoty (5,6 mg/l), oproti
20,5 mg/l v ptipad€ pouziti citratu sodného jako zdroje uhliku. Z téchto vysledkii 1ze konstatovat, ze
rhamnolipid produkovany na glycerolu je vyrazné 0¢ingjsi, jak vyplyva z definice kritické micelarni
koncentrace.

Tab. 1. KritickA micelarni koncentrace rhamnolipidi produkovanych E. hormaechei
v zavislosti na zdroji uhliku v produkénim meédiu.

Kritickd micelarni koncentrace [mg/1]
glycerol 5,6
citrat sodny 20,5

Mezi charakteristické vlastnosti rhamnolipidli je fazeno stanoveni emulsifikacniho indexu. Jak
vyplyva z grafického vyjadieni (obr.4), Ze bakterie Enterobacter hormeachei B-59185 je schopna pii
kultivaci na glycerolu jako zdroji uhliku produkovat rhamnolipid, ktery vykazuje vyssi emlsifikacni
index na vSech emulgovanych latkadch. V piipadé emulgace slunecnicového oleje bylo v piipade
pouziti rhamnolipidu produkovaného na glycerolu dosazeno 72 % stability emulse, zatimco pti pouZiti
citrtatu jako zdroje uhliku bylo dosazeno piiblizn€ 45%.
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Obr. 4 Stanoveni emluzifikaéniho indexu rhamnolipidd produkovanych bakterii Enterobacter
hormeachei B-59185, v pfitomnosti riznych zdroja uhliku (glycerol a citrat sodny).

Doplitkovym testem pro stanoveni efektivnosti surfaktantii je oil displacement test. Tento test je
zalozen na tvorb€ Ciré zony pridavkem surfaktantu na hladinu vody s filmem hydrofobni kapaliny.
Cim je dosazeno vétiiho priméru ¢iré zony, tim je surfaktnat G¢inn&jsi. Z grafického vyjadfeni (Obr.
5) vyplyva, ze rhamnolipid produkovany bakterii Enterobacter hormeachei B-59185 vykazuje vyssi
aktivitu v tomto testu a dosahuje prioméru ¢iré zony 11 cm.
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Obr. 5 Oil displacement test thamnolipidi produkovanych bakterii Enterobacter hormeachei B-59185,

v ptitomnosti riiznych zdrojii uhliku (glycerol a citrat sodny).

Zavér

Pti sledovani vlivu zdroje uhliku na produkci rhamnolipidu a néasledné na vlastnosti naprodukované

rhamnolipidové smési byla zjiSténa tato fakta. Za prvé, pro produkci rhamnolipidii, z hlediska

maximalizace produkce je vhodngjsi pouzit glycerol jako zdroj uhliku. Za druhé, naprodukované
rhamnolipidy byly podrobeny testim na stanoveni charakteristickych vlastnosti surfaktantd.

Z vysledkl plyne, Ze rhamnolipid produkovany na glycerolu vykazuje vyssi povrchovou aktivitu nez

rhamnolipid produkovany na citratu a to ve vSech testech.
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Antimikrobialni ucinky nanocastic
Padrovéa K., Cejkova A.

VSCHT v Praze, Ustav biotechnologie, Technicka 5, 166 28, Praha

Uvod

Vyvoj rezistentnich ¢i multi-rezistentnich kmenii patogennich mikroorganismd, které
pusobi vazné potize nejen v oblasti mediciny, nuti k vyvoji modifikovanych ¢i zcela novych
ucinnych latek. Nicméné hledani novych latek, pfipadné chemicka modifikace stavajicich,
nezaru¢i snizeni rozvoje rezistence u patogent (Huh a kol., 2011). Vznik rezistence
predstavuje proces vyvoje a adaptace mikroorganismu v reakci na selektivni tlak urcité latky,
a proto vyvoj latek novych mozna vyiesi stavajici komplikace spojené s rezistenci, ale mtize
také zpuisobit vznik novych rezistentnich kment (Rice, 2009).

V souvislosti s touto problematikou je dnes stale vice diskutovana moZznost aplikace
n¢kterych typl nanocastic, jako mozné alternativy tradi¢nich 1é¢ivych ptipravki. Nanocastice,
diky své velikosti, disponuji fyzikalné-chemickymi vlastnostmi odliSujicich je od svych
makroskopickych analogii. Velikost ¢astic v rozmezi od 1 do 100 nm umoziuje relativné
snadny prinik bunéénymi membranami do cytosolu, kde mohou dale interagovat s bunéénymi
komponenty. Naproti tomu, velky specificky povrch usnadiiuje jejich interakce s bunéénym
povrchem (Blecher a kol.,, 2011). Nespornd vyhoda nanocéstic spociva v komplexnim
mechanismu jejich ptisobeni. Pfestoze podrobny popis vSech moznych ucinkii nanoc¢astic na
exponovanou buiiku je stale pfedmétem vyzkumu, je ziejmé, Ze nanocastice interferuji s vice
bunécnymi pochody soucasné. Proto pravdépodobnost vyvoje mikroorganismu rezistentnich
vici uCinkiim nanocéstic je téméf nulovd. Mezi dals$i vyhody patii také lepsi dlouhodoba
stabilita nanoc¢éstic, vyssi odolnost ¢i niz§i cenova narocnost na vyrobu nez u komercné
dostupnych antibiotik. RovnéZz ptipadné komplikace spojené s nizkou ucinosti, specifitou ¢i
vys§i mirou nezadoucich vedlejSich u€inkt daného typu nanocastic je mozné vyftesit relativné
snadnou pfipravou rizné¢ povrchové modifikovanych analogi (Huh a kol., 2011).
Nanocastoce lze také vyuzit jako nosice pro bé€zné uZzivana 1éCiva, ¢imZ muze byt posilena
nejen jejich ucinost, ale také cileni a biodistribuce v organismu (Zhang a kol., 2010).

Piikladem nanocastic s prokazanou antimikrobialni aktivitou jsou napfiiklad nano-Ag,
nano-Ti0,, nano-ZnO, nano-CuO (Hajipour a kol., 2012; Rice, 2009). V nékterych piipadech
byl popsédn antimikrobidlni Uc¢inek nano-Au, respektive nanocastic obsahujicich zlato.
Samotné nano-Au nedisponuji pfili§ vysokou antimikrobialni aktivitou. Nicméné jsou zndmy
ptipady, kdy pravé povrchovou modifikaci nano-Au antibiotikem byl zvySen ucinek tohoto
antibiotika vii¢i piivodné jiz resitentnimu bakteridlnimu kmenu (Pelgrift a kol., 2013).

Z hlediska silného antimikrobidlniho chovani nanocastic jsou dnes piedevSim
diskutovany nanocastice stifbra. Casto jsou pouzivany napiiklad v textilnim primyslu, byvaji
soucdsti preparatii na CiSténi vody nebo obalovych materidli (Rai a kol., 2009).
Antimikrobidlni charakter nano-Ag byl prokazan proti nékterym multirezistentnim kmeniim
patogent, mezi které patii S. aureus, P. aeruginosa, Bacillus cereus nebo zastupci rodu
Candida (Duréan a kol., 2010; Panacek a kol., 2009). Jejich u¢inek byl dokonce popsan i vici
nékterym virim (Galdiero a kol., 2011).
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Material a metody

Modelové mikroorganismy
Jako modelové mikroorganismy byly pouzity G- bakterie Pseudomonas aeruginosa
(NRRL B-59188) a kvasinka Trichosporon cutaneum (CCY 30.5.10). Mikroorganismy byly
kultivovany v komplexnim mediu, L-broth medium pro bakterii a zivny bujon pro kvasinku.

Nanocastice nano-Au a nano-Ag

Vodné suspenze obou studovanych typli nanocéstic (nano-Ag, nano-Au) byly
stabilizovany ptidavkem polyethylenglykolu (10 obj. %). Stfedni velikost nanocastic 20 nm.
Nanogastice byly pfipravené doc. Ing. Petrem Slepitkou, Ph.D. (Ustav inZenyrstvi pevnych
latek, VSCHT).

Screeningové experimenty

Screeningové experimenty byly zaméfené na stanoveni minimalnich inhibi¢nich
koncentraci pro studované nanocastice u modelovych mikroorganismti. Experimenty
probihaly v mikrotitratnich destickach v mikrokultivacnim zafizeni Bioscreen C pfi
kultivaéni teploté 30 °C.

Vysledky a diskuze

Obr. 1a 2 ilustruje u€inek vybranych typii nanocastic na modelové mikroorganismy.
Jedna se o screeningové experimenty, které byly provedeny za ti¢elem stanoveni minimalnich
inhibi¢nich koncentraci (MIC), a z namé&fenych hodnot bude vychdzeno pii navazujicich
experimentech. M¢éfeni potvrdila silny antimikrobidlni wc€inek nano-Ag. V pfipadé
P. aeruginosa byla stanovena MIC jiz po expozici 16 mg/l nano-Ag, narist biomasy byl po
24 hodinové kultivaci neceld 2 % v porovnani s kontrolni populaci (obr. 1 a). Vyrazna
inhibice ristu byla zaznamenana i1 u studované kvasinky T. cutaneum, 50 % poklesu narlstu
jiz po expozici 10 mg/l nano-Ag (obr. 1 b). Presto hodnoty MIC bylo dosazeno az pfi
koncentraci 31 mg/1 (narast 2,7 %).
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Obr. 1 a, b. Vliv riznych koncentraci nano-Ag na rist modelovych mikroorganismi;
a) G- bakterie Pseudomonas aeruginosa; b) kvasinka Trichosporon cutaneum.

31



Konference — Kvasna chemie a bioinZzenyrstvi 2015, 9.-10.4.2015, UB, VSCHT Praha

Mechanismus G¢inku nano-Ag je zalozen na adsopci nanocastic na bunéénou membranu, kde
v disledku interakci s proteiny vazajici ve své molekule siru dochdzi k naruSeni jeji
permeability. Zaroven nanocastice penetruji do cytosolu, kde interaguji s dal$Simi
makromolekulami, pfedevsim DNA. Plsobeni nano-Ag vede rovnéz k poSkozeni dychaciho
fetézce. Toxické piisobeni je jesté umocnéno uvoliiovanim Ag' ionty, které indukuji produkci
reaktivnich forem kysliku (Huh a kol., 2011; Rai a kol., 2009).

Experimenty s nano-Au (obr. 2 a, b) potvrdily vyrazné niz$i antimikrobidlni G¢inek tohoto
typu nanocastic (Pelgrift a kol., 2013). U bakterie P. aeruginosa byl rtst vyraznéji inhibovan
az po expozici vyssim koncentracim a MIC nano-Au byla stanovena pro koncentraci 32 mg/I.
V piipadé kvasinky (obr. 2 b) neméla zadna z testovanych koncentraci nano-Au vyrazny
toxicky ucinek. Byla pozorovana pouze mirna inhibice riistu. Narast pfi maximalni testované
koncentraci (36 mg/1) byl 61 % v porovnani s kontrolni populaci.
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Obr. 2 a, b. Vliv riznych koncentraci nano-Au na rust modelovych mikroorganismi;
a) G- bakterie Pseudomonas aeruginosa; b) kvasinka Trichosporon cutaneum.

Utinek jednotlivych typli nanoéastic na mikroorganismy se zna¢né lisi. Zavisi napiiklad
na velikosti, tvaru nebo povrchovém naboji nanocastic. Naptiklad obecné plati, Ze s klesajici
velikosti nano€astic, roste jejich toxicita vii¢i exponovanym bunikdm. RovnéZz druh daného
mikroorganismu a jeho aktualni fyziologicky stav ma znacny vliv na rozsah toxického
plisobeni nanocéastic. Mnohem citlivéjS§i jsou bunky prokaryotnich mikroorganismi
v porovnani s eukaryoty (Seil a kol., 2012). Potencialni aplikace nanocastic je proto vzdy
potieba prozkoumat na konkrétnim piipadé.

Zavér

Provedené experimenty jsou pouze pilotnimi testy, které mapuji U¢inek vybranych
typll nanocastic, které budou v budoucnu rozsifeny jesté o dalsi typy (nano-Pd, nano-Pt).
Utinky jednotlivych typti nanoéastic budou porovnany nejen z hlediska jejich uginku na
bunécnou viabilitu, ale také z hlediska vybranych projevii jejich plisobeni (napt. schopnost
indukovat oxidativni stres). Ziskané vysledku budou rovnéz pouzity jako vstupni informace
pro studium u¢inkli nanocastic na mikrobialni biofilmy.
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Modelova predikce a skutecna adheze baktii kazicich pivo na koloidni
castice nerzové oceli

Martina Brozové, Tomas Branyik

VSCHT v Praze, Ustav biotechnologie, Technicka 5, 166 28, Praha

Striktné anaerobni bakterie rodu Pectinatus a Megasphaera piedstavuji v pivovarském
pramyslu stale vétsi riziko a to diky dneSnimu trendu co nejvice snizit obsah rozpusténého
kysliku v pivu, za ucelem zajisténi jeho dlouhodobé senzorické a koloidni stability. Vychazi
se z predpokladu, Zze tyto anaerobni bakterie mohou dlouhodobé piezivat i v aerobnim
pivovarském prostiedi, diky své schopnosti vytvéfet, nebo se inkorporovat do mikrobidlnich
biofilml. Adhezi mikroorganismii na pevny substrat lze povazovat za piirodni formu
imobilizace bunék a zplsob pieziti v nepfiznivém prostiedi. Porozuméni a ptredpovéd
mechanismi uskuteciiujicich adhezi bunék na nosi¢ vede k usnadnéni kontroly mikrobialni
kontaminace, k navrzeni u¢innéjSiho zptsobu, jakym ptedejit adhezi mikroorganismi, a k
ucinnéj§imu predchazeni poskozeni nékterych provoznich zatfizeni. Cilem piedlozené prace
bylo vyjadfit schopnost bun€k bakterii Pescinatus frisingensis DSM 20465 a Megasphaera
cerevisiae DSM 20461 interagovat s nerezovou oceli. K predikci mikrobidlni adheze na nano
castice nerezové oceli byl pouzit model XDLVO a metody méfeni kontaktnich thll a zeta
potencidlu. Vysledky matematické predikce byly porovnany s vysledky realné adheze
zkoumanych bakterii na nano Castice nerezové oceli. Bylo zjisténo, Ze u¢innost separace
zavisi na ptidaném mnozstvi nano ¢astic nerezové oceli a na iontové sile a pH prostiedi. Podle
XDLVO teorie 1ze nejsilngjsi interakce mezi bunikami zkoumanych bakterii a nano ¢asticemi
nerezové oceli predpokladat v 10 mM roztoku KCI pii pH 3 a pH 7. Tyto predpoklady byly
potvrzeny 1 experimentalnim ovéfenim adheznimi testy. U Megasphaera cerevisiae DSM
20461 se realnd adheze bun€k shoduje s predikci adheze podle teorie XDLVO pro vSechna
testovana prostfedi. U Pectinatus frisingensis DSM 20465 se redlnd adheze bun€k shoduje s
predikci adheze podle teorie XDLVO pouze u 10 mM roztokt KCI. Z vysledkii tedy obecné
vyplyva, ze je teorie XDLVO dobrym nastrojem pro pochopeni fyzikalné-chemické podstaty
adheze mikroorganismii. Je ovSem nutné brat v potaz, Ze tato teorie pracuje s tfadou
zjednodusSujicich ptedpokladi a Ze se realné systémy nechovaji idealné.
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Kutinazy v novych primyslovych aplikacich

Hana Bahounkov4, Jan Paca

VSCHT v Praze, Ustav biotechnologie, Technicka 5, 166 28, Praha

Kutindza z Thermobifida cellulosilytica byla rekombinantné exprimovana v Escherichia coli
BL21 (DE3) a porovnana s kutindzou z Humicola insolens pro rizné aplikace. Hlavnim cilem
bylo nalezeni potencidlu pro primyslové vyuziti. Byla prokdzéna schopnost kutindzy
recyklovat syntetické polymery. Vysoky enzymsubstratovy pomér vedl pii hydrolyze ke
vzniku TA se vzirstajici inkubacni dobou. S nizkymi poméry byly pozorovany zmény po
del3i inkubaéni dobé. Utinek piidavku dimethylsulfoxidu na hydrolyzu byl patrny po del§im
Case. Polyethylentereftalatovy film byl kutindzou funcionalizovan. Bylo prokédzano, ze
kutinazy vykazuje rozdilné vlastnosti pii formovani povrchovych reaktivnich skupin. Zvyseni
hydrofilicity bylo stanoveno kontaktnimi ihly. Nejvyssi dosazeny ubytek byl 28.4°. Kutinaza
ma rovnéz potencidl pro hydrolyzu kyseliny poly-L-mlécné, pii které bylo dosazeno
nejvyssSiho ubytku kontaktniho uhlu 45,82° po 24 h.a po dels$i dobé hodnoty jiz nebyly
detekovatelné z divodu vysoké hydrofilicity. Kutindaza byla také z 99,84 % uspéSné
imobilizovana a poté katalyzovala polyesterovou syntézu, poly(1,4-butylen-adipatu) s Mn 137
g/mol. Vysledky byly na zavér porovnany s dostupnou literaturou.
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Zvyseni trvanlivosti nefiltrovanosti piva pomoci vysokého hydrostatického
tlaku

Markéta IvaniSova, Pavel Dostalek

VSCHT v Praze, Ustav biotechnologie, Technicka 5, 166 28, Praha

Nefiltrované pivo se vyznacuje obsahem Zzivych kvasinek a proto je doba jeho trvanlivosti
omezend. Klasicka tepelna pasterace pro zvySovani trvanlivosti tohoto népoje neni vhodna,
jelikoz puasobeni vysoké teploty vede nevyhnutelné k destrukci kvasinek, coz neptiznivé
ovlivituje senzoricky profil. Pro ucely této prace byly pro tlakovou pasteraci nefiltrovaného
piva vybrany dvé metody, které jsou primyslové pouzivany pro zvySovani biologické
stability dzust a ovocnych §tav. Jednalo se o oSetteni 400 MPa po dobu 25 minut a 550 MPa
po dobu 10 minut. U takto oSetfenych vzorkl byl proveden mikrobiologicky rozbor zaméteny
na mnozstvi a viabilitu pivovarskych kvasinek i kontaminujicich mikroorganismti a GC-MS
analyza senzoricky aktivnich tékavych latek (alkohold, karbonylii, esterti a organickych
kyselin). Posledni ¢4st této prace byla vénovéna senzorickému hodnoceni tlakem oSetfenych
piv prostiednictvim trojihelnikového testu shodnosti a deskriptivni analyzy, zamétené
zejména na intenzitu ovocné, kvasnicové, autolyzacni, oxidacni, lepenkové a maselné chuté
piva.

36



Konference — Kvasna chemie a bioinZzenyrstvi 2015, 9.-10.4.2015, UB, VSCHT Praha

Identifikace produktii termickych a oxidacnich reakci polyfenolii jeémene a
chmele

Aneta Lucokovéa, Marcel Karabin

VSCHT v Praze, Ustav biotechnologie, Technicka 5, 166 28, Praha

Tato diplomova prace byla vénovana studiu degradacnich reakci polyfenolovych sloucenin
sladu a chmele v modelovych a Ctvrtprovoznich podminkach. V modelovych experimentech
byla u 21 polyfenolovych sloucenin sledovana mira degradacni reakce a vznik novych
produkti, k jejichz identifikaci bylo vyuzito kombinace HPLC s UV detekci a UHPLC s
vysokorozliSovaci tandemovou hmotnostni spektrometrii. U péti zkoumanych polyfenola byla
prokédzana Uplnad degradace za danych podminek a u dal§ich deviti piesahovala mira
degradace 70 rel. %. Bylo zjiSténo, ze na miru termické a oxidativni degradace polyfenolti ma
zéasadni vliv nejen teplota prostfedi a koncentrace kysliku, ale i pocet a poloha navazanych
substituentli, pfipadné¢ také vzdéalenost karboxylové skupiny od aromatického jadra
fenolovych kyselin. Vysledky modelové studie byly ovéfeny i v realnych podminkéch
ctvrtprovoznich sladovacich pokust. Byl potvrzen rozhodujici vliv dotahovani na obsah
polyfenoll, nicméné velmi vyznamny je i vliv podminek kli¢eni, zejména s ohledem na
uvolnovani polyfenolovych latek z vazby na ostatni slozky zrna.
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Mikrobialni produkce kyseliny jantarové

Adéla Urbanska, Jan Kolek, Petra Patakova

VSCHT v Praze, Ustav biotechnologie, Technicka 5, 166 28, Praha

Kyselina jantarovd je soucasti citratového cyklu a ve form¢é sukcindtu nebo
sukcinyl-CoA je pfitomna témét ve vSech mikrobidlnich, rostlinnych a Zivocisnych bunikach.
Je pouzivana jako antimikrobidlni agens, regulator kyselosti a md vyznamny stabilizacni
ucinek na aminokyseliny a vitaminy, ¢imz zvySuje jejich vyuzitelnost. Pravdépodobné
nejznamé&j$im producentem této kyseliny je bakterie Actinobacillus succinogenes, izolovana
z bachoru, kterd tvofi kyselinu jantarovou za anaerobnich podminek, obvykle zéaroven
s tvorbou kyseliny octové, mraven¢i a mlécné. Uvadi se, ze kyselina jantarova se tvofi za
soucasné spotteby CO; a sacharidického zdroje uhliku. Experimenty vSak bylo zjisténo, ze
vysoké koncentrace (28,9 g/l), kyseliny jantarové se dosahne i bez probublavani bioreaktoru
pomoci CO,. Vytéznost produkce kyseliny jantarové pifi tomto experimentu byla 39,7 %
s produktivitou 0,7 g/l/h. Po kultivaci bez probublavani CO, byla jedinym vedlejSim
produktem, pouze kyselina octova v koncentraci 6,37 g/l. V bioreaktoru s probublavanim CO,
byla na konci experimentu pfitomna vedle kyseliny jantarové o koncentraci 14,88 g/, také
kyselina octova o koncentraci 6,63 g/l a kyselina mlé¢na o koncentraci 12,37 g/I.

Uvod

Posledni dobou jsou mezi nejvyznamnéjSimi producenty kyseliny jantarové uvadény
bachorové bakterie, proto jsme se v praci zabyvali kultivaci bakterie Actinobacillus
succinogenes ATCC 55618 v bioreaktorech a moznostmi jejiho vyuziti pro produkci kyseliny
jantarové. Tyto kultivace byly realizovany za i bez doddvani oxidu uhli¢itého jako substratu
pro fosfoenolpyruvat karboxykinazu. Déle bylo produkéni médium modifikovéano za ucelem
zjednoduseni a zlevnéni. Bakterie Actinobacillus succinogenes byla kultivovana také na
médiich s hydrolyzatem pefi a slamy, jako potencidlnimi zdroji dusiku a uhliku. Ziskané
vzorky byly analyzovany pomoci metody HPLC, ¢imZ byly stanoveny koncentrace
jednotlivych produkovanych kyselin a zbytkové glukézy.

Material a metody

Pro vsadkové a pfitokované kultivace v bioreaktorech byla pouZita bachorova bakterie
Actinobacillus succinogenes ATCC 55618 ze sbirky mikroorganismt ,,American Type
Culture Collection (ATCC), jez byla uchovdvana ve formé kryokonzerv. Bakterie
Actinobacillus succinogenes byla kultivovana v inokulacnim thioglykolatovém médiu a
nasledné v produkénim médiu o slozeni uvedeném v Tab. 1. Kultivace probihala nejprve
anaerobné v tekutém inokula¢nim médiu pfti teploté 37 °C po dobu 24 hodin a nasledné byla
pfeockovavana do tekutych médii v Erlenmeyerovych baiikkdach nebo do vsadkovych ¢i
pritokovanych bioreaktori. V bioreaktorech byly kultivace vedeny za 1 bez pfistupu oxidu
uhli¢itého po dobu az 72 hodin. Regulace pH byla zajiStovana hydroxidem sodnym a michani
bylo nastaveno na 350 otacek za minutu. Z divodu sledovani mozné kontaminace a
pozorovani narlstu bakterie byla v pribéhu experimentu provadéna mikroskopicka kontrola.

Tab. I: Produkéni médium pro kultivaci bakterie Actinobacillus succinogenes (sloZeni je
uvedeno v g/l)

38



Konference — Kvasna chemie a bioinZzenyrstvi 2015, 9.-10.4.2015, UB, VSCHT Praha

PRODUKCNI MEDIUM

Glukéza 60 g
kvasnicny extrakt 145¢g
kukufiény vyluh 12¢g
KH2PO4 3 g
KzHPO4 1,5 g
NaCl lg
MgCl, 03¢g
CaCl, 03¢g
Voda 1000 ml

Vysledky

Pii kultivaci bakterie Actinobacillus succinogenes se pii modifikaci produk¢éniho
média, jako mozné vhodné osvédéilo i médium bez kukuficného vyluhu, pficemz prubéh
vsadkové kultivace je zobrazen na Obr. €. 1.

Vsadkova Kkultivace bez CSL

” \

40 =o—glukdza
= =-jantarova
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Obr. €. 1: Pribéh vsadkové kultivace bez kukuti¢ného vyluhu

Pti kultivacich na médiich z hydrolyzath pefi a slamy bohuzel nebyla prokdzana jejich
vhodnost jako produkéniho média pro produkci kyseliny jantarové.
Vsadkova kultivace s davkovanim oxidu uhli¢itého byla provedena s pocatecni koncentraci
glukozy 60 g/l. Jeji pribéh je znazornén v grafu na Obr. €. 2, pficemz byla vedena az do 70-té
hodiny, ale jiz ve 35-té hodin€ bylo dosaZeno koncentrace kyseliny jantarové 50 g/l. Jedinym
vedlejsim produktem byla pouze kyselina octova o koncentraci necelych 10 g/l.
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Obr. €. 2: Graficky zndzornény prabéh kultivace ve vsadkovém bioreaktoru s piisunem CO,,

Pii kultivaci bez dodavani oxidu uhli¢it¢tho byla vysledna koncentrace kyseliny
jantarové, pii stejné pocatecni koncentraci glukézy 60 g/1, dle predpokladu vychazejiciho z
metabolismu bakterie Actinobacillus succinogenes, vyrazné niz$i nez pii kultivaci s oxidem
uhli¢itym. Koncentrace kyseliny jantarové dosahovala maximalné necelych 20 g/l, pficemz
nebyla majoritnim produktem, kterym se stala kyselina mlécna o koncentraci téméi 30 g/l.
Vedlejsim produktem byla také kyselina octovd, kterd dosahovala koncentrace 12 g/l.
Celkovy priibéh kultivace je vyobrazen v grafu na Obr. €. 3.
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Obr. ¢. 3: Pribéh vsadkové kultivace bez ptisunu oxidu uhlicitého.

Pti ptitokované kultivaci byla pocatecni vsadkova koncentrace glukozy 25 g/l a
nasledné bylo mezi 15-tou a 25-tou hodinou pfitokovano vzdy 2,75 g/l/h glukoézy. Ptitokovani
glukozy bylo navrzeno dle spotieby glukdzy v obdobnych casovych intervalech pii vsadkové
kultivaci. Glukéza byla beze zbytku spotfebovadna, avSak nepotvrdila se vétSi vhodnost
pfitokované kultivace oproti vsadkové z diivodu omezené limitace substratem, jelikoz
kone¢né koncentrace kyseliny jantarové dosahovaly 27 g/1, jak je patrno v grafu na Obr. €. 4.
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Obr. ¢. 4: Pitokovana kultivace bakterie Actinobacillus succinogenes.

Pti dalsi ptitokované kultivaci byla na pocatku vsadka gluk6zy o koncentraci 25 g/l a
nasledn¢€ mezi 15-tou a 25-tou hodinou bylo ptitokovéano vzdy 3 g/l/h glukézy a mezi 25-tou a
40-tou hodinou pfitokovano 0,725 g/l/h. Pfitokovani gluk6zy bylo zvyseno z diivodu tplného
spotfebovani substratu v predchozim meéfeni. Kultivace byla vedena do 40-t¢ hodiny a
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glukoza za tuto dobu nebyla spotiebovana. Konecnd koncentrace kyseliny jantarové
dosahovala 27 g/l, jak je patrno v grafu na Obr. €. 5.

Pritokovana kultivace 11
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Obr. &. 5: Pritbéh pritokované kultivace s celkovou koncentraci glukézy témét 60 g/l.

Diskuze a zavér

Pti kultivaci kmene Actinobacillus succinogenes ATCC 55618 v Erlenmeyerovych

bankach v pozménéném produkénim médiu byl pozorovan zietelny nartist. Nasledna analyza
odebranych vzorkl ukézala, Ze produkéni médium bez kukufiéného vyluhu by mohlo byt
témeéf stejné tak vhodnym pro produkci kyseliny jantarové pomoci Actinobacillus
succinogenes, jako originalni produkéni médium. Koncentrace kyseliny jantarové v ptivodnim
médiu dosahovala 17,9 g/l a koncentrace v médiu bez kukufi¢ného vyluhu az 17,1 g/l. Pti
vsadkové kultivaci v bioreaktoru s pocateni koncentraci glukézy 60 g/l a s davkovanim
oxidu uhli¢itého byl potvrzen predpoklad vysoké produkce kyseliny jantarové; az 50 g/l
s minimem vedlejSich produktl, vyvozeny z metabolického schématu bakterie, kdy je oxid
uhli¢ity vyznamnym regulatorem reakce katalyzované fosfoenolpyruvat karboxykindzou. To
také souhlasi s tidaji v literatuie (McKinlay et al., 2007, Zou et al., 2011). Zaroven kultivace
v bioreaktoru bez dadvkovani oxidu uhli¢itého korespondovala s témito pfedpoklady, jelikoz
bylo dosazeno necelych 20 g/l kyseliny jantarové, pficemZ majoritnim produktem byla
kyselina mlé¢na o koncentraci az 30 g/I. Na zakladé vysledkl z kultivaci v Erlenmeyerovych
bankach byl navrZzen a proveden experiment v bioreaktorech na produkénim médiu bez
kukuficného vyluhu. Poc¢atecni koncentrace glukozy byla pro néasledné porovnani stejné jako
u predchozich kultivaci v bioreaktorech 60 g/l. Bylo dosaZeno koncentrace kyseliny jantarové
okolo 30 g/l, coz je nesrovnatelné 50 g/l kyseliny jantarové vyprodukované v klasickém
produkénim médiu, avSak na druhou stranu je kukuficny vyluh jednou s nejdrazsich sloZzek
média, tedy nédklady na produkci byly takto vyrazné snizeny.
Podle rychlosti spotfeby glukézy v prubéhu vsadkové kultivace byly navrzeny ptitokované
kultivace, jez byly realizovany s pocatecni vsadkou glukozy 25 g/l. Pii ptitokovanych
kultivacich bylo dosaZeno koncentrace kyseliny jantarové 27 g/l, pficemz vytéznost kyseliny
jantarové byla pouze necelych 50 %, avSak u ptivodni vsadkové kultivace byla dosazena
vytéznost 83 %. Nepotvrdil se tedy predpoklad vétsi vhodnosti ptitokované kultivace
z diivodu snizeni inhibice substratem, resp. gluk6zou.
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Produkce mastnych kyselin psychrofilnimi kvasinkami

Veronika Zajicova, Irena Kolouchova

VSCHT v Praze, Ustav biotechnologie, Technicka 5, 166 28, Praha

Mastné kyseliny jsou vyznamné slouceniny s Sirokym uplatnénim. Mezi nejzajimavéjsi
mastné kyseliny patii esencidlni mastné kyseliny o3 a w6. Tyto kyseliny maji vyznamné
postaveni ve vyziveé Cloveéka, a proto se vyuzivaji jako dopln€k stravy. Mezi vyznamné
esencidlni mastné kyseliny patii linolova (18:2), a-linolenova(18:3), arachidonova,
eikoisapentaenova (EPA) a dokosahexaenova (DHA). V dnesni dobé jsou tyto mastné
kyseliny ziskdvany pfedevsim z ryb. Nicméné stale stoupa zajem o vyzkum novych zdroji
pro jejich vyrobu. Mezi mozné alternativy by se mohly zatadit psychrofilni kvasinky.
Psychrofilni kvasinky si vyvinuly fadu mechanismi, které jim umoziuji adaptaci na chladné
prostfedi. Mezi tyto mechanismy také patii vyssi obsah nenasycenych mastnych kyselin v
bunécné membrang. V piedlozené praci jsme se proto zaméfili na studium profilu mastnych
kyselin u vybranych psychrofilnich kvasinek Cryptococcus vistoriae, Cystofilobasidium
capitatum, Holtermanniella wattica, Kondoa malvinella, Mrakiella aquatica, Mrakiella
cryoconiti a Rhodotorula lignophila ziskanych ze sbirky DBVPG Industrial yeast collection, a
Trichosporon sp. izolované z jeskyné¢ Domica na Slovensku. V prvni ¢asti experimentalni
prace byl sledovan rust studovanych mikroorganismu v zavislosti na ¢tyfech teplotach (4°C,
10 °C, 20 °C a 28 °C). Druha cast prace je pak vénovana kvantitativni a kvalitativni analyze
lipidt v ziskané biomase.
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Vliv nanoéastic Zeleza na riist mikrobnich populaci
Bajerové K., Padrova K., Cejkové A.

VSCHT v Praze, Ustav biotechnologie, Technicka 5, 166 28, Praha

UvoD

Nanocastice zeleza nalezly své uplatnéni predevS§im pfi feSeni problematiky
remediaci kontaminovaného prostfedi, v porovnani s ostatnimi dekontamina¢nimi
technologiemi se jednd o technologie ucinné, rychlé a cenové dostupné. Diky rychlému
rozvoji nanotechnologii se aplikace nanocastic zeleza postupné rozsifily 1 do dalSich oborti,
mezi nimiz jsou napiiklad farmaceutické obory a nanomedicina. Unikatni vlastnosti
nanoCastic zeleza zavisi nejen na jejich tvaru a velikosti, ale také na povrchovych
modifikacich, a vSechny tyto faktory umoziuji aplikaci riznych typi nanocastic zeleza pro
dané, specifické ucely (Calero M. a kol., 2014; Cundy A. B. a kol., 2008). Malé¢ rozméry,
velky specificky povrch a vysoka reaktivita nanocastic Zeleza nulové valence vSak zaroven
negativné ovliviiuji jejich biologickou aktivitu. Pfestoze podrobny mechanismus, jakym
nanocastice Zeleza plisobi na bunky, zatim nebyl zcela objasnén, je ziejmé, ze kliCovou tlohu
hraje schopnost nanocastic indukovat vznik reaktivnich forem kysliku, jejichz nadmira mize
v buiikach zapficinit vznik oxidativniho stresu. Oxidativni stres lze vyjadfit jako nerovnovahu
mezi produkei reaktivnich forem kysliku a schopnosti degradovat nebo opravovat chyby jimi
zpusobené, tedy pokud bunky nadale nemohou regulovat mnoZzstvi reaktivnich forem kysliku,
muize dochazet k riznym interakcim s biomolekulami (lipidy, proteiny i DNA), v krajnich
ptipadech az k bunééné smrti. (Keenan Ch. R. a kol., 2009; Kunwar A. a kol., 2011; Lushchak
V., 2001). Aby nebylo naruseno mikrobni spolecenstvi v remediované pud¢, je snaha snizit
cytotoxicitu nanocastic zeleza a zaroven zachovat jejich u€innost pro dekontaminace. Toho
l1ze dosédhnout naptiklad zabranénim interakci nanocéstic Zeleza s bunikou. V této souvislosti
se jako jedna z moZnosti protekce nabizi aplikace huminovych latek, které jsou pfirozenou
soucasti organické hmoty a ochotné se vazi na bunéény povrch (Chen J. a kol., 2011; Johnson
R. L. akol., 2009; Kosobucki P. a Buszewski B., 2014).

METODY

Pomoci komeréné dostupnych nanocastic Zeleza NANOFER 25 (NanoFe 25)
od firmy Nanoiron s.r.o. (Ceska republika) byla u kvasinky Trichosporon cutaneum
(CCY 30.5.10) zkoumana mira oxidativniho stresu stanovenim vybranych projevil
oxidativniho stresu — peroxidace lipidd, hladiny karbonylovanych proteinii, aktivita
superoxiddismutasy (SOD) a miry akumulace reaktivnich forem kysliku (ROS). Jako
protektanty vici toxickému plsobeni nanocastic byly pouzity huminové kyseliny (HK)
(SJO2b/0A a VOOATL). HK byly ziskany izolaci z oxyhumolitu, ktery pochazel z odlisnych
lokalit Ceské republiky (Vyzkumny ustav anorganické chemie, a.s. Usti nad Labem).

Buniécna populace byla vystavena ucinkim studovanych latek vzdy na konci
exponencialni faze bunécného ristu. Nasledné byly buitkky oddéleny centrifugaci (9000g,
10 min), promyty a ptevedeny do 10 ml 0,05 M fosfatového pufru (PB). Bunky byly
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zkoumany v rizném uspoiadani experimentii — pisobeni samotného NanoFe 25 (do PB
pridano NanoFe 25 a bunécnd suspenze ODy4pp= 0,600 = 0,005); soucasné pusobeni NanoFe
25 a HK (do PB pfiddno NanoFe 25, HK a bunéénd suspenze ODgpo= 0,600 £+ 0,005);
pusobeni NanoFe na preinkubované buiikky s HK (do PB ptfidana HK a bunécna suspenze
ODypp= 0,600 = 0,005, bunky byly preinkubovany 15 min, poté byly odstiedény (9000 g,
10 min, 10 °C) a nasledné resuspendovéany v 10 ml PB, k takto pfipravené bunécné populaci
bylo pfidano NanoFe 25); preinkubace NanoFe 25 s HK a nasledné pusobeni na bunécnou
populaci (do PB pfiddno NanoFe 25 a HK, po 15 min preinkubace byly nanocastice
separovany centrifugaci (9000 g, 10 min, 10 °C), poté¢ byla pfidana bunécnd suspenze
ODypp= 0,600 £ 0,005). Vzdy bylo ptfidavano NanoFe 25 a HK tak, aby vysledné koncentrace
NanoFe 25 byla 1 g/l a vysledna koncentrace HK 0,3 g/l. Uginkiim studovanych latek byly
bunécné populace vystaveny po dobu 15, 30 a 60 min, po uplynuti piislusSného casového
intervalu byla bunécnd populace odstfedéna (9000g, 10 min, 10 °C). Pro ucel stanoveni
produktli lipoperoxidace, karbonylace a stanoveni aktivity SOD byla provedena dezintegrace
bunék.

Pro stanoveni produktu lipoperoxidace byl jako standard pouzit malondyaldehyd,
nejbéznéjsi produkt lipoperoxidace. Malondyaldehyd reaguje s kyselinou 2-thiobarbiturovou
za vzniku barevného aduktu. K 1 ml dezintegrovanych bunék byl pfiddn 1 ml roztoku
thiobarbituratu (0,029 M kyseliny 2-thiobarbiturové v 8,75 M kyselin€¢ octové), smés byla
uzaviena bakteriologickym uzdvérem, inkubovdna 60 min pii 95 °C a nasledn¢ prudce
zchlazena na ledu. K chladné smési bylo ptidano 3,5 ml n-butanolu a smés byla vortexovana
2 minuty. Naslednou centrifugaci (9000 g, 10 min, 4 °C) byla oddélena butanolova frakce
a zméfena jeji absorbance (532 nm). Mira lipoperoxidace byla vyjadiena v jednotkéch
TBARS/g suSiny (thiobarbituric acid reactive substances).

Pro stanoveni produkti karbonylace byla nejprve, na zdkladé metody
dle Bradfordové, stanovena koncentrace celkovych proteinit ve vzorcich dezintegrované
populace. Principem této metody je kolorimetrickd reakce barviva Coomassie Brilliant Blue
G-250 s molekulou proteinu. Pro sestrojeni kalibracni kiivky byl jako standard pouzit hovézi
sérovy albumin. Do jamek mikrotitratni desticky bylo napipetovano 10 pl vzorku nebo
standardu. Poté bylo ptfidano 200 pl nafedéného barviva Coomassie Brilliant Blue G-250
(1 dil koncentrovaného barviva a 4 dily demineralizované vody). Absorbance byla métena pfi
vlnové délce 595 nm.

Stanoveni produktli karbonylace proteinii je metoda zaloZzena na derivatizaci
karbonylové  skupiny proteinu  dinitrofenylhydrazinem (DNPH) a  nasledném
spektrofotometrickém stanoveni vzniklého produktu (375 nm). Metodika stanoveni byla
provedena dle protokolu, ktery byl sou¢asti OxiSelect™ Protein Carbonyl Spectrophotometric
Kit (Cell Biolabs, INC.).

Pomoci fluorescenéniho barveni byla sledovana akumulace ROS. Po expozici byly
buniky separovany centrifugaci (9000 g, 10 min, 10 °C) a resuspendovany v 10 ml 0,05 M
fosfatového pufru (pH = 7,0), poté byl pfidan 2,7-dichlorfluorescin diacetat (DCFH-DA) tak,
aby jeho koncentrace byla 0,052 M. Bunky byly vystaveny DCFH-DA po dobu 15 minut.
Lipofilni molekula DCFH-DA ochotné prostupuje membranou do cytosolu, kde je Stépena
na nefluorescen¢ni slouceninu 2,7-dichlorfluorescin, jejiz oxidace molekulami ROS vede
ke vzniku vysoce fluorescencni slou€eniny 2,7-dichlorfluoresceinu. Mira fluorescence
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je piimo umérnéa koncentraci ROS v cytosolu (Jakubowski W. a Bartosz G., 2000). Po 15 min
inkubace s DCFH-DA byly bunky odstfedény (9000 g, 10 min, 10°C), dvakrat promyty
v 10 ml chlazené demineralizované vody a resuspendovany v 1 ml 0,05 M fosfatového pufru
(pH = 7,0). Fluorescence byla méfena pfi vlnové délce excitatniho maxima A= 488 nm
a pii vlnové délce emisniho maxima A= 520 nm.

Aktivita SOD byla stanovena jednou znepfimych metod, ktera je zaloZena
na redukci tetrazolinové soli reakci se superoxidovym radikal-aniontem (O,-) na barevny
formazan (450 nm). V pfitomnosti SOD O, interaguje primarn¢ s timto enzymem a tvorba
barevného formazanu je inhibovana. Metodika byla provedena dle SOD Assay Kit
(Sigma-Aldrich, INC.).

VYSLEDKY A DISKUZE

Jednou z prokazanych pfi¢in cytotoxického plisobeni nanocastic je jejich schopnost
generovat reaktivni formy kysliku a tim vyvolavat oxidativni stres (Keenan Ch. R. a kol.,
2009). Stanoveni produktii peroxidace lipidd, jako jednoho z projevil pfitomnosti oxidativniho
stresu, muze poukazat na miru bunééného poskozeni zpusobeného aplikaci nanocastic
nulamocného Zeleza. Ziskané hodnoty mohou dat ptedstavu predevSim o mife oxida¢niho
poskozeni bunééné membrany, kde je nejvyssi zastoupeni lipidickych slozek (Boggs J. M.,
1980). Na obr. 1 je zndzornéna mira lipoperoxidace po expozici NanoFe 25 a vliv HK na
modulaci G¢inku NanoFe 25. Vlastnosti huminovych latek jsou rozmanité a vliv na né ma
nejen slozitd struktura a zastoupeni funkénich skupin v molekule, ale také zpisob jejich
izolace (Madronova L. a kol., 2010).
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Obr. 1: Mira lipoperoxidace po expozici Trichosporon cutaneum nanoFe 25 (1 g/l) a HK
(0,3 g/l) v Case za razného experimentalniho uspotradani; SJ02b/oA a VOOAT1 jsou oznaceni
pro danou HK.
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Z obrazku 1 je patrné, ze ptitomnosti HK se hodnoty TBARS (a tedy mira lipoperoxidace)
snizuji v porovndni s hodnotami, kdy jsou bunky T.cutaneum vystaveny pouze U¢inkiim
nanoFe 25. Bylo také zjisténo, ze efektivita protekce zavisi nejen na typu pouzité¢ HK, ale také
na poradi, ve kterém jsou HK, respektive nanocastice, pridavany k bunécné populaci. Nejveétsi
protektivni u¢inek HK byl prokazan v ptipadé, kdy burniky byly nejprve preinkubovany s HK
SJ02b/0A a nasledné vystaveny plisobeni nanocastic zeleza, hodnoty TBARS byly v tomto
piipadé¢ srovnatelné s hodnotami TBARS naméfenymi uneexponované populace
(628,0 nmol/g susiny TBARS). Po 30 min piisobeni nanoFe 25 na preinkubované buiiky s HK
SJ02b/0A byla ziskana hodnota 481,8 nmol/g susiny TBARS. Dalsi vyznamné snizeni
hodnoty TBARS Ize pozorovat za podminek, kdy byly buiiky vystaveny ucinklim nanoFe 25
preinkubovanych s HK VOOA1 — po 60 min expozici byla hodnota 583,5 nmol/g suSiny
TBARS oproti kontrole. Protektivni charakter HK byl potvrzen také Chen a kol. (2011)
na Bacillus subtillis a Escherichia coli a také Li a kol. (2010) na Escherichia coli (zkoumali
pusobeni nanoncéstic zeleza a huminovych latek o koncentraci 10 — 80 mg/1).
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Obr. 2a, b, ¢, d: Porovnani karbonylace proteint a peroxidace lipidii po vystaveni
Trichosporon cutaneum a) uc¢inkiim nanoFe 25 1 g/l, b) soucasnému pusobeni nanoFe 25
(1 g/l) a HK SJ02b/oA (0,3 g/1) c) preinkubaci bun¢k s HK SJ02b/oA (0,3 g/1) a nasledné

vystaveni ptisobeni nanoFe 25 (1 g/l) a d) ptisobeni preinkubovanych nanoFe 25 (1 g/l) s HK
SJ02b/oA (0,3 g/l) v Case.
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Dal$im moznym projevem piitomnosti oxidativniho stresu je karbonylace proteint.
Stanoveni produktii karbonylace proteini miize rovnéZz poukdzat na miru bunécného
poskozeni zplisobenou aplikaci nanoFe 25. Na nésledujicim obrazku (obr. 2) jsou znazornény
zévislosti charakterizujici zménu v zastoupeni karbonylovanych proteinti v ¢ase za rtiznych
podminek experimentu a porovnany s hodnotami TBARS naméfenych za stejnych podminek.
Aplikaci huminovych latek bylo ve vétSin€ piipadi zaznamenano snizeni dopadt oxidativniho
stresu. Bylo také zjisténo, ze efektivita protekce zavisi nejen na typu pouzité¢ HK, ale také na
potadi, ve kterém jsou HK, respektive nanocastice, ptridavany k bunécné populaci.

Pro detekci akumulace reaktivnich forem kysliku (ROS) v bunécném cytosolu bylo
pouzito fluorescencni barveni (pfidani 2,7-dichlorfluorescinu, obr. 3). Intensita fluorescence
je pfimo imérna mnozstvi pfitomnych reaktivnich forem kysliku. Timto zpisobem je mozné
ziskat predstavu o schopnosti nanocastic Zeleza generovat reaktivni formy kysliku.
Akumulace reaktivnich forem kysliku byla méfena po vystaveni ucinkim nanoFe 25
a u preinkubovanych bun¢k s HK SJ02b/oA, které byly nasledné exponovany uc€inkim
nanoFe 25. Tento zpiisob uspofaddni experimentu byl z hlediska snizeni toxického plisobeni
nanoFe, na zéklad¢ ptfedchozich experimentil, zhodnocen jako nejucinngjsi.
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Obr. 3a, b: Intensita fluorescence po vystaveni Trichosporon cutaneum a) G¢inktim nanoFe 25
(1 g/l), b) preinkubovanych bunék s HK SJ02b/oA (0,3 g/l) a ndslednému vystaveni ucinkiim
nanoFe 25 (1 g/l) v ase.

Z obrazku 3 je patrné, Ze po expozici nanoFe 25 je v bumkach pfitomno zvySené
mnozstvi ROS. 1 u preinkubovanych bunck s HK SJ02b/oA byla intensita fluorescence
celkové nizs8i (obr. 3b), nez u bunék vystavenych samotnému plisobeni nanoFe 25. Intensita
fluorescence po 15 min je az 20 krat vysSi nez v buiikkach neexponovanych (obr. 3a). Po
30 min pisobeni je intensita fluorescence sniZena (oproti neexponovanym buinikdm je hodnota
vyS$§i pouze 8 krat), Tento jev miZe byt zplsoben mobilizaci obrannych reakci
mikroorganismu na stresové prostfedi. Zapojeni obrannych bunéénych mechanismi proti
pfemife ROS potvrzuji také data charakterizujici aktivitu superoxiddismutasy (obr. 4).
U exponovanych bunék byl po 30 min plisobeni NanoFe 25 pozorovan vyrazny narust aktivity
tohoto enzymu. Také v praci Nair a Chung (2015), ktera byla zamétfena na toxické piisobeni
nanoCastic stfibra, byl prokdzdn znacny narist regulace exprese genu pro Cu/ZnSOD
po expozici nanocastic stiibra jako odpoveéd na zvySené mnozstvi ROS v cytosolu bunék.
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Jak jiz bylo zminéno, schopnost bunék vystavenych podminkdm oxidativniho stresu
branit se pifed plisobenim ROS miize byt také sledovdna méfenim aktivity antioxidacnich
enzymu. Zmeéna Uc¢innosti jednoho z klicovych antioxida¢nich enzymi, superoxiddismutasy
(SOD), je znazornéna na obrazku 4a, b. U kvasinkové populace Trichosporon cutaneum byla
aktivita toho enzymu sledovdna po vystaveni u¢inkim nanoFe 25 a ucinkim nanoFe 25
na preinkubované bunky s HK SJ02b/oA.
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Obr. 4a, b: Zména ucinnosti aktivity SOD po vystaveni Trichosporon cutaneum a) G¢inkim
nanoFe 25 (1 g/l) a b) preinkubovanych bunék s HK SJ02b/oA (0,3 g/l) a naslednému
vystaveni u¢inkiim nanoFe 25 (1 g/l).

Po expozici nanoFe 25 (1 g/l) byla aktivita SOD zvysena az po 30 min pisobeni, kdy byla
zaroven aktivita SOD nejvyssi (oproti neexponovanym buiikdm byla téméf 1,5 krat vyssi).
Aktivita SOD u preinkubovanych bunék s HK SJ02b/oA byla po jejich expozici nanoFe 25
vyrazné niz§i. K mirnému navyseni doSlo jen po 15 min piisobeni nanocastic, poté aktivita
tohoto enzymu klesala. Aplikaci NanoFe 25 na preinkubované buiiky s HK vSak bylo
mnozstvi reaktivnich forem kysliku v cytosolu snizeno a aktivita superoxidismutasy byla
srovnatelna s kontrolni populaci. V souladu s praci Aeschbacher a kol. (2012), jejichz prace
byla zaméfena na antioxida¢ni vlastnosti HK, je mozné, ze HK mize pusobit také jako
antioxidant, vychytava volné kyslikové radikaly a tak ptispiva ke sniZeni jejich mnozstvi a
obrané proti oxidativnimu stresu.
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Vliv bazické oblasti nukleokapsidového proteinu na tvorbu zralé a nezralé
retrovirové ¢astice

Alzbéta Dostalkova, Michaela Rumlova

VSCHT v Praze, Ustav biotechnologie, Technicka 5, 166 28, Praha

V mé diplomové praci jsem se zaméfila na studium bazické oblasti nukleokapsidového
proteinu Mason-Pfizerova opi¢iho viru a jejiho vlivu na tvorbu a infektivitu Castic. Byla
piipravena série tii provirovych konstrukti kodujicich mutace bazické oblasti. Nejprve byla u
piipravenych konstrukti studovana schopnost tvofit nezralé, intacytoplasmatické, Castice v
tkanovych bunkdach HEK 293 pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM). K
ovlivnéni tvorby nezralych ¢astic nedoslo ani u jednoho z mutanti. Ze snimkt je vSak patrné,
ze dva mutantni konstrukty ovlivnily proces puceni virovych castic z bunék. Pro stanoveni
infektivity byla zavedena a optimalizovana imunochemickd metoda ELISA. Dvé ze
zavedenych mutaci infektivitu zasadné ovlivnily, oproti divokému kmenu u nich doslo ke
snizeni na 13 % az 60 % infektivity divokého kmenu. Kvantifikaci inkorporované virové
genomové RNA jsme zjistili, Ze u mutantli se snizenou infektivitou také dochazi k nizsi
inkorporaci RNA. Z mé prace vyplyva, Ze bazickd oblast se podili na inkorporaci virové
genomové RNA a ovliviluje proces puceni. Zda tyto kroky spolu souvisi je pfedmétem
dalsiho studia.
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VIiv baicaleinu na tvorbu a stabilitu biofilmu kvasinek

Hefmanova A., Kvasni¢kova E., Cejkova A.

VSCHT v Praze, Ustav biotechnologie, Technickd 5, 166 28, Praha

Uvod

Strukturované mikrobialni spoleCenstvi jedné ¢i vice populaci reversibilné ptipojené
k abiotickému ¢i biotickému povrchu se bézn€ oznacuje jako biofilm (Cao a kol. 2008). Jedna
se o dynamické mikrobidlni komunity, které stfidavé prechazi mezi planktonni a piisedlou
formou ristu v reakci na rizné podnéty okolniho prostiedi (Uppuluri a kol. 2010). Vliv tvorby
biofilmu na patogenitu a rezistenci mikroorganismi zduraziluje potfebu novych
antibiofilmovych latek, které by mohly inhibovat tvorbu biofilmu nebo zni¢it pfedem
vytvoreny biofilm a zaroven by nebyly toxické pro cloveka (Kagan a kol. 2014).

Biofilmy jednobunéénych eukaryot

Mikrokolonie, které jsou zakladem biofilmu, mohou byt tvofeny jednim ¢i vice
mikrobnimi druhy v zavislosti na podminkach prostiedi, ve kterém biofilm vznika
(Davey a O‘Toole 2000). V ptirodnim prostredi se biofilmy vyskytuji ve vicedruhové podobé.
SloZeni biofilmu je rozmanité, mohou byt tvofeny bakteriemi (Streptococcus, Staphylococcus,
Escherichia, Salmonella a Rhodococcus, aj.), kvasinkami (Candida, Trichosporon,
Saccharomyces), plisnémi (Aspergillus, Fusarium, Penicillium) a v neposledni fadé i sinicemi
(Anabaena flosaquae) ¢i fasami (Pediastrum boryanum) (Rulik a kol. 2011). U zralych
biofilmlh na rozdil od planktonnich kultur byla maélokdy pozorovdna mezidruhova
konkurence. Ikdyz jeden zkment dominuje v dusledku vysSiho tempa rtstu, druhy
si zachovava vysokou zivotaschopnost (Nikolaev a Plakunov 2007). K nejvyznamnéjSim
jednobunéénym eukaryotnim mikroorganismim tvoficim biofilm patfi kvasinky, nicméné
studium téchto biofilmi je stidle ve vyvoji oproti biofilmlim bakteridlnim, které jsou jiz
pomémn¢ detailné prostudovany (Kuhn 2002). Vhodny modelovy organismus pro popsani
eukaryotickych biofilmi je hlavni patogen rodu Candida kvasinka C. albicans (Obr. 1).
Biofilm rodu Candida je obecné trojrozmérné struktury, 1i8i
se v zavislosti na druhu materidlu, na kterém roste, druhem kvasinky (Estivill a kol. 2011),
a dale je jeho uspotfadani ovlivnéno i parametry Zzivotniho prostfedi (Kumamoto 2002).
Mikroskopické studie ukazuji, ze C. albicans tvoti komplexni biofilmy, jejichZ tloustka muze
byt 50-350 pum (Ramage a kol. 2009), které se skladaji ze souvislé vrstvy bazalnich
blastospor, pokrytou silnou matrici extracelularniho polymerniho materialu (EPS) a bun&k
hyf. Formovani biofilmu je sekvenéni proces zahrnujici adhezi mikroorganismu
k abiotickému ¢i slizni¢nimu povrchu 1 k substratu (Fanning a Mitchell 2012). Dle studie
Chandra a kolektiv, 2011 lIze tvorbu biofilmu kvasinky C. albicans na fazovém rozhrani
vodné prosttedi — pevny povrch rozdélit do tii vyvojoveé odlisnych fazi: rand, stfedni a faze
zrani. Dle délky trvani: rand faze 0 — 11 hod, stfedni faze 12 — 30 hod a faze zrani 38 — 72
hod. Okolo jedenacté hodiny kultivace bun¢k dochazi k odlisné genové expresi u planktonni
formy riistu a biofilmu. Déle se uplatituji faktory adherence, které jsou diilezité pro formovani
biofilmu. Stfedni faze charakterizuje vznik EPS, ktery piekryva houbové mikrokolonie
(Chandra a kol. 2001). V pribéhu vyvoje biofilmu dochazi neptetrzité k disperzi bungk,
v z&vislosti na fazi rGstu biofilmu. Maximalni pocet bun¢k se uvolni béhem stfedni faze,
avSak uplné zastaveni disperze bun¢k nebylo nikdy zpozorovano. Rozsah a rychlost disperze
biofilmu C. albicans do zna¢né miry ovliviiuje dostupnost zdroje uhliku a pH. Kromé
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negativnich projevil biofilmli popsanych nize, lze vyuzit i pozitivnich vlastnosti biofilmi
v fad¢ biotechnologickych odvétvi primyslu (Rulik a kol. 2011).

Zastupci rodu Candida jsou v soucasné dobé Casto izolovany z lidskych tél jako
patogeny, které zplsobuji lidskd onemocnéni (Silva a kol. 2011). Infekce krevniho teciSté
jsou casto spojené se zavedenymi implantaty do lidského téla (Silva-Dias a kol. 2014)
a obvykle jsou spojeny s tvorbou biofilmu (Evensen a Braun 2009). Kandidéza se muze lisit
ve svém projevu od relativné mirnych koznich mykéz az po Zivot ohrozujici systémové nebo
diseminované onemocnéni (Serpa a kol. 2012). Recidivujici kandidéza je bé&zna, avSak
zavazna systémova infekce, obvykle s fatalné vysokou morbiditou a mortalitou (Kang a kol.
2010). Mortalita u pacientd s invazivni kandidézou miize byt az 40 % (Chandra a kol. 2001).
Jako dal$i vyznamny lidsky patogen byla hlasena C. parapsilosis (Obr. 1), pfestoze se jedna
o typického komenzala lidské ktize (Gacser a kol. 2007). Béhem poslednich deseti let dochazi
k dramatickému zvySeni jejiho vyskytu. Nyni je druhym nejvice rozsifenym druhem rodu
Candida v krevnich kulturach (Kuhn a kol. 2002). Nejedna se vSak o obligatni lidsky patogen,
protoze dochazi k izolaci i z jinych zdrojt jako jsou zvitata, ptida a motské prostfedi (Trofa
a kol. 2008). Kvasinka C. krusei (Obr. 1) se vyrazné lisi od jinych druhi rodu Candida
a to strukturdlnimi a metabolickymi funkcemi. Na rozdil od vétSiny ostatnich druhd, které
maji vejcovity tvar, jsou buniky C. krusei obecné podlouhlé. Z diivodu vysoké hydrofobnosti
svého bunécného povrchu kolonizuje inertni povrchy, jako jsou implantaty a katétry zavedené
v lidském téle (Samaranayake a Samaranayake 1994). Tyto infekce jsou velkym problémem
v klinické praxi z diivodu vysoké umrtnosti pacientd (az 60 %) (Kang a kol. 2010) a jsou siln¢
spojeny s predchozi 1é€bou flukonazolem a neutropenii, ktera se projevuje jako pokles
absolutniho poc¢tu bilych krvinek (Sardi a kol. 2013). Vlaknité mikroorganismy rodu
Trichosporon maji také schopnost zapojit se do infekci souvisejicich s tvorbou biofilmu.
Ne¢kolik druhti této kasinky je pro ¢lovéka oportunné patogenni (Colombo a kol. 2011)
a mohou zpusobit Sifeni zivotu nebezpecné infekce, které souviseji téz se zdravotnickymi
zafizenimi zavedenymi do téla vetné katétrdi, prsnich implantath a srde¢nich transplantat
(Ramage a kol. 2009). Infekce rodu Trichosporon seobjevuji zejména u pacientl
s rozsahlymi popéleninami, nadory a nemoci AIDS (Di Bonaventura a kol. 2006).
T. cutaneum (Obr. 1) také zpiisobuje vaznou oportunni plisnovou infekei trichosporonozu,
ktera se mlze stat systémovou nemoci u imunitné¢ ohrozenych osob. I kdyZ je tato nemoc
neobvykla ma ¢asto fatalni nasledky (Carvalho a kol. 2008).

Obr. 1: Suspenzni populace jednobunéénych eukaryot; snimky ze svételného mikroskopu; A — C. albicans,
B — C. parapsilosis, C — C. krusei, D — T. cutaneum, zvétSeni 100x%, (foto Andrea Hefmanova).
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Antibiotika

Biofilmy maji zasadni vyznam pro infekce vykazujici odolnost proti dostupnym
antimikrobialnim ¢inidlim. Tyto poznatky upozoriiuji na nutnost nalezeni novych lécebnych
piipravka, které by inhibovaly problematicky biofilm nebo ptedchéazely jeho vzniku (Kullberg
a kol. 2005), protoze mikroorganismy rostouci v biofilmu jsou 100x a vice odolngjsi
ve srovnani s buiitkami planktonnimi (Kumamoto 2002). Biofilm je sam o sobé odolny nejen
proti antibiotikim, ale i proti obrannym mechanismiim hostitele, a tak pfedstavuje
dlouhodoby zdroj infekce (Baille a Douglas 2000). Pfi snaze imunitniho systému o naruseni
biofilmu muze dojit k vétSimu poskozeni okolnich tkani. Mechanismy zvySené rezistence
biofilm oproti planktonnim bunkdm jsou stile malo objasnéné (Rulik a kol. 2011).
K rezistenci pfispivaji faktory strukturdlni slozitosti biofilmu, pfitomnost extracelularni
matrix a podstatnd metabolickd heterogenita v biofilmu. Stupenl rezistence mikroorganismu
se méni jak s druhem IéCiva, tak s druhem mikroorganismu (Fanning a Mitchell 2012).
Faktory, které by potencialn¢ mohly mit zodpovédnost za zvySenou rezistenci bunék
v biofilmu k antimykotiklim, jsou konstrukéni slozitost biofilmu, zvySend hustota bunék
prisedlych populaci, fyziologicky stav bun¢k a odlisnd genova exprese. Architektura biofilma
a pritomnost EPS mize snizit diftzi antimykotika dovniti struktury biofilmu. U C. albicans
byla poprvé popsana mezidruhova signalizace quorum sensing, jedna se tak o prvni publikaci
tohoto systému komunikace u eukaryotickych organismti (Ramage a kol. 2009). Molekularni
mechanismy zapojené do antifungalni rezistence biofilmu zlstavaji stale malo pochopeny
(Vediyappan a kol. 2010). Lé€ba invazivni kandidozy je stale obtizny zdravotni problém
1 navzdory dostupnosti rozsitené¢ho spektra triazoli (Serpa a kol. 2012) a casto vyzaduje
odstranéni zavedeného infikovaného zdravotnického materidlu z t¢la pacienta k odvraceni
potencialn¢ fatalnim nasledkiim (Blankenship a Mitchell 2006). Vyskyt invazivnich infekeci
a zvysujici se odolnosti kvasinek proti antimykotické terapii roste. Siroké pouzivani
antimykotik by mohlo byt vysvétleni vzniku rezistence u druhi Candida
(Serpa a kol. 2012).

Soucasna antimykotika jsou bud’ vysoce toxicka, nebo se stavaji neefektivni kvili
vyskytu rezistentnich kmenli. Bézna antimykotika pouzivana v klinické praxi jsou polyeny
(amphotericin B) a azoly (flukonazol). Triazolové antibiotikum flukonazol je diky své nizké
cené, dobré snasenlivosti a silné aktivité vyuzivany pro profylaxi a lé¢bu C. albicans infekci
(Aher a kol. 2009). Dalsi jeho vyhody jsou minimum vedlejSich ucinki (Li a kol. 2014),
jedine¢né farmakokinetické vlastnosti (rozpustnost ve vod¢), a proto je dobie absorbovan pfti
peroralnim podani. U¢inek flukonazolu je zacilen na biosyntézu ergosterolu, coZ je hlavni
slozka houbovych bunéénych membran (5 — 30 %) (Volmer a kol. 2010). V soucasné dob¢
je pouzivan jako antibiotikum prvni volby (Kullberg a kol. 2005), ikdyz byly zjistény
rezistence biofilmi C. krusei (Orozco a kol. 1998) a C. albicans (Cao a kol. 2008).
Amphotericin B izolovany z druhu Streptomyces nodosus ziskal sviij nazev diky amfifilnimu
charakteru laktonového kruhu, ktery obsahuje hydrofobni polyenovou oblast
a hydrofilni polyolova oblast. Molekula se dale skladd z polarnich cukernych slozek
(mycosaminy) (Volmer akol. 2010). Toto silné¢ polyenové makrolidové antibiotikum
je vyuzivano pro léceni mnoha systémovych mykoéz a poddva se zejména peroralné.
Vzhledem k jeho Spatné propustnosti pfes membranu je nutné poddvat pacientim jeho
zvySené mnoZstvi, coz €asto vede k zdvaznym neZadoucim uinkim a nefrotoxicité
vyskytujici se ¢asn¢ v prubéhu 1éc¢by (Kullberg a kol. 2005). Amphotericin B ma vliv
na interakci a naruSeni bunééné membrany (Volmer a kol. 2010). Vytvaii komplex se steroly
v bunécné membrané hub a vyvolava tak strukturdlni zmény. Diky nimz dojde ke vzniku porti
v mykotickych bunkéch, které umoznuji prechod malym iontim ptes bunéénou membranu,
coz vede k nasledné bunécné smrti (Fu a kol. 2011). Kvasinky C. krusei i C. albicans maji
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zvySenou odolnost proti antibiotiku amphotericinu B. Snizena citlivost mikroorganismi byla
popsana i u dalSich antimykotik jako jsou nystatin a flucytosin (Hawser a Douglas 1995).

Biologicky aktivni latky

Z divodu vznikajicich rezistenci danych mikroorganismt k dostupnym antibiotikiim
je naléhavé a nutné studovat a charakterizovat nové antimykotické latky. Za timto ucelem
dochazi k hledani novych latek z riznych zdroji (Kang a kol. 2010). K piekonani tohoto
problému jsou hledany latky, které by mohly nabidnout alternativu k antibiotiktim.
V soucasné dob¢ se biologické izolaty z ptirodnich zdroju vyuzivaji ve vyzkumu v souvislosti
s omezenim tvorby a rozvoje zubniho kazu, stejné tak jako jejich antimikrobidlnimu vlivu
na tvorbu a vlastnosti biofilmu (Duan a kol. 2007). Jednim z hledanych izolat by mohla byt
Kyselina usnova neboli 2,6-diacetyl-1,2,3,9b-tetrahydro-7,9-dihydroxy-8,9b-dimethyldibenzo
furan-1,3-dion, ktera je sekundarnim metabolitem liSejniku Usnea barbata (,,stéibrny mech*)
z rodu Usnea (Provazovka). Kyselinu lze izolovat i z jinych rodi. Tato kyselina ma
ucinky. Svoji antimikrobidlni aktivitou ucinkuje proti fadé¢ gram-pozitivnich bakterii,
také ma schopnost fidit tvorbu biofilmu S. aureus a P. aeruginosa. Mechanismus ¢innosti
kyseliny usnové je vSak stile neznamy (Pires a kol. 2012).

Ptirodni aminopolysacharidovy polymer (1—4)-2-amino-2-deoxy-f-D-glukan slozeny
z B-(1—4) glukosidickych vazeb (Yang a kol. 2005), neboli chitosan se v soucasné dobé
vyrabi ptredevsim alkalickou tepelnou deacetylaci chitinu pfi nékolikahodinovém ostrém varu
s hydroxidem sodnym, coz vede k heterogenni distribuci acetylovych skupin podél svych
fetézci (Tran akol. 2011). Dal§i moznosti je enzymatickd cesta pomoci enzymu
N-deacetylasy (EC 3.5.1.41), ktery hydrolyzuje acetoamidové skupiny N-acetylglukosaminu
v chitinu. Chitosan na rozdil od chitinu je rozpustny ve vodé (Kaur a kol. 2012) a ma kladny
naboj pii nizkych hodnotidch pH (pod jeho hodnotou pKa) (Hamman 2010). Antimikrobialni
ucinnost vSak vzristd sklesajicim pH. Nemodifikovany chitosan je nerozpustny
a antibakteridlné neucinny pii pH 7 (Vaviikova a VinSova 2009). Z ¢ehoZz plyne omezeni
pouziti chitosanu navzdory rozpustnosti pii pH vysSSim a neutralnim (Yang a kol. 2005).
Chitosan vykazuje pozoruhodné biologické vlastnosti, neni toxicky pro ¢lovéka a méa vhodnou
biologickou rozloZitelnost. M4 antimikrobidlni  aktivitu proti  Sirokému  spektru
mikroorganismi, k nimZ patii fasy (Silva-Dias a kol. 2014), bakterie gram-negativni i gram-
pozitivni a houby pfi pH < 6. Pfesny mechanismus u¢inku chitosanu neni zcela objasnén.
Je pravdépodobné, Ze kladné nabité aminoskupiny glukosaminovych jednotek chitosanu
reaguji s negativné nabitymi bunéénymi membranami (Vaviikovd a VinSova 2009),
coz navozuje unik intracelularnich slozek, zpomaleni metabolismu a to vede k bunécné smrti.
Druhym navrhovanym mechanismem Uuc¢inku je pronikani nizkomolekuldrniho chitosanu
do jadra kvasinky, kde vznikne jeho vazba na DNA, tim dochézi k inhibici syntézy RNA
a syntézy proteinti se ziejmym dusledkem na bunéény metabolismus. Bylo zjisténo,
ze chitosan muze U¢inné snizit nebo zcela zabranit bakterialni tvorbé biofilmu in vitro
i in vivo. Tyto vysledky naznacuji, ze nizkomolekularni chitosanovy hydrogel se svoji trvalou
antimykotickou aktivitou a netoxickymi u¢inky na ¢lovéka by se mohl stat vhodnou hledanou
latkou v boji proti biofilmim (Silva-Dias a kol. 2014).

Baicalein

Baicalein neboli 5,6,7-trihydroxyflavon (Obr. 2) je Zluty flavon zjedné ze Ctyr
podskupin flavonoidii (Ng a kol. 2005) pivodné izolovany z ¢inské 1écive byliny Scutellaria
baicalensis Georgi (Sisak bajkalsky) (Moghaddam a kol. 2014) Pouziva se po tisice let
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v tradi¢ni ¢inské medicing pro razné uéely, jak je dokumentovano v 1ékopisu Cinské lidové
republiky, zaroven je povazovan za levny a bohaty zdroj novych biomolekul (Kang a kol.
2010). Tato bylina se vyskytuje po celém svété, zejména v Asii. Jeji kofeny obsahuji pies
30 druhtt flavont s riznymi farmakologickymi uc¢inky a komplikovanym chemickym
antivirové (Duan a kol. 2007), antimykotick¢é (Cao a kol. 2008), antialergickeé,
antihypertenzivni a diuretické ucinky. Nové poznatky ukazuji i na jeho vyhody v prevenci
nebo adjuvantni 1€cbé karcinomu (Arweiler a kol. 2011). Mechanismus antimikrobidlni
aktivity neni zcela znam.

Extrakt z Sisdku bajkalského obvykle obsahuje slozky jako flavony, aminokyseliny,
steroly a esencialni oleje (Duan a kol. 2007). Obecné plati, ze flavonoidy se v rostlinach
vyskytuji ve formé aglykonli nebo glykosidi. Aglykony mohou byt volné absorbovany
sttevem pasivni difiizi, zatimco flavonoidni glykosidy se obvykle hydrolyzuji na odpovidajici
molekuly aglykoni pfed gastrointestinalni absorpci. Nicméné nebyla shledana vysoka
biologicka dostupnost ani jedné z forem, jak se ocCekavalo zejména diky jejich lipofilité.
K problému dochazi pravdépodobné pii prvnim prichodu tenkym  stievem.
Zda se, ze glukuronizace nebo sulfatace je hlavni metabolickou cestou flavonoidi (Ng a kol.
2005). Protoze je baicalein S$patné rozpustny ve vodném roztoku pfi teploté 37 °C, je nutné
zvysit rozpustnost pouzitim dimethylsulfoxidu (DMSO).

1 - spodni cast rostliny vcetné
kofene

2 - kvétenstvi

3 - otevieny kvét

4 - spodni pysk kalichu

5 - horni pysk kalichu
6 - ofisek axialni pohled

Obr. 2: A - Scutellaria baicalensis Georgi (Sisak bajkalsky): (1) spodni &ast rostliny véetné kotene,
(2) kvétenstvi, (3) otevieny kvét, (4) spodni pysk kalichu, (5) horni pysk kalichu, (6) ofiSek axidlni pohled;
B - baicalein (5,6,7-trihydroxyflavon); pfevzato z Chunrong 1977.

Baicalein byl v experimentalnich studiich testovan ve vzdjemnych kombinacich
s dostupnymi antibiotiky. Tyto interakce byly hodnoceny pouzitim mikrodiluéni metody
v Sachovnicovém usporadani dle Ustavu klinickych a laboratornich norem. Byl pozorovan
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synergisticky ucinek mezi testovanou kombinaci koncentraci baicaleinu a flukonazolu (Serpa
a kol. 2012), a dale baicaleinu a amphotericinu B (Fu a kol. 2011). Jiz diive byla prokdzana
synergie mezi baicaleinem a tetracyklinem, baicaleinem a B-laktamovymi antibiotiky proti
methicilin-rezistentnimu Staphylococcus aureus. Dale byly pozorovany synergie baicaleinu
a gentamicinu proti vankomycin-rezistentnimu Enterococcus faecalis (Fu a kol. 2011).
Nicméné jsou hlaseny protichiidné vysledky antifungalnich kombinaci — synergistické nebo
antagonistické (Huang a kol. 2008). U¢inek baicaleinu proti kvasinkdm rezistentnim
na flukonazol mtze byt ¢astecné zplisoben snizenim vytlacovani 1é¢iva z kvasinkovych bun¢k
inhibici efluxnich pump. Dale se zda, ze baicalein inhibuje kvasinky indukci programované
bunécné smrti (apoptodzy). Dle jinych autorii dochazi k inhibici tvorby biofilmu plisobenim
baicaleinu na hydrofobnost bunécného povrchu bun¢k. Zavérem lze fici, Zze doslo k potvrzeni
fungicidni schopnosti baicaleinu v kombinaci s flukonazolem, se jedna o slibnou roli latek
proti infekcim rodu Candida (Serpa a kol. 2012). Bylo zji$téno, Ze kombinace baicaleinu
a amphotericinu B zrychluje apoptézu doprovazenou zvysenim produkce intraceluldrnich
reaktivnich forem kysliku (ROS), které¢ patfi k jednomu z indikatori bunécné apoptozy.
Nicméné mechanismus, kterym dochéazi k apoptoze ziistavd prozatim nejasny. Jedna
se o prvni zminku zapojeni apoptozy do synergistického efektu mezi amphotericinem B
a dalsi slouceniny. Tato kombinace se zda dal$i nadéjnou v boji proti 1ékové rezistentnim
houbam (Fu a kol. 2011).
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Vliv biologicky aktivnich latek na tvorbu biofilmu na titanovych
materialech pouZivanych v ortopedii

T. Kubd, E. Kvasni¢kova, O. Schreiberova

VSCHT v Praze, Ustav biotechnologie, Technickd 5, 166 28, Praha

Uvod

Mikrobialni biofilmy vznikajici na biomateridlech pouzivanych ve zdravotnictvi se stavaji
Casto diskutovanym tématem, zejména z divodu jejich vysoké rezistence VvuUCi
antimikrobialnim latkam. V soucasné dob¢ vyzaduje nejucinnéjsi strategie pro 1écbu téchto
infekci chirurgické odstranéni kontaminovaného materidlu v kombinaci s dlouhodobou
antibiotickou 1éc¢bou infikované okolni tkané. Proto se v poslednich letech mnoho védeckych
tym zameéfilo na sledovani vlivu rtznych biologicky aktivnich latek, izolovanych z
ptirodnich zdrojl, na buiiky rostouci ve formée biofilmu.

Biofilm

V pfirozeném prostfedi se mikroorganismy nevyskytuji jen jako samostatné, izolované
buiiky, ale Casto rostou a pfezivaji v organizovaném spolecenstvi - biofilmu. Tyto mikrobialni
komunity se mohou vytvaret na fazovych rozhranich, jako jsou pevna latka-kapalina nebo
vzduch-kapalina. Biofilm je tedy organizovand, spolupracujici skupina mikroorganismu, u
kterych dochazi k prichyceni bun¢k k povrchu a nésledné tvorbé. Mohou se vyskytovat na
velkém mmnozstvi povrchit — na skle, kovech, plastech, padnich casticich, v kanalizaci a
vodovodech, kde se podili na korozi kovl ¢i jako soucédst zubniho plaku, kde pfispivaji k
tvorbé zubniho kazu. Déle v poskozenych tkanich, kde jsou schopny vytvofit lozisko infekce,
¢i jako soucast mikroflory traviciho ustroji, napomaéhajici traveni potravy (Jenkinson a
Lappin-Scott, 2001; Kokare a kol., 2009).

Biofilm se mize vyskytovat jako monomerni vrstva nebo jako trojdimenziondlni struktura
s kanalky, které umoziuji proudéni kapalin a plynt, zivin ¢i odpadnich latek (Chavant a kol.,
2007). Mikrobialni buiiky pfitomné v kapalin€ se mohou s pevnym biotickym ¢i abiotickym
substratem spojit n€kolika mechanismy. Jednim z nich je adheze bunék reverzibilné ¢i
ireverzibiln€. Za ptedpokladu, Ze buiiky budou na povrchu adherované del§i dobu, zacnou
vylu€ovat extracelularni polymerni latky (EPS), které napomahaji k lepSimu ptichyceni bunék
k substratu (Bryers, 1993). Tvorba biofilmu se tedy vyznacuje produkei extracelularni matrix
samotnymi mikroorganismy, kterd je sloZena ptfevazné z polysacharidii a proteini. Tato
matrix zajiStuje vnitini kostru 3D architektury biofilmu a je odpovédna za adhezi na povrch
substratu. Ve vétsing biofilmt predstavuji mikroorganismy méné nez 10 % susiny, zatimco
matrix tvoii aZ 90 % (Flemming a Wingender, 2010; Wilking a kol., 2011).

Rist mikroorganismli ve formé biofilmu je hlavni pfic¢inou poskozeni materiald. Vede ke
sniZeni kvality vyrobkli a obecné predstavuje riziko pro vefejné zdravi. Biofilmy jsou také
vyznamnou pficinou chronickych zanétlivych a infekénich onemocnéni u rostlin a Zivocichi.
U lidi se biofilmy podileji napiiklad na chronickém z&nétu stfedniho ucha, na vzniku
gastrointestinalnich viedd, pti infekcich mocovych cest ¢i dolnich cest dychacich u pacienti s
cystickou fibrézou (Davies a Marques, 2009). Divodem, pro¢ jsou mikrobidlni biofilmy
zodpovédné za tato infekeni, obtizné 1é€itelna onemocnéni, je skutecnost, Ze mikroorganismy
tvofici biofilm vykazuji mnohem vétsi odolnost viici antibiotikim nez jejich volné Zijici
formy. Tato zvySena rezistence se muze projevovat pravé diky tvorbé EPS, jejichz funkce je
prevazné protektivni a zaroveil z divodu zmény exprese genti bunék biofilmu oproti jejich
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planktonnim formdm, coz vede ke zméné¢ fenotypu bun¢k pfitomnych v biofilmu (Chavant a
kol., 2007; Wang a kol., 2010).
Rezistence biofilmu k antibiotikiim

Zavedeni antibiotik k 1é¢bé mikrobidlnich infekci vedlo v relativné kratkém casovém
rozpéti k popsani mikroorganismil rezistentnich k ptislusné antimikrobiélni 1€¢bé. Mikrobidlni
rezistence k antibiotikim je tedy uzce spjata s uzivanim antimikrobidlnich pfipravki v
klinické praxi. Dlouhodoba 1é¢ba antibiotiky mtze vést ke vzniku rezistence mikroorganismu,
které ptivodné bylo k danému antibiotiku citlivé. Postupna adaptace mikroorganismu na
pusobeni antimikrobidlnich latek a nasledny vyvoj odolnosti vii¢i antibiotiku svéd¢i o rychlé a
efektivni schopnosti mikroorganismu piizpsobit se zménénym vnéjSim podminkam v
diisledku nadmérného uzivani antibiotik (Giedraitiené¢ a kol., 2011). Rezistence muze byt
primarni, kdy je organismus odolny vuci léku jiz pfed podanim, a ktera je dana druhem
mikroorganismu a jeho vlastnostmi. Mezi tuto skupinu patii i rezistence zplisobena tvorbou
biofilmu. Sekundarni neboli ziskana resistence se vyviji az v reakci na podani 1éku a je
vysledkem ptizptisobeni se daného patogenu k u¢inkiim antibiotika. Druhy mechanismus je
odpovédny kuptikladu za vznik rezistence fady mikroorganismu k antibiotikim ze skupiny
azoliim v poslednich letech (Jabra-Rizk, 2004). Vyznamnou roli v rychlém S§ifeni odolnosti
vici antibiotikiim hraje kromé selekce rezistentnich mikroorganismil v pfitomnosti antibiotika
i horizontdlni pfenos genti. Geny, které koduji odolnost vuci antibiotikim, se mohou
vyskytovat na plasmidech, pficemz takto kdédované geny se mohou rychle §ifit v rdmci druhu
nebo rodu ¢i dokonce na nepfibuzné kmeny mikroorganismii. Také muze byt rezistence
kédovand na chromosomu mikroorganismu, kde Sifeni této vlastnosti probiha pomaleji
(Carattoli, 2001; Giedraitiené a kol., 2011). Hlavni geny pfispivajici k rezistenci
mikroorganismu jsou ty, které koduji efluxni pumpy, jejichz vysledkem je multirezistentni
fenotyp (Jabra-Rizk, 2004).

Pti¢ina této zvySené odolnosti biofilmu je také spjata s pfitomnosti extracelularni matrix,
kterd zabraiiuje antibiotiku proniknout skrz matrix biofilmu. Dalsi pfi¢ina vy$§i odolnosti
biofilmu je nizky mikrobidlni nardst bunc¢k v biofilmu, anebo zvySend exprese gent
kodujicich pumpy efluxniho toku, kterd vede ke sniZeni intracelularni koncentrace toxickych
latek ¢i produkce enzymt degradujici antibiotika — napt. f — laktaméza (Hawser a Douglas,
1995; Hoiby a kol.,, 2010). Dalsi divod, diky kterému se bunky v biofilmu stavaji
odoln¢jSimi, je ireverzibilni pfichyceni bunék k substratu a tvorba loziska, které uvolnuje
jednotlivé bunky do téla hostitele, ackoli jsou ostatni volné bakterie ¢i kvasinky odstranény
antibiotiky. Jedinou moznosti pro uspéSnou lécbu je chirurgické odstranéni tohoto loziska
(Shinde a kol., 2012). Rezistence mikroorganismil k antibiotikiim se stava velkym problémem
v 1écbe¢ infekci. To ma za nasledek drastické zvySeni vyskytu oportunnich a systémovych
mykotickych infekci. Klinickd rezistence je definovana jako pretrvavani nebo progrese
infekce pfes piisluSnou antimikrobialni 1é€bu (Jabra-Rizk, 2004).

Biofilmové infekce kloubnich nahrad

Biomaterialy jsou umé&lé nebo ptirodni materidly pouZzité k vyrob€ implantatl, které maji
nahradit ztracené nebo poskozené biologické struktury a zaroveni obnovit jejich biologickou
funkci. Tyto struktury pomahaji pifi zlepSovani kvality Zivota lidi - pfi zmirnéni bolesti,
zlepSeni mobility a podporuji dlouhovékost pacienta. Biomaterialy mohou nahradit rizné ¢asti
lidského téla, jako jsou umélé srde¢ni chlopné, stenty v cévach, nahradni implantity v
ramenou, kolenech, ky¢€lich ¢i patefi. Lidské klouby podléhaji degenerativnim onemocnénim,
jako je napft. artritida, které vedou k bolesti, ztrat¢ funkce a degradaci mechanickych
vlastnosti kosti v disledku nadmérného zatiZeni ¢i absence pfirozeného procesu hojeni.
Odhaduje se, ze 90 % populace ve ve€ku nad 40 let trpi nékterym druhem degenerativnich

60



Konference — Kvasna chemie a bioinZzenyrstvi 2015, 9.-10.4.2015, UB, VSCHT Praha

onemocnéni. Materidly pouZzivané v soucasné dobé k vyrobé chirurgickych (ortopedickych)
implantatd jsou vétSinou z nerezové oceli 316L, slitin kobalt — chrom (Co — Cr) ¢i z titanu a
titanovych slitin. Vyuziti titanu pro vyrobu implantati je vyhodné diky vynikajici kombinaci
vlastnosti, jako je vysoka pevnost, nizka hustota, vysoka odolnost viici korozi v dusledku
tvorby tenké pasivni ochranné vrstvy oxidu TiO2, zvySend biologickd kompatibilita a
schopnost titanovych slitin spojit se s kosti a dalSimi tkanémi (osseointegrace). Mezi
nejcasteji pouzivané titanové materidly k vyrobé umélych nahrad patii Cisty titan a slitina
Ti6Al4V. Titan je kov vyskytujici se ve dvou krystalovych (alotropnich) modifikacich, které
jsou oznacovany o a B a slitina Ti6Al4V prestavuje slitinu téchto dvou fazi. Pfi nizkych
teplotach zaujima titan stabilni hexagonalni krystalovou strukturu, ktera je znama jako o,
zatimco pfi teplotdch vysSich nez 883 °C strukturu kubickou prostorové centrovanou,
oznacovanou P. Vzhledem k tomu, ze slitiny titanu dosahuji vyrazné vysSich pevnostnich
vlastnosti nez je tomu v ptipad¢ pouziti Cistého kovu, jako legujici prvky byvaji nejcastéji
pouzivany hlinik, vanad, cin ¢i chrom. V pfipad¢ slitiny Ti6Al4V se jako stabilizator o faze
pouziva hlinik a B faze vanad (Geetha a kol., 2009; Vojtéch, 2006).

Onemocnéni spojené s infikovanymi protetickymi materidly mohou byt klasifikovany jako
brzké (vznikajici nejpozdéji do 3 mésicl po operaci), opozdéné (projevujici se 3 — 24 mésict
po operaci), nebo pozdni - ty, které manifestuji po vice nez 24 mésicich po operaci (Zimmerli,
2006). Tabulka I uvadi celkovy pocet zdravotnickych implantati vlozenych kazdy rok do
pacientiit v USA a udéva riziko infekce s vloZenim zdravotnického materidlu do pacienta
spole¢né¢ s rizikem umrtnosti (Darouiche, 2001).

Tab. I Zavaznost problému infekei spojenych s aplikaci implantat osidlenych mikrobialnich
biofilmem (Darouiche, 2001)

Zdravotnické zaFizeni aplik?vil;;izvj:fizpe(:fi?a rok Mira[j/l:) ]f ekce Umrtnost
Eztcize mocoveho >30 000 000 10-30 | Nizka
Zilni katétry 5000 000 3-8 Stredni
Zubni implantaty 1 000 000 5-10 Nizka
Kloubni protézy 600 000 1-3 Nizka
Kardiostimulatory 300 000 1-7 Stredni
Prsni implantaty 130 000 1-2 Nizka
Umélé srde¢ni chlopné 85 000 1-3 Vysoka

Mikroorganismy podilejici se na infekcich kloubnich nahrad

Biofilm vytvofeny na zdravotnickém materialu miize byt tvofen predevsim bakteriemi ¢i
kvasinkami. Bakterie, které jsou bézné€ izolovany z téchto materiall, zahrnuji gram-pozitivni
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, S. epidermidis a druhy rodu Streptococcus; a
gram-negativni Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus krabilis, Pseudomonas
aeruginosa (Donlan, 2001). Mezi nejCastéji izolované kvasinky, které zpusobuji svym
osidlenim medicinského materidlu nozokomialni infekce, patfi obzvlasté¢ kvasinky z rodu
Candida. Nejcast¢jsi komenzal z kvasinek, ktery tvofi biofilm u lidi, je C. albicans. Nicméné
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ta neni jedinou kvasinkou z rodu Candida, ktera kolonizuje biomaterialy. Jsou to také
napiiklad C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei a C. glabrata (Shinde a kol., 2012; Silva a
kol., 2009). Tabulka II zobrazuje nejcastéji izolované mikroorganismy schopné tvofit biofilm
ze zavedeného medicinského materialu.

Tab. II Mikroorganismy tvofici biofilm, izolované ze zdravotnického materialu (Donlan,

2001)

Zavedeny zdravotnicky

. X Mikroorganismus
implantat

koagulasa-negativni stafylokoky, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Candida
albicans

Zilni katétry

Streptococcus, koagulasa-negativni stafylokoky, enterokoky, Staphylococcus

Umélé srde¢ni chlopné
aureus

Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Katétry mocového méchyie . ..
y Y Enterococcus faecalis, Proteus krabilis

koagulasa-negativni stafylokoky, B-hemolytické streptokoky, enterokoky,
Umélé kycelni nahrady Proteus mirabilis, Bacterioides species, Staphylococcus aureus,
Streptococcus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa

o Staphylococcus epidermidis, S tapyhlococcus aureus, Corynebacterium sp.,
Nitrod&lozni teliska Micrococcussp., Lactobacillus plantarum, , Enterococcus sp., Candida
albicans

Piirodni latky jako inhibitory tvorby biofilmu

Pfirodni latky mohou mit vliv na vSechny faze tvorby biofilmu a mohou interagovat i se
zralym biofilmem. Jsou schopny ménit fyzikalné-chemické vlastnosti prostiedi
(napt. povrchové napéti) nebo interferovat s bunéénymi membranami, které se podileji na
adhezi bunck. Jak jiZ bylo feCeno, bakteridlni biofilmy jsou relativn€ odolné na lécbu
antibiotiky oproti jejich planktonni formé a eradikace biofilmu souvisejici s vloZenym
zdravotnickym zafizenim casto vyZaduje odstranéni infikovaného implantatu (Hawser a
Douglas, 1995). Proto méa zvySujici se bakteridlni rezistence vic¢i antibiotikiim za nasledek
zvySenou snahu o hledani alternativni lé€ebnych moznosti. Pro zvySeni UcCinnosti téchto
novych lécebnych strategii proti bakteridlnim a mykotickym infekcim je zadouci vyuZivat
razné latky, které vedou k inhibici rustu biofilmu, naruseni struktury biofilmu nebo eradikaci
biofilmu. Tyto latky mohou zahrnovat enzymy, kovové nanocastice, antibiotika, kyseliny,
biosurfaktanty, derivaty chitosanu nebo rizné rostlinné extrakty, jako jsou naptiklad
polyfenolické latky. V lidovém lécitelstvi se jiz od pradavna vyuzZivaji izolované latky z
velkého mnozstvi rostlin (Taraszkiewicz a kol., 2012).
predstavuji rhamnolipidy. Jedna se o amfipatické glykolipidy slozené z cukerné hydrofilni
slozky (rhamnosy) a hydrofobni B-hydroxy mastnych kyselin (Randhawa a Rahman, 2014).
Chitosan je polykationtovy polymer se specifickou strukturou a vlastnostmi. Obsahuje vice
nez 5000 glukosaminovych jednotek a komeréné je ziskdvan derivaci chitinu z plasta korySt
a krevet. Takto izolovany chitin je naslednou alkalickou deacetylaci pfeveden na chitosan.
Nedavné pokroky v biotechnologiich naznacuji, ze kultivace hub (Aspergillus niger) muze
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zajistit alternativni zdroj chitosanu (Rabea a kol., 2003). Dal§i skupinou latek
s antimikrobialni aktivitou jsou polyfenoly (napf. resveratrol, pterostilben ¢i pinosylvin).
Jedna se o sekundarni metabolity rostlin, které maji dilezitou roli pfi obrané proti rostlinnym
patogentim ¢i jako reakce pii stresovych podminkach, naptiklad nadmérmné mnozstvi
ultrafialového zéreni (Daglia, 2012). Mechanismus antimikrobidlniho ptisobeni stilbenti neni
v soucasné dobé presn¢ znam (Chong a kol., 2009).
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Vyuziti piirodnich latek k regulaci tvorby biofilmu

Paldrychova M., Kolouchova I., Kvasnickova E., Padrova K.

VSCHT v Praze, Ustav biotechnologie, Technicka 5, 166 28, Praha

Uvod

Infekce zplisobené oportunné patogennimi a patogennimi mikroorganismy predstavuji
pro lidstvo zavazny problém jiz odpraddvna. S nastupem antibiotik se véfilo, ze jde o
definitivni feSeni tohoto problému, iracionalni pouzivani antibiotik vSak v kone¢ném disledku
vedlo k rychlému nastupu mikrobidlni rezistence, kterd stavi lidstvo pred nutnost hledani
novych alternativnich feSeni. Moznym feSenim této problematiky by kromé jiného mohla byt i
aplikace nékterych pfirodnich latek. Mnoho latek izolovanych z rostlin disponuje
antimikrobialni aktivitou, jedna se predev§im o alkaloidy, kumariny, saponiny, taniny,
chinony a fenoly (Gyawali a Ibrahim, 2014). Pfirodni latky byvaji uc¢inné jiz v nizSich
koncentracich a nepodporuji vznik rezistence. Na rozdil od syntetickych molekul jsou
produkty rostlinného pivodu (zejména sekundarni metabolity) ucinné pii eradikaci
extracelularnich polymernich struktur a pfi blokovani mezibunééné komunikace
prostfednictvim quorum sensing (obr. 1) (Sen a kol., 2015; Thebault a kol., 2013).
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Obr. 1: Schéma moznych mechanisml plsobeni fytochemikalii jako inhibitori quorum
sensing (QS). Proces QS miize byt narusen snizenim aktivity receptorti pro N-acylhomoserin
laktony (AHLs), coz jsou molekuly vyuzivané ke komunikaci gram-negativnimi bakteriemi,
inhibici AHL syntazy nebo inhibici produkce signalnich molekul degradaci, sekvestraci a také
kompetici AHL s fytochemikaliemi, které maji podobnou strukturu jako AHLs (Truchado a
kol., 2015).

Biofilm
Existuje celd tfada evolu¢nich vyhod pro buiky zijici v biofilmu. V pribéhu
kolonizace musi bakterie nebo kvasinky odolavat obrannym mechanismiim hostitele, mezi

néZ patfi napf. zména pH nebo atak fagocytd. Mikroorganismy Zijici v biofilmovém

spolecenstvi se s t€émito piekazkami vyrovnavaji 1épe nez buiiky planktonni (Wilkins a kol.,
2014).
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Je znamo nesCetné mechanismt, kterymi buiky pfichdzi do tésného kontaktu s
povrchem, pevné se k nému vazi, interaguji spolu a rostou jako jedna komplexni struktura.
Formace biofilmu zahrnuje n¢kolik krokd zahajenych ptichycenim prvnich bunék na povrch.
Obecné plati, ze pfichyceni je pravdépodobnéjsi na povrsich, které jsou hydrofobni a hrubsi.
Po pfipevnéni k povrchu se buiiky shlukuji do struktur znamych jako mikrokolonie a dale se
déli. Po vzniku mikrokolonii je zapocata produkce extraceluldrnich polymernich struktur
(EPS), které se sestavaji z polysacharidi, proteinti, nukleovych kyselin, lipidd, fosfolipidu a
huminovych latek, pfi¢emZ nejvice jsou zastoupeny proteiny a polysacharidy. EPS jsou
odpovédné za soudrznost bunék a jejich adhezi k povrchu, piisobi jako pocatecni obranna
bariéra pfed neptfiznivymi vlivy vné&jSiho prostiedi (napf. vysoky osmoticky tlak, nizka
koncentrace zivin a dostupnost kysliku, pfitomnost antibiotik ¢i imunitni reakce hostitelského
organismu). Hnaci silou ve vyvoji biofilmového spolecenstvi je sebe-organizace a kooperace
mezi buiikami, proto spolu buitky komunikuji prostfednictvim quorum sensing. Zivotni

cyklus biofilmu kon¢i liberaci planktonnich bun€k nebo malych segmentl, které se §ifi a
osidluji dalsi povrch (Wilkins a kol., 2014, Simdes a kol., 2010).

Biofilm Trichosporon cutaneum

Infekce touto vlaknitou kvasinkou predstavuji treti nejCastéjsi kvasinkovou infekci u
imunosuprimovanych pacientl a souviseji s tvorbou biofilmu (obr. 2). Ten se tvoii zejména
na Zilnich katetrech. Schopnost kvasinky adherovat a tvofit biofilm na implantatech vede k
rozvoji systémové trichosporonézy. Prvni piipad invazivni trichosporondzy byl popsan v roce
1970. V roce 1997 byla popsana endoftalmitida u pacientky a akutni myeloblastickou
leukémii. T. cutaneum je také jednim z mikroorganismu, které mohou zptsobit méné zavazné
onemocnéni nehtového lizka (onychomykozu). Lécba pacientl s trichosporonozou ziistava
vyzvou, protoze existuje jen velmi malo dostupnych udaja tykajicich se aktivity antimykotik
in vivo a in vitro. VétSinou neni mozné dosahnout minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC)
amphotericinu B v plasmé, 1é¢ba triazoly (flukonazol) naproti tomu ptinasi lepsi vysledky
(Colombo a kol., 2011).

(Aol oY fall P23 g !
Obr. 2: T. cutaneum, nartist na zivném agaru (vlevo), adherované buiiky T. cutaneum, snimek
z automatického mikroskopu Cellavista (vpravo)
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Fenolové latky s antimikrobialni a antibiofilmovou aktivitou

Polyfenoly jsou sekundarni metabolity produkované vy$§imi rostlinami, hraji zasadni
roli ve fyziologii téchto rostlin, podileji se na obrané¢ proti rostlinnym patogenim,
bylozravcim a slouzi také jako odpovéd’ na abioticky stres. Maji vysoky potencial z hlediska
lidského zdravi, plisobi totiz jako antioxidanty, antialergika a antihypertenziva, ale maji také
predevsim pro svou antimikrobidlni aktivitu proti Siroké skale mikroorganismu (Daglia, 2012). Za
antimikrobialni aktivitu fenolovych latek jsou zodpovédné hydroxylové skupiny. Za miru aktivity
zodpovida pocet téchto skupin a také pocet a poloha dvojnych vazeb. Aktivita latek izolovanych z
rostlin zalezi také na zplsobu extrakce, typu mikroorganismu, velikosti inokula a kultivatnim
médiu (Gyawali a Ibrahim, 2014). Z hlediska chemické struktury délime fenoly na flavonoidni a
nonflavonoidni. Flavonoidy miZeme dale dé¢lit na flavonoly, flavony, flavanony, anthokyany,
flavanoly a isoflavony. Hlavni skupiny nonflavonoidii predstavuji fenolové kyseliny a stilbeny,
(Daglia, 2012).

Pomérné nedavno vzrostl zajem o fenolické slouceniny piirozené se vyskytujici v potrave,
jelikoz mnohé z nich maji pfiznivy vliv na zdravi ¢lovéka. Mnoho antioxidantli izolovanych z
rostlin jsou pravé polyfenoly. Antioxidac¢ni uGcinek téchto latek spociva v jejich schopnosti
deaktivovat nebo stabilizovat volné radikaly. Hlavnimi zdroji pfirodnich polyfenold jsou caj,
kéava, zelenina, lusténiny, celozrnné obiloviny a ovoce. Extrakty ze zeleného ¢aje inhibuji napf.
rast bakterie Helicobacter pylori. Extrakty z ¢erného Caje inhibuji tvorbu biofilmu u oralnich
streptokokt (Bansal a kol., 2013). Mnoho experimentalnich studii se také zabyva ucinnosti
rostlinnych esencialnich olejii, napt. eukalyptového, pti zneskodiovani biofilmi. Potvrzena byla
mimo jiné antifungalni aktivita esencialnich oleji z Dobromyslu obecného (Origanum vulgare),
Rozmarynu Iékatského (Rosmarinus officinalis) nebo Levandule Iékafské (Lavandula
angustifolia). Pfi¢emz antifungalni G¢inky O. vulgare byly vyssi nebo téméf stejné v porovnani
s benzalkonium chloridem, a to pravdépodobné z divodu vysokého obsah fenolické slouceniny
karvakrolu v tomto oleji. O. vulgare brani ristu mycelia a sporulaci roda Aspergillus, Fusarium a
Penicillium (Stupar a kol., 2014). Rozvoj bakterialniho biofilmu Propionibacterium acnes mize
byt tlumen vytazky zkofene kiidlatky japonské (Polygonum cuspidatum), které obsahuji
antibiofilmov¢ aktivni fenolové latky icarin, resveratrol a salidrosid (Coenye a kol., 2012).

Latky izolované z Vitis amurensis (Réva amurskd) jako jsou piceatannol, trans-
resveratrol a trans-g-viniferin byly studovany jako antimikrobidlni latky u bakterie

Obr. 3: Biofilm S. mutans na povrchu zubu po sedmi dnech (A), pii vétSim zvétSeni (B),
v ptitomnosti extraktu z V. amurensis (C), pfi vétsim zvétseni (D) (Yim a kol., 2010).
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Tyto bakterie ziji v ustni dutiné c¢lovéka, zplsobuji zubni kaz a paradentdzu.
Ptichytavaji se na zuby pomoci sacharidového polymeru, ktery tvoti hlavni ¢ast zubniho
plaku. Vyse uvedené latky, obsazené ve V. amurensis slouzi k redukci zubniho plaku a jako
prevence zubniho kazu. Tyto slouCeniny a jejich derivaty by mohly v budoucnu slouzit jako
alternativa k bézn¢ uzivanym chemikaliim v zubnim lékatstvi (Yim a kol., 2010).

Vtéto praci byl studovan vliv komeréné dostupného potravinového dopliku
Regrapexu-R-forte, ktery obsahuje vytazek z hroznli vinné révy (Vitis vinifera) a vytazek
z kotene ktidlatky japonské (Polygonum cuspidatum), na rast kvasinky T. cutaneum
v suspenzi, déale jeho vliv na tvorbu biofilmu této kvasinky a také ucinky tohoto preparatu na
dvoudenni biofilm T. cutaneum. Tento potravinovy doplnék je indikovan piedevSim
k podpote spravné funkce ob&hového systému. Ma deklarované mnozstvi resveratrolu 9 % a
polydatinu 30 %, proto byl v této praci studovan rovnéz samostatny vliv téchto latek na rist
kvasinky T. cutaneum.
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Priprava rekombinantnich nukleas s potencidlnim farmakologickym
ucinkem

Tereza Streckerovd, Petra Lipovova

VSCHT v Praze, Ustav biochemie a mikrobiologie, Technicka 5, 166 28, Praha

Cilem této prace byla piiprava dvou rekombinantnich nukleas s farmakologickym
potencidlem — TBNI1 z rajcete (Lycopersicon esculentum) a TrypN z prvoka Trypanosoma
brucei. Jako produk¢ni organismus pro tyto nukleasy byla zvolena kvasinka Pichia pastoris.
Kvasinky byly transformovany riznymi formami genu pro TBN1 a sekre¢niho signalu a-MF,
ktery smeéruje produkci rekombinantnich proteinii do extraceluldrniho prostoru. Gen pro
TBNI1 byl modifikovan tak, aby vznikl jednak neaktivni mutant bez nukleasové aktivity,
jednak forma s kodonovou optimalizaci pro P. pastoris. Nejlepsim dosazenym vysledkem byla
intracelularni stabilni produkce nukleasy. Pti¢ina neuspésné sekrece a nizké hladiny exprese
TBNI kvasinkami nebyla zjisténa. V piipad¢ produkce TrypN byl nejdiive gen pro nukleasu
vnesen do vhodného plasmidu, kterym byly kvasinky transformovany. Stejn¢ jako v piipadé
TBNI, i u nukleasy TrypN byla pozorovdna pouze intracelularni exprese proteinu. Ten byl v
buiikach navic pravdépodobné degradovan. Rekombinantni nukleasy se z bun¢k P. pastoris
nepodafrilo purifikovat.
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Biofiltrace tékavych latek za pouziti termofilni populace

Luka$ Linha, Ing. Martin Halecky

VSCHT v Praze, Ustav biotechnologie, Technicka 5, 166 28, Praha

Tato prace se zabyva degradaci organickych tékavych latek emitovanych do Zivotniho
prostiedi v odpadnich plynech pomoci termofilnich mikroorganismt. Prvni ¢ast prace byla
zaméiena na izolaci a kultivaci termofilnich mikroorganismu schopnych degradace vybranych
tekavych organickych latek a piipravy inokula pro kombinovany biofiltra¢ni reaktor. Cisté
mikrobni kmeny byly podrobeny identifikaci a zdkladnim testim, v nichZz byla ovéfena
schopnost degradace vybranych latek a teplotni rozmezi rustu. Identifikace odhalila
piitomnost roda Bacillus, Geobacillus, Aeribacillus a Breavibacillus. Druhd ¢ast prace
zahrnuje biofiltraci plynu kontaminovaného smési t€kavych organickych latek (ethyl acetat,
propionova kyselina, triethylamin a a-pinen) pfi 55 °C. Byla stanovena elimina¢ni kapacita
pro jednotlivé latky pfi riznych vstupnich podminkach, kdy se ménily hodnoty vstupni
koncentrace, pritoku plynu a organické zatéze. Nejlépe byl odstrafiovan ethyl acetat a nejhiie
triethylamin. S vyjimkou testd pii 25°C byla koncentrace rozpusténého kysliku rovna nule,
biologické procesy pii 55 °C tedy byly limitovany kyslikem. Kromé rozpusténych
vstupujicich latek byly detekovany také metabolity a to formaldehyd, acetaldehyd, mravenci
kyselina, octova kyselina, butanol, aceton, L-pinokarveol, 2-pinen-4-on a cis-karveol. Byla
také pozorovana schopnost bioreaktoru u¢inn¢ odstranovat polutanty i pii teploté 25°C.
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Fenotypova analyza produkce rhamnolipidu

Natalie Moravcova, Vladimir Jirka

VSCHT v Praze, Ustav biotechnologie, Technicka 5, 166 28, Praha

Rostouci snaha o nahrazeni nékterych syntetickych surfaktanta latkami biologického ptivodu,
tj. biosurfaktanty produkovanymi mikrobialnimi producenty, vyzaduje (mimo dalsi) detekci
faktorti, které indukuji 1 potlacuji jejich biosyntézu. Produkce rhamnolipidli je zavisla na
mnoha faktorech, zejména pak na produkénim mikroorganismu, zpiisobu vedeni kultivace,
slozeni média, pH, teploté, michani ¢i vzdusnéni V tomto kontextu, byla ptfedchazejici
charakterizace tfech producenti viceslozkovych smési rhamnolipidi: Acinetobacter
calcoaceticus, Enterobacter asburiae and Pseudomonas aeruginosa 188, ziskanych ze sbirky:
ARS Culture Collection (Bacterial Foodborne Pathogens and Mycology Research Unit,
USA), doplnéna charakteristikou vlivu slozeni média a vlivu dvojmocnych kationtd. Dalsi
(fenotypové necharakterizovany) producent rhamnolipidi: Enterobacter hormaechei (ARS
Culture Collection) byl pouzit pro detekci vlivu jiz diive testovanych zdroji C a N (viz vySe
uvedené kmeny). Vysledky ziskané v této souvislosti umoznily pro tento kmen navrhnout
riazné poméry C/ N, a tyto ovéfit jako faktory ovlivitujici reprodukovatelnost s riistem spojené
produkce rhamnolipid. Dale se prace zabyva vlastnostmi smési rhamnolipidi produkované
na upraveném médiu.
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Struktura a vlastnosti biofilmii vlaknitych eukaryot

Paulicek V., Masak J., Kvasni¢kova E.

VSCHT v Praze, Ustav biotechnologie, Technickd 5, 166 28, Praha

Uvod

Problematika biofilmii vldknitych eukaryot je velice mladé téma. Dlouhou dobu se mezi
odbornou vetejnosti diskutovalo, zda jsou mikroorganismy patiici do této skupiny (tedy
vlaknité kvasinky a plisn€) schopny tvofit biofilm. Tyto pochybnosti vyvratili studie, sledujici
expresi genu. Hlavni usili, které je vénovéano studiu biofilmi vléknitych eukaryot, je
smefovano na jejich vyuziti v pramyslu pro produkci primarnich a sekundarnich metabolitt.
Druhou vétev tohoto zdjmu tvoii studium zdravotnich komplikaci, které jsou spojeny
s vyskytem téchto biofilml. Tato prace ma za cil uvést ¢tenare do této problematiky (Harding
a kol., 2009).

Biofilm

Vétsina znamych mikroorganismt preferuje rust v komplexnim konsorciu, ve formé
strukturovaného polymikrobidlniho biofilmu asociovaného k biotickym ¢i abiotickym
povrchim. Vice nez 99 % mikroorganismi je schopno rdst ve form¢ tohoto bunécného
spole€enstvi. Mikroorganismy rostouci spole¢n¢ v biofilmu produkuji extracelularni matrix
(ECM), ktera pomaha udrzovat jeho strukturu, a zaroven plni funkci ochranného S$titu vici
nepiiznivym vnéjSim podminkdm (napf. odpovéd’ hostitelského organismu a ucinkem
antimikrobnich latek). Dale dochazi ke zméné fenotypu téchto bunc¢k v porovnani s buiikami
planktonnimi neboli suspenznimi. Mezi hlavni tyto zmény patii zvySend rezistence vici
fyzikdlnim, chemickym a biologickym stresovym faktorim, rozdilnd hodnota rastové
rychlosti a rozdil v genové expresi. Vznik biofilmil patogennich ¢i oportunné patogennich
mikroorganismu v hostitelském organismu je zdrojem invazivnich infekci, pticemz u 80 %
téchto onemocnéni hovotime o chronickych infekei (Kaur a Singh, 2014; Singh a kol., 2011).

Struktura biofilmu

Pro mikrobidlni biofilmy je charakteristicka jejich trojrozmérna struktura, kterd je u biofilma
vlaknitych eukaryot tvofena myceliem a slozkami ECM. Pti1 detailn€j$im pohledu na strukturu
biofilmi zjistime pfitomnost vodnich kanalkti (Obr. 1), které hraji dualezitou roli pfi
intenzifikaci pfestupu hmoty jak ve sméru z okoli do biofilmu tak i v opaéném sméru (Villena
a kol., 2010).

ECM je tvotfena prevazné z vody a extracelularnich polymernich latek (EPS), které se podileji
vedle hyfalni struktury na tvorb¢ leSeni a trojrozmérné struktury biofilmu. Hydrofobni ECM u
A. fumigatus je slozena z galaktomanand, a — 1,3 — glukant, galaktézaaminogalaktant,
monosacharidd, polyolti, DNA, melaninu a proteind. Tyto biopolymery jsou zodpovédné za
adhezi biofilmu, jako celku, k povrchiim a zaroven i pomah;ji udrzet biofilm v kompaktnim
stavu. Soucasné lze fici, ze EPS tvofi tzv. rezervoar stavebnich latek a vody (Flemming a
Wingender, 2010; Kaur a Singh, 2014).
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Obr. 1: Struktura biofilmu A. niger. Sipkami jsou zndzornény vodni kanalky (Villena a kol.,
2010).

Vyznamnym strukturnim rozdilem u biofilmt vldknitych eukaryot v porovnani
s bakterialnimi a kvasinkovymi biofilmy je vyskyt invazivnich hyf, prostiednictvim kterych
dochazi k penetraci hostitelské tkané ¢i povrchu. Tato filamentizace neboli tvorba hyf u
biofilmi kvasinek vede ke zvySeni robustnosti a virulenci téchto biofilmii (Singh a kol.,
2011).

Formovani biofilmu

Proces formovani biofilmu u plisné A. fumigatus (Obr. 2) za¢ina adhezi konidii k in vivo ¢i in
vitro povrchiim. Po zhruba 10 ti hodinové lag fazi dochazi k jejich kliceni, rastu hyf a tvorbé
tzv. monovrstvy (10 — 16 h). Nasledné se zvySuje robustnost biofilmu a dochazi k jeho zrani,
b&hem kterého se vyraznéji rozviji jeho komplexivni trojrozmérnd struktura (20 — 24 h) (Kaur
a Singh, 2014).

1012 h 4872 h
Konidie ey Kli€eni konidii a tvorba mycelia = ==—————————3 Zrani biofilmu
o0
o
Adhese a endocytéza o
o
' ° 9 (-]
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Bioticky Ci abioticky povrch

Obr. 2: Formovani biofilmu A. fumigatus (Kaur a Singh, 2014).

Latky interferujici s procesem tvorby biofilmu

V soucasné dobé& predstavuji biofilm okud jsou tvofeny patogennimi ¢i oportunné
b

patogennimi mikroorganismy, zdvazné riziko vzniku invazivnich a chronickych infekei. Jak

jiz bylo zminéno vyse, biofilmy vykazuji zvySenou rezistenci vii¢i antibiotikim. U nékterych
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zastupc rodu Candida hovofime dokonce o multirezistenci. Z tohoto divodu je snaha
odborné veiejnosti nalézt nové alternativni latky, u kterych by se nevyskytovala rezistence, a
zaroven by byly malo toxické pro lidsky organismus. Zastupcem antibiotik, které se pouzivaji
pro lécbu fungélnich onemocnéni obecné€, a tedy i proti biofilmim tvofenych vlaknitymi
eukaryotami, je polyenové makrolidové antibiotikum amfotericin B, ktery i pfes svou znacnou
toxicitu, predevsim se jednd o jeho nefrotoxicky ucinek, je povazovan za zlaty standard.
Avsak klinické studie poukazuji na stoupajici procento rezistentnich kmenti vici tomuto
antibiotiku. Mechanismus ucinku amfotericinu B je zalozen na tvorbé irreversibilniho
komplexu makrolidového kruhu se sterolovou slozkou eukaryotické membrany. Tato
interakce ma za nasledek permeabilizaci cytoplazmatické membrany. Alternativni latkou,
kterda vykazuje vhodné antimikrobni ucinky a prakticky nulovou toxicitu vici lidskym
bunkam i ve vysokych koncentracich je chitosan. Tento deacetilovany derivat chitinu je
polykationtni sloucenina ktera diky svému néaboji interaguje s negativné nabitymi
fosfolipidovymi hlavicemi v bunééné membrané prokaryot i eukaryot a zpusobuje vznik
rigidnich oblasti, ve kterych dochdzi ke zlomim a ztrat¢ dulezitych vnitrobunéénych
komponent. Na zaklad¢ studii provadénych s timto polysacharidem lze usuzovat na jeho
vysoky potencial v boji proti prokaryotnim i eukaryotnim biofilmiim (Colombo a kol., 1994;
Kong a kol., 2010, Ramage a kol., 2012).

Biofilm Aspergillus fumigatus

A. fumigatus je saprofyticka houba, ktera se v pfirodé¢ podili na rozkladu organickych
materiali. Tato plisen je druhym nejcastéjSim zdrojem fungilnich onemocnéni u
hospitalizovanych pacientl. U imunokopetentnich jedinct dochézi k eliminaci inhalovanych
konidii prostiednictvim bunék imunitniho systému a to konkrétn¢ pulmonarnimi makrofagy a
neutrofily. Inhalace konidii u imunodeficientnich pacienti (napi. s nizkou hladinou
neutrofilll) zptisobuje fadu zavaznych onemocnéni respiraéniho systému jako jsou napf.
aspergilom, invazivni pulmonarni aspergil6za a broncho pulmonélni aspergil6éza. Po inhalaci
konidii dochazi u téchto pacientt k jejich kliceni a naslednému rozvoji biofilmové struktury a
tvorb€ invazivnich hyf, které penetruji pulmonarni epitelni a endotelni buiiky (Kaur a Singh,
2014).

Obr. 3: Orthogonalni zobrazeni biofilmu A. fumigatus; 72 h; SDCM; DAPI (foto Vit
Paulicek).
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Vliv kultivaénich podminek na produkci rhamnolipida

Andrej Suchanek, Olga Schreiberova

VSCHT v Praze, Ustav biotechnologie, Technicka 5, 166 28, Praha

Rhamnolipidy jako povrchové aktivni latky biologického plivodu ptitahuji pozornost, protoze
predstavuji ekologickou alternativu k jejich syntetickym protéjskiim. Velka vyhoda v pouziti
biosurfaktanti oproti chemickym surfaktantiim spociva v jejich velmi malé toxicité a vysoké
stabilité¢ vici extrémnim vnéj$Sim podminkam prostfedi (pH, obsah soli, teplota). V nizkych
koncentracich rhamnolipidy zaroven nabizi vysSi aktivitu v kombinaci s velmi dobrou
biologickou degradovatelnosti, coz z nich déla ekologicky Setrné slouceniny. Biosurfaktanty
nabizeji moznost Sirokého uplatnéni napiiklad ve farmaceutickém, potravinarském a
kosmetickém pramyslu, vyuziti nachazi také v ochrané Zivotniho prostfedi pti degradacich
hydrofobnich polutanti. Biosyntéza rhamnolipidi je regulovéna slozitym genetickym
regulacnim systémem. Ve znacné mire také zavisi na vnéjSich podminkach kultivace, jako
jsou naptiklad teplota, pH, ¢i sloZeni média. Tato prace je zaméfena na sledovani produkce
rhamnolipidii v reaktoru pod vlivem vnéjSich podminek kultivace a také systému quorum
sensing. Byl sledovan vliv pfidavku jak autoinduktorti tak inhibitort QS a také vliv
vzdusnéni, pH, teploty, salinity a zdroje uhliku. Zkoumana byla také moznost zmény vedeni
kultivace. Byl také pozorovan pribéh koncentrace HSL molekul béhem kultivace na produkci
rhamnolipidd.
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Sklizeni jednobunéénych sladkovodnich Fas metodou flokulace

Jana Smolové, Tomas Branyik

VSCHT v Praze, Ustav biotechnologie, Technicka 5, 166 28, Praha

Rasova biomasa obsahuje kromé polysacharidil a triacylglyceridii, které jsou vyuzitelné k
vyrob¢€ bioethanolu ¢i bionafty, mnoho dalSich cennych latek, které jsou hodnotné pro dalsi
aplikace. Sklizeni jednobunécnych fas se v primyslovém méfitku provadi napft. centrifugaci,
ale jelikoz fasova biomasa dosahuje pii fototrofnich kultivacich obvykle jen velmi malych
koncentraci (0,5 az 5 g.1-1), je nutné zpracovavat velké objemy, coz je energeticky narocné.
Proto je snaha fasovou biomasu nejprve vice zakoncentrovat, aby se zpracovavany objem
zmenSil a s nim 1 ekonomicka ndro¢nost procesu. Jednou z moznosti je pouziti metody
flokulace, kdy se fasy shlukuji do vétSich utvart, které pak snadnéji a rychleji sedimentuji.
Tato prace se zabyva sklizenim zelené tasy Chlorella vulgaris pomoci dvou flokulacnich
¢inidel, kterd byla pfipravena z vedlejSich produkti pivovarského pramyslu, konkrétné se
jedné o pouzité kvasinky a mlato. Tyto materidly Ize u¢inné¢ modifikovat pomoci ¢inidla 2-
chloro-N,N-diethylamin hydrochloridu (DEAE), diky kterému dochazi k vymén¢ iontli na
povrchu ¢astic a k vnaSeni kladnych ndboji aminoskupinami. Takto pfipravena kationtova
¢inidla velmi dobfe interaguji se zaporn¢ nabitymi bunikami fas a zpasobuji tak jejich
flokulaci. V provedenych flokula¢nich experimentech byla tato cinidla testovana jak v
modelovém prostiedi 10 mmol.l-1KCl, tak v redlnych podminkéch kompletnich mineralnich
medii, at’ jiz se jednalo o Ccerstvé piipravend media, ve kterych byl sledovan vliv
byla urcena davka flokula¢niho ¢inidla (mg/g) G€¢innd pro nejméné 90% ucinnost flokulace.
Byla provedena bilance vyrobnich a provoznich nékladd vyvinutych flokulanti a tyto
ekonomické parametry byly srovnany s flokula¢nimi ¢inidly z dostupné literatury.
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Odbouravani smési nitroaromatickych latek v riznych typech reaktoru
volnymi a imobilizovanymi buiitkami

Magda Sevéikova, Jan Paca

VSCHT v Praze, Ustav biotechnologie, Technicka 5, 166 28, Praha

Nitroaromatické latky patfi do skupiny toxickych polutanti vznikajicich pfi vyrobé barev,
vybusnin, pesticidd, plast, rozpoustédel a 1é¢iv. Jednou z moznosti jejich odstranéni z
zivotniho prostfedi je jejich mikrobialni degradace. Jeji pribéh muze byt ovSem znacné
ovlivnén, je-li v prostfedi pfitomno vice nitroaromatickych sloucenin zaroven. Cilem této
prace bylo zkoumat odbouravani smési nitrofenolti a nitrotoluenti z modelové odpadni vody
imobilizovanymi buiikami v jednostupiiovém a dvoustupniovém ndpliovém reaktoru a
volnymi buiitkami smésné mikrobidlni populace a posoudit vliv jednotlivych latek na
odbouravani ostatnich latek ve smési. Rychlost odbouravani imobilizovanymi bunikami byla
10x vétsi nez u volnych bun€k v suspenzi. Nejvyssi dosazend rychlost odbourdvani v
naplnovém reaktoru byla 37,9 mg.l-1 .h-1 . Pro odbourdvani smési Spatné odbouratelnych
latek se ukdzal vhodny dvoustupiiovy reaktor tvofeny dvéma sériové zapojenymi napliiovymi
reaktory. Tento systém vykazoval vyss$i celkovou ucinnost odbourdvani a vys$i stupeit
nitrifikace uvolnénych dusitant. U tfepanych banck s volnymi buiikami byla prokézana
interakce mezi mononitrofenoly a mononitrotolueny jak na substratové urovni, tak kompetice
mezi degradéry mononitrofenolll a mononitrotoluenti ve smésné populaci. Velkym vlivem
byla prokdzana adaptace. Rychleji se indukovala degradace mononitrofenolli nez
nitrotoluen. Uginnost odbouravani byla zvysena pouze prodlouzenim doby zdrZeni, nikoliv
vSak pfidavkem kosubstrati. Ty zvySily pouze narist mikroorganismd, které se nepodileji na
degradaci 3-nitrotoluenu.
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Antibiofilmova aktivita rhamnolipidi

Karel Zeman, Jan Masak

VSCHT v Praze, Ustav biotechnologie, Technicka 5, 166 28, Praha

cey

Biofilmy jsou spolecenstvi jednoho ¢i vice mikroorganismi, Zzijicich ptisedle na fdzovém
rozhrani. V pfipad¢ patogennich mikroorganismii je tvorba biofilmu nezadoucim efektem,
jelikoz se bunky v tomto stavu stavaji odolnéjSimi viic¢i vnéjSim vliviim. Tato odolnost
vychdzi z tvorby tzv. extracelularniho matrixu, ktery napiiklad zvySuje rezistenci vuci
antibiotikiim. Z tohoto diivodu je nutné nalézt nové strategie k zabranovani tvorby a eradikaci
biofilmu. Jednou z moznosti je pouziti biosurfaktantd, které jsou schopné destabilizovat
strukturu biofilmu, ovlivituji hydrofobitu povrchovych struktur bun¢k a v nékterych piipadech
maji antibakteridlni u¢inek. Zaroven jsou biodegradovatelné a méné toxické, coz je zna¢nou
vyhodou oproti chemickym surfaktantim. Tato prace je zaméfena na sledovani eradikace
biofilmu podminéné patogenni kvasinky Trichosporon cutaneum, aplikaci rhamnolipidovych
smési rizného slozeni. Eradikace biofilmu je sledovana za statickych i dynamickych
podminek na sklenéném povrchu. Vyhodnoceni eradikace biofilmu je provadéno analyzou
obrazu.
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