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Abstrakt

Mezi blizko sebe rostoucimi bakterialnimi koloniemi jednoho druhu dochazi k vzajemnym
interakcim ovliviiujicim jejich rust (jak velikost, tak i tvar). Efekty té€chto interakci na rtist mohou
byt jak zaporné, tak i kladné, a béhem vyvoje kolonii se mohou proménovat. Prvotni pii¢inou
vzajemného ovlivnéni je ¢asto soupefeni o dostupné zdroje zivin, produkce odpadnich latek, ¢i
produkce a vyuzivani spole¢nych ,,vefejnych statk®. Sila ovlivnéni zavisi na vnéjsich faktorech,
jako je vzdalenost kolonii, tuhost a slozeni média, ¢i moznost vzajemné vymény signalnich
molekul. V této bakalatské praci jsou popsany znamé mechanismy vnitrodruhovych interakeci,
které mohou hrat roli v komunikaci mezi dvéma koloniemi. Blize popsany jsou pak tii konkrétni
pripady ovlivnéni dvou blizkych kolonii, které byly do dnesniho dne jako jedny z mala podrobnéji
zkoumany. Daéle jsou zde shrnuty metody méfeni velikosti kolonii a algoritmy pouzitelné

k vyhodnocovani vzajemného vlivu blizkych kolonii.

Kli¢ova slova: vnitrodruhové interakce, bakterialni kolonie, komunikace mezi koloniemi, vliv
blizkosti

Abstract

Between neighbouring bacterial colonies of the same species there occur mutual
interactions influencing their growth (both size and pattern). Effects of these interactions on the
growth can be both negative and positive, and can change in the course of development of
colonies. The primary cause of mutual influence is often competion for available sources of
nutrients, production of wastes, and production and utilization of public goods. The intensity of
influence depends on external factors like mutual distance of colonies, medium composition and
rigidity, or possibility of mutual signal molecule exchange. In this bachelor’s thesis there are
described known mechanisms of intraspecies interactions that may be of some importance in
communication between two colonies. In more detail there are described three particular cases of
influence of two nearby colonies that have been up to now studied more intensively. Further on,
there have been summarized methods of measuring the sizes of colonies and algorythms

applicable to evaluation of mutual influence of nearby colonies.

Key words: intraspecies interactions, bacterial colony, comunication between colonies, influence

of proximity



Seznam pouzitych zkratek

AlPs autoindukujici polypeptidy (autoinducing polypeptides)
CFU kolonii tvofici jednotka (colony forming unit)
CSP oligopeptid indukujici kompetenci u Streptococcus pneumoniae (competence-

stimulating peptide)

dfsB gen kddujici protein Dfsb

DfsB prekurzor proteinu SIf u Paenibacillus dendritiformis (dendritiformis sibling
bacteriocin)

di-RLs di-rhamnolipidy

gsp general stress protein

HAAs 3-(3-hydroxylalkanoyloxy)alkanové kyseliny

HSL N-(3-oxohexanoyl)-homoserin lakton

QS quorum sensing

RhIA protein potiebny pii syntéze HAAs u Pseudomonas aeruginosa

RhIB rhamnozyltransferaza potiebna pii syntéze mono-rhamnolipidid u Pseudomonas
aeruginosa

RhIC rhamnozyltransferdza potiebna pti syntéze di-rhamnolipidti u Pseudomonas
aeruginosa

SdpC Sporulation delaying protein C

SkfA Sporulation killing factor

SIf protein pasobici smrt sesterskych kolonii u Paenibacillus dendritiformis

(sibling lethal factor)



1 Uvod

Tato bakalatska prace vznikla v ndvaznosti na diplomovou praci Mgr. Andrey Moserove
“Fyziologické rozdily mezi r a K-stratégy u bakterii”, které se zabyvala ptedevsim souvislosti mezi
Zivotni strategii (1/K) bakterii a schopnosti jejich adaptace k chladu a k nizké koncentraci Zivin.
(Moserova, 2010)

Koncept r a K stratégi byl zaveden ekology pii studiu ostrovni biogeografie (MacArthur a
Wilson, 1967) a pozdgji byl rozveden v préci E. Pianky . Podle tohoto konceptu lze rtizné zivotni
podminky zafadit na Skalu r - K, kde r je krajni situace, ve které neexistuje konkurence, a
nejvyhodnéjsi strategii je investovat CO nejvice energie do vytvoreni co nejvétsiho poétu potomka.

K je druh4 krajni situace, kdy je konkurence velmi vysoka, protoze v prostfedi jiz nejsou dostupné
zdroje pro zadné dalsi jedince. V této situaci je nejvyhodnéjsi strategii investovat energii spise do
konkurence schopnosti potomki, nez do jejich mnozstvi. Organismy pak oznacujeme jako r- ¢i K-
stratégy podle toho, jakym podmink&m jsou lépe piizpusobeny. (Pianka, 1970)

Andrea Moserova ve své praci pfi porovnavani rastovych rychlosti r a K stratégti narazila u
nékterych kment na silnou zavislost rychlosti ristu kolonii na hustoté vysevu bakterii na agarovou
plotnu. Tato zavislost byla podrobnéji zkoumana u tii vybranych kment. Konkrétné to byli: typicky r-
stratég Arthrobacter aurescens, typicky K-stratég Deinococcus radiourans a K-stratég nachazejici se
spise ve stiedu Skaly r/K Rhodococcus erythropolis.

Za pomoci pro tento Gcel vytvoieného skriptu (viz kapitola 5.3) byla u vSech tii uvedenych
bakterii uréena zavislost plochy kolonie na jeji vzdalenosti od nejblizsi sousedni kolonie. U A.
aurescens (r-stratég) byl vliv blizkych kolonii kladny, ale s ¢asem se snizoval, u D. radiourans (K-
stratég) byl vliv zaporny a u R. erythropolis (na rozmezi r a K) nebyl vliv Zadny. (Moserova, 2010)
Tyto vysledky odpovidaji teorii r a K stratégii, podle které se u K stratégli mnohem vice uplatiiuje
kompetice.

Z chovani tii bakteridlnich kment se samoziejmé daji tézko vyvozovat obecnéjsi zavery, avSak
souvislost mezi Zivotni strategii a vlivem vzajemné vzdalenosti na rust kolonii by si v budoucnu jisté
zaslouzila dalsi zkoumani. V piipadé, Ze by se tato zavislost potvrdila, mohl by se vzajemny vliv
blizkych kolonii stat dal$im kritériem pfi urCovani zivotni strategie u bakterii.

Tato bakalaiska prace si klade za cil podat ptehled dosud znamych mechanismu vyskytujicich se
u riznych bakterii, které prokazatelné hraji nebo by mohly hrat roli pfi vzajemném ovliviiovani riistu
dvou blizko sebe rostoucich bakterialnich kolonii stejného druhu. Dalsim cilem prace je pak shrnuti

dostupnych metod a algoritmt pouzitelnych pti posuzovani vlivu, ktery na sebe blizké kolonie maji.



2 Faktory obecné ovliviiujici rist kolonii

Nasledujici odstavce budou vénovany vybranym faktorm, které maji ¢asto velmi silny
vliv na velikost bakterialnich kolonii. Kromé toho, Ze tyto faktory samy o sobé& ovliviuji rast

jednotlivych kolonii, ovliviiuji i vzajemné pusobeni mezi koloniemi.

2.1 Dostupnost Zivin

Bakterie, tak jako vSechny zivé organismy, K rustu bezpodmineéné potiebuji zdroj
energie. Proto je dostupnost Zivin, pfedev§im v prvnich fazich rastu, hlavnim faktorem
ovliviiujicim velikost bakterialni kolonie. Podobné¢ jako v tekuté kultuie je i pfi ristu na
pevném médiu Casto jedna latka ¢i skupina latek limitujici Zivinou, ktera omezuje rychlost
rastu. VIiv koncentrace ostatnich zivin pak jiz neni tak vyrazny. (Pirt, 1966)

Na tom, které ziviny a v jakém mnozstvi maji burniky k dispozici, mimo jiné zavisi i to,
jakeé metabolity bunky produkuji (Soo et al., 2009). Prostiednictvim téchto metabolitt pak

muze dochazet mezi koloniemi k dal§imu ovlivnéni.

2.2 Tuhost média (rychlost difuze)

Pro péstovani bakterialnich kolonii byva v ptevazné vétsing ptipada pouzivano médium
zpevnéné agarem, od jehoz koncentrace se odviji tuhost média. Na tuhosti média zavisi
rychlost, jakou difunduji médiem latky, jako jsou Ziviny, ¢i nejrizné&j$i sekundarni metabolity.
Obecné plati, Ze rychlost difuze urcité latky je tuhosti média ovlivnéna tim vice, ¢im vyssi je
jeji molekulova hmotnost (Samprovalaki et al., 2012). Rychlost difuze nizkomolekularnich
latek jako je glukoza, neni koncentraci agaru témeét ovlivnéna, avSak bylo prokazano, ze
zpusob, jakym kolonie reaguji na ménici se koncentraci téchto latek, je na tuhosti média i
presto znaéné zavisly. (Stecchini et al., 1998)

Tuhost média u nékterych bakterii také urcuje mechanismus, kterym jsou za danych
podminek schopné pohybu po povrchu media. (Henrichsen, 1972; Kohler et al., 2000; Rashid
a Kornberg, 2000)

Diky témto skute¢nostem tuhost média zasadné ovliviiuje rychlost ristu, morfologii i

vzajemnou komunikaci bakterialnich kolonii.



2.3 Pohyblivost bakterii

Pohyblivost bakterii mtize zasadn¢ ovliviiovat rychlost, jakou se kolonie rozrtista po
povrchu media. Nasledujici kapitola bude proto vénovana moznostem pohybu a faktorim,
které tento pohyb ovliviuji.

Jiz pomérné dlouho je rozliSovano Sest zékladnich mechanismua pohybu, kterych jsou
bakterie schopné na pevném/polopevném médiu. Struc¢né charakteristiky v nasledujicim
piehledu vychazeji predevsim z prace ,,Bacterial Surface Translocation: a Survey and a
Classification* (Henrichsen, 1972), ve které byly tyto typy pohybu poprvé souhrnné

definovany.

Swimming (,,plavani¢) - Mechanismus aktivniho pohybu pfi kterém je vyuzivan bicik.
Bunky se pohybuji samostatné, nezavisle na fyzickém kontaktu s ostatnimi buikami. K
tomuto druhu pohybu je zapotiebi piitomnost dostate¢né silné vrstvy kapaliny, ve které se
buriky mohou pohybovat. (Henrichsen, 1972)

Swarming (,,rojeni*«) - Mechanismus aktivniho pohybu, pti kterém je vyuzivano
vétsSinou vEétsi mnozstvi bic¢ikl. Bunky se nepohybuji samostatné, ale vzdy ve vétsich shlucich
ve sméru dlouhych os. Struktura kolonie na mikroskopické az makroskopické urovni byva
vysoce organizovana. Casto vznikaji opakujici se motivy, naptiklad riizné pasy, &i viry.
(Henrichsen, 1972; Ingham a Ben Jacob, 2008)

Gliding (,,klouzani*) - Mechanismus aktivniho pohybu vyuzivany bezbic¢ikatymi
bakteriemi. Pfi tomto typu pohybu se bakterie pohybuji po skupinach ve sméru svych
dlouhych os a vznikaji zde podobné struktury jako pfi swarmingu. (Harshey, 2003;
Henrichsen, 1972)

Twitching (,,8kubani®) - Mechanismus aktivniho pohybu nezavisly na pfitomnosti
biciku, pii kterém se bakterie pohybuji samostatné, ¢i v mensich skupinach. Smér pohybu
neni zavisly na smétovani osy bakterii. (Henrichsen, 1972)

Sliding (,,sunuti“) - Mechanismus pasivniho pohybu, ke kterému dochéazi, pokud je
tieni mezi povrchem a buiitkami dostateéné nizké. K pohybu dochazi diky pnuti, které vznika
pii rastu. Vznikajici kolonie jsou Casto tvofeny pouze jednou vrstvou bunék. (Harshey, 2003;
Henrichsen, 1972)

Darting (,,odhozeni*) - Mechanismus pasivniho pohybu popsany jen u nékolika malo

bakterii, pfi kterém pravdépodobné v disledku pnuti zpiisobeného riistem dochézi



k obCasnému ,,vymrsténi* né¢kolika bunék. Bakterie vyuzivajici tento pohyb pak netvoii

souvislé kolonie, ale spise oddélené ostrivky bunék. (Harshey, 2003; Henrichsen, 1972)

U mnoha bakterii nebyl popsan zadny druh pohybu, avSak existuji i takové, které jsou
za ruznych podminek schopné vyuzivat hned né¢kolik riznych mechanismi (Rashid a
Kornberg, 2000). Hlavnimi dvéma faktory, které urcuji, jaky typ pohybu a v jaké miie bude
pouZit, jSOU jiz zminovana dostupnost zivin a tuhost média (Pérez-Pascual et al., 2009; Rashid
a Kornberg, 2000).

S pohyblivosti bakterii Gzce souvisi i schopnost chemotaxe, kterou maji mnohé bakterie
schopné aktivniho pohybu. Jako atraktanty ¢asto pusobi nékteré ziviny (Adler, 1966), jako
repelenty pak latky, které jsou pro bakterie skodlivé (Tso a Adler, 1974). Krom¢ latek
z prostiedi mohou chemotaxi zptisobovat i latky produkované samotnymi bakteriemi
(Budrene a Berg, 1991).

Schopnost pohybu a chemotaxe umoziiuje né€kterym bakteriim tvofit za riznych
podminek velmi odlisné typy kolonii (viz obr. 1), které se vyrazné 1isi i rychlosti rustu.
(Matsushita et al., 1999)
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Obr. 1 Diagram znazoriujici rizné typy kolonii, které tvoti Bacillus subtilis pti ménici se
koncentraci zivin a agaru. (Pfevzato z Matsushita et al., 1999).



3 Vnitrodruhové interakce bakterii

Jiz dlouho je zndmo, Ze mnohobunécné utvary tvorené bakteriemi jsou casto velmi
komplexni a mizeme v nich najit diferencované bunky. (Branda et al., 2001; Shapiro, 1988)
Tyto struktury pomahaji bakteriim naptiklad u¢innéji se vyrovnavat se s vnéjsimi
podminkami (Hoyle et al., 1983), ¢i $ifit se do okoli. (Branda et al., 2001)

Ke vzniku a spravnému fungovani téchto struktur je nezbytnd komunikace mezi buiikami.
Tato komunikace ¢asto neprobiha pouze na drovni sousednich bunék, ale na vzdalenosti
mnohem vétsi — prokazatelné 1 v fadu centimetrti. Pravé tyto interakce na vétsi vzdalenosti se

budou pravdépodobné promitat i do vzajemného pisobeni dvou blizkych kolonii.

3.1 Quorum Sensing

Bylo zjisténo, ze mnohé druhy bakterii produkuji signalni molekuly - takzvané
autoinduktory, které jim umoziuji vnimat aktualni hustotu populace a reagovat na ni.
Jednotlivé buiiky uvolnuji autoinduktory do prostiedi a zaroven vnimaji jejich koncentraci,
kter4d odpovida hustoté dané populace. Pti dosazeni urcitych prahovych koncentraci buiky
reaguji zménami v genové expresi. — Tento jev se oznacCuje jako quorum sensing.

Quorum sensing (QS) se uplatiuje v situacich, kdy je dané chovani vyhodné pouze pii
ur€ité hustoté populace, jako je napiiklad bioluminiscence (Nealson et al., 1970), geneticka
kompetence (Tomasz a Hotchkiss, 1964), produkce antibiotik (Stewartt a Williams, 1992), ¢i
surfaktantti (Huber et al., 2001).

Je dulezité si uvédomit, Ze koncentrace autoinduktorti nezavisi pouze na velikosti
populace, ale také na velikosti prostoru, ve kterém se nachazi, a na rychlosti jakou signalni
molekuly difunduji prostfedim. Z této skute¢nosti vychazi model diffusion sensing, podle
kterého ucelem tohoto chovani neni primarné spoluprace s ostatnimi buiikami, ale pouze
maximalizace uzitku konkrétni buniky. Podle tohoto modelu buitka pomoci autoinduktoru
vnim& miru difuze ve svém okoli a tak pozna, zda je pro ni v danou chvili vyhodné uvoliiovat
sekundarni metabolity, jako jsou proteazy a siderofory, ¢i nikoli. V piipadé, Ze je difuze
téchto molekul pry¢ od buiiky pfili§ rychla, buika z jejich produkce nema uzitek. (Redfield,
2002)



Quorum sensing muze byt zprostiedkovan Sirokym spektrem molekul, avsak byly
popsany tii zakladni typy signalizace, které byly nalezeny u mnoha riznych, vzajemné

nepiibuznych, bakteridlnich druhti. Témto tfem typiim budou vénovany nasledujici odstavce.

3.1.1 systém vyuzivajici AHL

Tento systém byl jako prvni QS systém popsan u moiskych bakterii Vibrio fischeri,
které Ziji ve specialnich ,,svételnych* organech eukaryotickych hostitelt, kde produkuji
svétlo. (Nealson a Hastings, 1979)

K produkci svétla je zde zapotiebi sedmi lux gent. Pét z nich kdduje proteiny zajist'ujici
samotnou svételnou reakci. Exprese téchto gend je regulovana pomoci zbylych dvou. Geny
zajist'ujici regulaci jsou luxl a luxR. (Engebrecht a Silverman, 1984) Protein Luxl je
zodpovédny za produkcei autionduktoru N-(3-oxohexanoyl)-homoserin laktonu, ktery volné
difunduje bunéénou membranou (Eberhard et al., 1981). Protein LuxR pak vaze autinduktor a
v zavislosti na jeho koncentraci reguluje genetickou expresi.(Engebrecht a Silverman, 1984)

Postupné byly popsany obdobné mechanismy u desitek dalSich gramnegativnich a
dokonce i nékterych grampozitivnich bakterii. (Biswa a Doble, 2013) Tyto mechanismy
reguluji expresi riznych gent, avsak jejich spolecnym znakem je vyuziti homologt genti luxI
a luxR a produkce nékterého z acyl — homoserin laktonta (AHL) (viz obr. 2) jako
autinduktoru. Piehled nékterych z nich mizeme najit napiiklad v praci (Miller a Bassler,
2001)

H 6

Obr. 2 Obecné struktura acyl-homoserin laktonti. R znaéi postranni fetézec, ktery se lisi u

jednotlivych organismu. (P¥evzato z Taga a Bassler, 2003)

3.1.2 Systém zaloZeny na oligopeptidech

Pievazné u grampozitivnich bakterii byly popsany dalsi vzajemné podobné
mechanismy QS, které jako autoinduktory vyuzivaji kratké, nékdy modifikované,

oligopeptidy (AIPs). Ptehled nékterych z nich mizeme najit naptiklad v praci (Taga a Bassler,



2003) Tyto signalni oligopeptidy ptsobi budto extracelularné pies receptory v membrané
nebo se za pomoci pienasect dostavaji ptes membranu a pusobi intracelularné (Solomon et
al., 1996).

3.1.3 systém vyuzivajici Al-2

Vibrio Harveyi pii regulaci bioluminiscence vyuziva hned dva autoinduktory. (Bassler
et al., 1993) Prvnim z nich je AHL, tak jako u V. fischeri, av§ak druhy, ozna¢ovany jako
autoinduktor 2 (Al-2), je strukturné odlisny. Jedna se o furanosyl-borat-diester (viz obr. 3) a

za jeho produkci je zodpovédny gen luxS. (Chen et al., 2002)
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Obr. 3 Struktura Al-2 (Pievzato z Chen et al., 2002)

Bylo prokéazéno, ze analogy genu luxS se vyskytuji u mnoha rtiznych gramnegativnich i
grampozitivnich bakterii, které rovnéz produkuji AI-2. (Surette et al., 1999) Al-2 se proto

poklada za mozny prostiedek mezidruhové komunikace.

U nékterych bakterii, napfiklad u Pseudomonas aeruginosa, funguje i nékolik
paralelnich QS systému vyuzivajicich jako autoinduktory rizné signalni molekuly jednoho
nebo vice typt. Konkrétné u P. aeruginosa je QS systémem regulovana exprese vice nez 6%

gend. (Schuster et al., 2003)

3.2 Sdileni ,,verejnych statki“

Produkce a sdileni ,,vefejnych statkti* (v anglictin€ public goods) je jedna ze zakladnich
forem interakce mezi bakteriemi. Vefejnymi statky se rozumi bunikou vylucované latky, ze

kterych ma uzitek nejen burika samotna, ale i buiiky v jejim okoli. (West et al., 2006) Mezi



takové¢ latky patii naptiklad surfaktanty, proteazy, adhezivni polymery, ¢i siderofory. Pfehled
téchto latek mizeme najit naptiklad v praci (West et al., 2007).

Vzdalenost, na kterou se mohou bakterie (ptipadné dvé kolonie) ovliviiovat
prostiednictvim téchto latek, zavisi na faktorech jako je tuhost média, ¢i rychlost jejich
degradace v daném prostiedi. Napftiklad pro siderofory je rychlost difuze 1% agarovym
médiem cca 6 mm za 24 hodin (Kummerli et al., 2009), coz je rychlost dostacujici k
vzajemnému ovlivnéni blizkych kolonii béhem rastu. Nekteré bakterie, naptiklad P.
aeruginosa, jsou vsak schopné zna¢né omezit rychlost tniku téchto latek ven z kolonie a
proto muze byt ovlivnéni blizkych kolonii slabsi, neZ bychom ¢ekali. Mechanismus, jakym
latek k nékterym slozkam bunééné stény, ¢i sniZzenim rychlosti jejich difuze uvniti kolonie

pomoci burikou vyluc¢ovanych polymeri. (Julou et al., 2013)

3.3 Odpadni latky

Kazda metabolizujici bakterie produkuje urcité odpadni latky, které uvoliiuje do svého
okoli. Béhem vyvoje bakterialni kolonie dochazi k hromadéni téchto latek uvniti kolonie a
V jejim blizkém okoli. Krom¢ toho, Ze je tato zvySena koncentrace odpadnich latek jednou z
pfi¢in zpomalovani a n¢kdy i zastaveni ristu samotné produkujici kolonie (Pirt, 1966;
Wimpenny et al., 1995), mtize negativné ovliviiovat i rast kolonii v jeji blizkosti.

Piikladem muZze byt negativni ovlivnéni ristu blizkych kolonii Listeria monocytogenes
zpusobené kyselinou mléénou. Kyselina mlé¢na produkovana metabolismem zde ptisobi

snizeni pH v okoli kolonii. Nizké pH pak ma za nasledek pravé zpomaleni rastu. (Thomas et
al., 1997)

3.4 Programovana bunécna smrt

Programovana bunécna smrt je jiz neodmyslitelnou soucasti zivota mnohobunécnych
organismu. U bakterii byly podobné mechanismy popsany teprve docela nedavno, ale ukazuje
se, ze maji velmi dilezitou tlohu v mnohobuné¢nych bakterialnich Utvarech, jako jsou
kolonie, ¢i biofilmy. Cest, kterymi dochazi k navozeni smrti nékterych jedinct ve prospéch

celé populace je znamych hned nékolik. Zde budou blize popsany takové, které jsou



zprostiedkovavany latkami uvoliovanymi do prostiedi, a tedy by mohly hrat roli pfi

ovliviiovani dvou kolonii.

3.4.1 ,Bratrovrazda“

Transformace je proces, béhem kterého bakterie ptijimaji extracelularni DNA ze svého
okoli. V piirod¢ se tato schopnost vyskytuje jen u nékterych druhi bakterii, a to pouze za
ur¢itych podminek. Stav, kdy jsou buiiky schopné transformace, se oznac¢uje kompetence.

U Streptococcus pneumoniae je kompetence indukovana pii zvy$ené hustoté populace
pomoci QS mechanismu. (Tomasz a Hotchkiss, 1964) Signalni molekulou je zde oligopeptid
CSP (Havarstein et al., 1995). Bylo prokazano, ze CSP kromé indukce kompetence také
spousti produkei faktord, které piisobi lyzi nekompetentnich bunék. Pfi lyzi bunky uvoliiuji
ziviny, n¢které virulen¢ni faktory a ptedevsim DNA, kterd je néasledn¢ ptijata kompetentni
Casti populace. (Moscoso a Claverys, 2004) Tento jev, ktery se v literatufe oznacuje jako
bratrovrazda (v angli¢ting fratricide), mtze napiiklad umoznovat vznik multirezistentnich
kment a tak prispét K pieziti aspon ¢asti populace za stresovych podminek. (Gilmore a Haas,
2005)

3.4.2 Kanibalismus

U Bacillus subtilis byl popsan mechanismus, kterym jsou za nedostatku zivin nékteré
buiiky schopny navodit autolyzu sesterskych bunék. Ugelem tohoto chovéni je ziskani
uvolnénych zivin a oddaleni vlastni sporulace. Kanibalismus je stejné jako sporulace fizen
DNA vazebnym proteinem SpoOA. Buiiky s aktivovanym regulonem SpoOA produkuji
faktory SKkfA a SdpC, které pak navozuji autolyzu bunék s neaktivnim SpoOA. Samotné
Spo0A aktivni buriky jsou vici témto faktort rezistentni. (Gonzalez-Pastor et al., 2003)

3.5 Signaly Siritelné vzduchem

Molekuly, jimiZ se bakterie vzajemné ovliviiuji, nemusi pouze difundovat médiem, ale
mohou se pienaset i plynnou fazi. V poslednich letech bylo takovych ptipad popsano nékolik
desitek. Jejich pfehled miizeme najit napiiklad v praci B. Audraina a jeho spolupracovniki
(Audrain et al., 2015). Ve vétsing studovanych ptipadt se jednalo o interakce mezi bakteriemi
riznych druht, ale byly zaznamenany i ptipady, kdy se pomoci plynnych signélii ovliviiovaly

bakterie i v rdmci jednoho kmene.



Piikladem muze byt 2-amino acetofenon, ktery pfi infekci oportunnim patogenem
Pseudomonas aeruginosa, snizuje virulenci a zprostfedkuje prechod ke chronické infekci
(Kesarwani et al., 2011), ¢i signal indukujici rezistenci k antibiotikim u E. coli. - viz dale
(Bernier et al., 2011).

3.5.1 Vzduchem Sititelny signal indukujici rezistenci k antibiotikiim

Heal a Parson (2002) se zabyvali otazkou, zda mezi dvéma oddélenymi populacemi E.
coli miize dochazet k signalizaci. Zjistili, ze rostouci populace produkuje signal, ktery
podporuje rist kolonii stejného kmene na médiu obsahujicim ampicilin. Tento signal
vydavaly bakterie pfedev§im béhem stacionarni faze rastu. Maximalni vzdalenost, na kterou
signal prokazateln¢ pisobil mezi populacemi rostoucimi na agarovych plotnach, byla cca 2,5
cm.

Pomoci experimentti na délenych Petriho miskach, kde nemohlo dochazet k vyméné
signalnich molekul skrze médium (viz obr. 4), dosli k zavéru, ze signalem je s nejveétsi
pravdépodobnosti molekula Sifitelna vzduchem. Pokud bylo vyméné vzduchu mezi ¢astmi

misky zamezeno pomoci parafilmu, k pfenosu signalu jiz nedochazelo. (Heal a Parsons, 2002)

Signalizujici Populace

populace pFijimajici signal
Plastova délici Mezera umoznujici
pfepaika prichod vzduchu

Obr. 4 Signalizujici a ptijimajici kultura byly oddéleny pomoci plastové piepazky tak, ze nemohlo
dochézet k difuzi signalnich molekul agarovym médiem. Vyména vzduchu byla mozna diky mezete
mezi piepazkou a vikem Petriho misky. (Pfevzato z Heal a Parsons, 2002)

Jako molekula zodpovédna za pirenos signalu byl o n¢€kolik let pozdéji identifikovan
amoniak. Zaroven bylo prokazano, Ze signal zplisobuje zvysenou rezistenci rovnéz viici
tetracyklinu, a ze kromé¢ E. coli se stejny jev vyskytuje i u dalich bakterii, konkrétné u P.

aeruginosa, S. aureus a B. subtilis. (Bernier et al., 2011)
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Bylo navrzeno vysvétleni, podle kterého pfitomnost amoniaku zvySuje intracelularni
koncentraci polyamint. ZvySena koncentrace amind pak snizuje permeabilitu bunécné
membrany pro néktera antibiotika. (Bernier et al., 2011).

Jiné vysvétleni bylo navrZeno J. Ceplem a spolupracovniky. Jejich vysledky naznaduji,
7e spiSe nez samotné bakterie jSou piitomnym amoniakem ovliviiovana beta-laktamova
antibiotika, ktera jsou v amoniakem vytvofeném alkalickém prostiedi nestabilni .(Cepl et al.,
2014) Dalsi vyzkumy napovidaji, Ze by se mohlo jednat o souhru obou téchto mechanismi

(Létoffe et al., 2014).

3.6 Nechemické zpisoby komunikace

Kdyz se zabyvadme moznymi zptisoby komunikace mezi bakterialnimi koloniemi, je
vhodné uvazit i vyzkumy, ve kterych byly popsany fyzikalni zptisoby komunikace mezi
riznymi eukaryotickymi i prokaryotickymi bunéénymi kulturami. Jednalo se o signalizaci
pomoci zvuku (Matsuhashi et al., 1998) - viz kapitola 3.6.1, ¢i elektromagnetického zateni 0
ruznych frekvencich.

Podle Reguera (2011) ptipada z celé skaly elektromagnetického zafeni pro komunikaci
mezi bakteriemi v uvahu piedevsim interval od cca 200 nm (blizké ultrafialové zafeni) do
2500 nm (blizké infracervené zatreni). Zafeni o nizsi vinové délce, které ma prilis vysokou
energii, bakterie pfi vyssich intenzitach poskozuje, zatimco vinové délky nad 2500 nm jsou
ptili§ vysoké vzhledem k béznym velikostem bakterialnich bunék. (Reguera, 2011)

Nejruznéjsi bunky zafeni z uvedeného intervalu opravdu emituji a v nékolika

ptipadech bylo popséano jeho uplatnéni v bakterialni signalizaci. — napt. (Trushin, 2003).

3.6.1 Zvukovy signal podporujici rist kolonii - Bacillus carboniphilus

Matsuhashi et al., (1995) izolovali bakterialni kmeny, které pii vysokych
koncentracich KCI a vysoké teploté (44°C ) - (dale nepermisivni podminky) vyzadovaly ke
svému ristu piitomnost jemnych krystalka grafitu. Izolované kmeny nalezely k rodu Bacillus,
byly nazvany Bacillus carboniphilus a pozdéji byli detailnéji popsany. (Fujita et al., 1996)

Kultura B. carboniphilus byla dale péstovana na miskach rozdélenych v poloviné
prepazkou. V obou c¢astech misek bylo stejné médium s vysokou koncentraci KCl, avs§ak

pouze v jedné ¢asti byl do média piidan grafit.
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Na grafitovou ¢ast takové misky byla vyseta kultura B. carboniphilus, ktera zac¢ala na
této ¢asti riist. Po jednom dni byla kultura vyseta i na druhou ¢ast a miska byla inkubovéna pfti
44°C. Kultura zacala rast také na této ¢asti a to i pfesto, ze zde nebyl zadny grafit pfitomen
(viz obr. 5). Obdobné experimenty byly se stejnym vysledkem zopakovany i v jiném
uspofadani, kdy kultury nebyly umistény v jedné délené misce, ale ve dvou samostatnych
uzavienych Petriho miskach, které byly pouze polozeny na sobé. Tyto vysledky vedly
vyzkumniky k zavéru, ze mezi kulturou s grafitem a kulturou bez grafitu dochazi k pfenosu
signalu. (Matsuhashi et al., 1995)

Pii dalSich pokusech pak byly jako signalni pouzity jiné kultury (B. subtilis, E. coli, M.
luteus). V téchto ptipadech byl pozorovany efekt dokonce silngjsi, nez pti pouziti B.
carboniphilus. Také se ukazalo, ze k dosazeni pozitivniho u¢inku na rist kolonii za
nepermisivnich podminek neni nutna pfitomnost grafitu v signal vysilajici kultufe. - Staéi,
kdyz tato kultura roste na jiném pro ni pfiznivém médiu, avsak efekt je o néco slabsi

(Matsuhashi et al., 1996)

Obr. 5 Pienos signalu stimulujiciho rist kolonii: Grafit obsahujici ¢ast byla inokulovana cca 107
buiikami B. subtilis (A) nebo viibec neinokulovana (B). Petriho misky byly inkubovany jeden den a
poté byly v obou miskach (A i B) ¢asti bez grafitu inokulovany riznymi kmeny B. carboniphilus.
Inkubovano dalsi 2 dny pti 44°C (Ptrevzato z Matsuhashi et al. 1995)

(Matsuhashi et al., 1995) z téchto a dalsich pozorovani vyvozuji existenci signalu
emitovaného rostoucimi bakteriemi, ktery umoziuje rist kolonii B. carboniphilus i na médiu
grafit neobsahujicim za podminek za kterych by bez tohoto signalu riist nemohly. - Signél je

Ve snaze urcit podstatu tohoto signalu bylo zamezeno vyméné vzduchu mezi

kulturami, ¢imz byl vyloucen pfenos plynného signalu. V dalSich pokusech byly mezi Petriho

misky vkladany Zelezné desti¢ky o primeru 30 cm a tloust’ce 0.5 az 2 mm. - I pfes tyto
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desticky bylo zaznamenano vyrazné ovlivnéni ristu na nepermisivnim médiu. Na zaklad¢
téchto experimenti autofi vyloucili, Ze by se jednalo o chemicky, tepelny, ¢i
elektromagneticky signal a zaméfili se na moznost, ze jde o signal zvukovy. (Matsuhashi et
al., 1996)

Meéieni pomoci velmi citlivého mikrofonu potvrdila, Ze rostouci kolonie vydavaji
méfitelny zvuk, ktery ma naptiklad pro B. subtilis nejvyssi intenzitu pfi frekvencich cca 8.5,
19, 29 a 37 kHz. Intenzita naméfeného zvuku se pohybovala mezi -120 a -80 dB.

Kultura B. carboniphilus byla poté vyseta do nepermisivnich podminek a postupné
vystavena zvukovym signalim o riznych frekvencich z reproduktoru. Pii nékterych
frekvencich byl opravdu zaznamenan zvyseny pocet kolonii vyrostlych na médiu. - Efekt byl
nejsilngjsi v rozmezich 6-10, 18-22 a 28-38 kHz, coz odpovida frekvencim vysilanym B.
subtilis a tedy podporuje hypotézu o rast podporujicim zvukovém signalu. (Matsuhashi et al.,
1998) Autoti zmifuji, ze prob&hly i podobné experimenty s jinymi bakterialnimi kmeny,
potvrzujici tyto hypotézy, které vsak nebyly publikovany.

Na publikaci téchto vysledki reagovali (Norris a Hyland, 1997), kteti zpochybuji, ze
by dané uspotadani experimentl vylu€ovalo ptfenos elektromagnetického zafeni. Skute¢nost,
ze emitujici kulturu 1ze nahradit reproduktorem, podle nich rovnéz nutn€ neznamena, ze
samotny signal by byl zvukovy.

V dostupné literatuie neni popsan zadny podobny piipad komunikace pomoci zvuku.
Ne&kolik pozdéjsich vyzkumi prokazalo ovlivnéni bakterialniho metabolismu zvukem o
srovnatelnych frekvencich, avSak intenzita pouzitého zvuku je vzdy fadové vyssi (cca 100
dB), nez intenzita zvuku vydavaného koloniemi B. carboniphilus. (Sarvaiya a Kothari, 2015;
Shaobin et al., 2010)
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4 Interakce mezi koloniemi stejného druhu

Studii, které by se zabyvaly ptimo vzajemnym ovlivnénim dvou bakterialnich kolonii
stejného druhu, zatim nevzniklo pfili§ mnoho. Spoleénym znakem téch, které vznikly, je to,
ze se vSechny tykaly kolonii, které se rozrustaly pomoci vybézki. Divodem muze byt

skutec¢nost, ze prave u tohoto typu kolonii je vzajemny vliv napadny a dobte pozorovatelny.

4.1 Vyhybani vybézki - Pseudomonas aeruginosa

Gramnegativni bakterie Pseudomonas aeruginosa dokaze vyuzivat v zavislosti na
prostiedi a schopnosti exprese pottebnych genli nejméné tfi rizné mechanismy pohybu.
Prvnim mechanismem, ktery bakterie vyuziva na pevnych médiich - naptiklad na agarovych
plotnach s koncentraci agaru vyssi nez 0,7% je “’twitching motility” za pouziti pila typu 1V
(Henrichsen, 1972). Dalsim zptisobem pohybu, vyuzitelnym naopak na velmi vihkém
povrchu, naptiklad na médiu s koncentraci agaru do 0,4%, je “swimming motility”, pti
kterém se uplatiluje bi¢ik. (Rashid a Kornberg, 2000) a kone¢né pak “swarming motility”
ktery je vyuzivan na polotuhych médiich - za laboratornich podminek na plotnach s
koncentraci agaru 0,5 - 0,7%.

K indukci pohybu mechanismem swarming motility je u P. aeruginosa potieba souhra
nékolika faktorti. Kromé biciku jsou zapotiebi pily typu IV, ptitomnost uréitych aminokyselin
(naptiklad: glutamétu, aspartatu, hisidinu, ¢i prolinu) jako vyhradniho zdroje dusiku a
pfitomnost rhamneolipidu - biosurfaktanti produkovanych vétSinou samotnymi butikami.
(Kohler et al., 2000)

Za podminek, které bakteriim umoziuji pohyb mechanismem swarming motility se
kolonie rozristaji do charakteristickych vzort, tvofenych nepravidelné se rozvétvujicimi
vybézky. Bylo prokézano, Ze tyto vybézky, které za jinych okolnosti (u samostatné,
prostorové neomezené kolonie) rostou viceméné ptimo smérem od sttedu kolonie, v ptipadé
vzéajemného priblizeni dvou kolonii méni svlij smér rustu tak, aby se s vybézky sousednich
kolonii nesetkaly (viz obr. 6). (Caiazza et al., 2005) Tento typ ristu umoziiuje komunikace
pomoci rhamnolipidl a jejich prekurzorti. Této komunikaci budou vénovany nasledujici

odstavce.
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Obr. 6 Vzajemné se vyhybajici vybézky dvou blizkych kolonii P. acruginosa. - Makrokolonie na 0.5%
agaru umoZziujicim swarming vyfocené po 24 hodinach ristu. (Pfevzato z Caiazza et al., 2005)

4.1.1 Rhamnolipidy - draha syntézy a vyznam

Rhamnolipidy byly poprvé popsany pravé u P. aeruginosa, avsak jsou produkovany i
mnoha dal$imi bakteriemi, nejen rodu Pseudomonas (Rooney et al., 2009). Kromé¢ toho, zZe
umoziuji swarming, plni 1 dalsi funkce. Usnadiiuji ptijem tézko rozpustnych Zivin, inhibuji
rust nékterych mikroorganismu, ptisobi jako faktory virulence a plni dilezitou roli pfi stavbé
biofilmi. (Abdel-Mawgoud et al., 2010)

Struktura rhamnolipida a dréha jejich syntézy Uzce souvisi s jejich vlastnostmi a
funkci a proto se jim zde budu vénovat podrobnéji.

Rhamnolipidy jsou glykolipidy slozené z L-rhamnézy a 3-hydroxyalkanové kyseliny
(HAA). (Jarvis a Johnson, 1949) Podle poctu rhamné6z v molekule rozliSujeme mono-
rhamnolipidy a di-rhamnolipidy (viz obr. 7), které se pak mezi sebou dale lisi v délce a
struktufe HAA skupiny. (Déziel et al., 2000)

H30 (9]
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Obr. 7 Obecna struktura dirhamnolipida. (Pfevzato z Abdel-Mawgoud et al., 2010)
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Syntéza rhamnolipidi je u P. aeruginosa fizena hned dvéma quorum sensing systémy
RhlI/RhIR a Lasl/LasR (analogickymi k systéemu LuxI/LuxR u rodu Vibrio).(Kohler et al.,
2000)

Za posledni tii kroky syntézy dirhamnolipida jsou zodpovédné geny rhlA, rhiB a rhiC.
Protein RhlA umoziuje vznik molekul HAA, jakozto prekurzorti rhamnolipidi. (Déziel et al.,
2003) Rhamnozyltransferaza RhIB katalyzuje vznik monorhamnolipidu z HAA a dTDP-L-
rhamndzy. (Ochsner et al., 1994) Rhamnozyltransferaza RhIC pak katalyzuje vznik di-
rhamnolipidu z mono-rhamnolipidu a dalsi dTDP-L-rhamnézy. (Rahim et al., 2001)

4.1.2 Mechanismus vyhybani vybézku

(Caiazza et al., 2005) prokazali, ze vyhybani vybézki je zavislé na syntéze
rhamnolipidu a jejich prekurzora 3-(3-hydroxylalkanoyloxy)karboxylovych kyselin (HAAS).
Zarovein navrhli model, podle kterého di-rhamnolipidy zabratuji rastu vybézki, zatimco
jejich prekurzory HA As ptsobici jako surfaktanty jsou k jejich ristu nezbytné. Tento model
byl o dva roky pozdéji piepracovan skupinou E. Déziela. Experimenty této skupiny ukazuiji,
ze di-rhamnolipidy rostouci vybezky ptitahuji, zatimco zvySené koncentrace HHAs jejich
ristu brani. Mono-rhamnolipidy pak slouzi ¢isté jako surfaktant umoziujici swarming.
Zjevny rozpor s predeslym vyzkumem vysvétluji tim, ze pti ném nebyly pouzity Cisté latky,
ale smési produkované kmeny s drahou syntézy di-rhamnolipidi (di-RLS) pferusenou v
raznych castech. (Tremblay et al., 2007)

Dirhamnolipidy, které jsou diky pfitomnosti rhamnozové skupiny 1épe rozpustné ve
vodé, difunduji médiem mnohem rychleji neZ HAAs, proto smérem od kolonie nartistd pomér
koncentrci di-RLs/HAAs. (viz obr. 8) Diky tomuto gradientu rostou vybézky tak, aby byly v

co nejveétsi mozné vzdalenosti od ostatnich vybézkil (at’ uz stejné nebo jiné kolonie).
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Obr. 8 Model rastu vybézku fizeného koncentraci di-rhamnolipid a HAAs. Vybézky rostou tim
smérem, kterym roste pomér koncentraci di-RLS/HAAs. di-RLs difunduji mnohem rychleji, nez HAAs
a proto vybezky rostou smérem od mista inokulace a nikdy se nesetkavaji s jinymi vybézky. (Pfevzato
z Tremblay et al., 2007)

Pfi patrani po genu zodpovédném za popsané chovani byl identifikovan gen sadB
jehoz mutace méla za nasledek zménu tvaru kolonii a neschopnost vyhybani jejich vybézk.
Pfi¢inou byla pravdépodobné snizena schopnost reagovat na HAAs a thamnolipidy. (Caiazza
et al., 2005) Produktem genu sadB je cytoplasmaticky protein SadB, ktery hraje mimo jiné i
dulezitou roli v prvnich fazich vzniku biofilmu (Caiazza a O’Toole, 2004). Podle (Caiazza et
al., 2007) se SadB spole¢né s proteiny chemotaktického klastru CHelV ucastni volby mezi
pohybem mechanismem swarming motility a tvorbou biofilmu. Je tedy patrné, ze
mechanismy, které fidi stavbu biofilmt a komunikaci mezi koloniemi, jsou zde Uzce

provazané.

4.2 Vyhybani vybézki - Bacillus subtilis

Bylo prokazano, ze schopnost kolonizovat povrchy je u bakterii rodu Bacillus subtilis
zavisla na schopnosti produkovat surfaktin.(Kinsinger et al., 2005)

Surfaktin je exolipopeptid produkovany kmeny B. subtilis poprvé izolovany v roce
1968 (Arima et al. 1968). Je to silny surfaktant, obecn¢ se skladajici z heptapeptidu a beta-
hydroxy mastné kyseliny, ktery se v pfirod€ vyskytuje v mnoha izoformach, liSicich se jak v
sekvenci aminokyselin, tak i v typu a délce mastné kyseliny. (Kowall et al., 1998) Surfaktin je
schopny narusovat strukturu a funkci lipidickych membran. Na zpiisob a miru naru$eni ma
vliv jak koncentrace surfaktinu, tak jeho konkrétni izoforma a slozeni cilové membrany.
(Grau et al., 1999)
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Za ptitomnosti surfaktinu jsou bakterie rodu B. subtilis schopny tvofit kolonie s
cetnymi vybézky. Pokud médium obsahuje i dostatek zivin, vypliuji se postupné i prostory
mezi vybézky a sousedni kolonie splyvaji ve spojity biofilm. Pokud je nedostatek nékteré z
pottebnych Zivin (napiiklad: glycerolu, glutamatu, K*, Mg?* a dalsich), ziistava prostor mezi
vybézky volny. (Fall et al., 2006)

U mutantniho bezbi¢ikatého kmene hag DS64, ktery pii kolonizaci povrchu vyuziva
pohyb zvany “sliding motility” , bylo pfi nedostatku Zivin pozorovano, ze vybézky dvou

blizkych koloniii se vzajemné vyhybaji a pouze vyjimeéné dochazi k jejich styku. (viz obr. 9)

Obr. 9 Vyhybajici se vybézky B. subtilis. (Ptevzato z James et al. 2009).

Bylo prokazano, ze signalem pro zménu sméru ristu vybézki je zvysena koncentrace
surfaktinu v oblasti piiblizujicich se vyb&zki. Kolonie kmeni neschopnych produkce
surfaktinu nevyvolavaly u ostatnich kolonii zadnou odpovéd’, zatimco gradient syntetického
surfaktinu vytvofeny pomoci surfaktinem napusténého papirového disku vyvolal obdobnou
reakci vybézkl okolnich kolonii jako pfitomnost bézné, surfaktin produkujici kolonie.

Daéle byl také pomoci transposonové mutagenese identifikovan gen gspA, ktery je
zodpoveédny za schopnost vybézkli vyhybat se mistlim se zvySenou koncentreci sufraktinu.
Kmeny, mutantni v tomto genu nejsou tohoto vyhybani schopny. (James et al., 2009)

Gen gspA (general stress protein A) patii mezi stresové geny zavislé na 2 promotoru.
Produktem tohoto genu je protein GspA (33.5 kDa), jehoz syntéza se vyrazné zvySuje pii
vystaveni bun¢k vysokeé teploté, koncentraci soli, ¢i etanolu.(Antelmann et al., 1995;
Bernhardt et al., 1997)
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4.3 Zabijeni sesterskych kolonii - Paenibacillus dendritiformis

Bakterie rodu Paenibacillus dendritiformis jsou schopné vylu¢ovat latky, pomoci
kterych ovliviiuji morfologii jednotlivych bunék (Be’er et al., 2011) i celé své kolonie a
zaroven inhibuji rist sousednich kolonii stejného druhu (Be’er et al., 2009). Vylucovani a
ucinky téchto latek jsou do velké miry zavislé na pritomnosti riznych stresovych faktord, jako
je naptiklad nizka dostupnost zivin ¢i pfitomnost nékterych antibiotik. (Ben-Jacob et al.,
2000)

Bylo prokazano, ze buniky P. dendritiformis ve stadiu pohyblivych ty¢inek rostoucich
na nizkovyzivném agaru produkuji dva proteiny difundujici agarem: proteazu subtilisin a
20.4kDa protein DfsB. Ani jeden z té€chto proteinti sam o sob€ neptisobi inhibi¢né. Subtilisin
dokonce diky proteolytické aktivit¢ podporuje mnoZzeni bunck a rist koloniii. AvSak nad
urcitou hranici koncentrace subtilisin $tépi 20 kDa DfsB na 12 kDa SIf (sibling lethal factor),
ktery ptisobi smrt vétSiny bunék (Be’er et al., 2010).

V samostatné rostouci kolonii funguje zpétnovazebny mechanismus, ktery udrzuje v
castech kolonie, kde se nachazeji pohyblivé bakterie produkujici DfsB, takové hladiny
subtilisinu, aby nedoslo ke vzniku aktivniho SIf. Model tohoto mechanismu byl navrzen
v praci (Be’er et al., 2010). Pfiblizenim dvou kolonii se v8ak tento mechanismus narusi, na
sousedicich stranach kolonii dojde ke zvyseni koncentrace subtilisinu nad prahovou hodnotu a
tim k tvorb¢ SIf (viz obr. 10). (Be’er et al., 2010) K podobnému efektu mtize dochazet i v

ramci jedné kolonie, naptiklad pii vyseti do tvaru pismene S (Be’er et al., 2009).
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Obr. 10 (A) Pozice okrajui kolonie po 30, 50, 70 a 90 hodinach ristu. (B) Koncentrace pohyblivych
bakterii (fialove), subtilisinu (modie), Zivin (¢erng) a SIf (Cervené) v kolonii po 50 hodinach rustu.
Méfeno podél pierusované ¢ary naznacené v obrdzku A. (Pfevzato z Be’er et al. 2010)
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V dutsledku vyse popsanych mechanismu tedy pfi vyseti dvou kolonii do vhodné
vzdalenosti dochazi nejprve k urychleni ristu na prilehlych stranach diky zvysené koncentraci
subtilisinu a az poté k jeho postupnému zastaveni (viz obr. 11). Vzajemna vzdalenost, pii
které k interakcim dojde, zavisi na mnoha faktorech jako je slozeni a tuhost média, pfitomnost

surfaktantu a antibiotik, ¢i teplota.(Be’er et al., 2010; Ben-Jacob et al., 2000)

Obr. 11 Fotografie vedle sebe rostoucich bakterialnich kolonii po 96 hodinach od inokulace.
V regionech ,,a“ rast pokracuje, zatimco v regionu ,,b* je zastaven. Konce vybézku v regionu ,,b*
obsahuji pouze mrtvé bunky. (Pfevzato z Be’er et al., 2009)

4.3.1 Pieména na Slf-resistentni koky indukovana nizkou koncentraci SIf

Protein SIf zabiji vSechny bunky ve stadiu pohyblivych ty¢inek pouze nad urcitou
koncentraci. Pod touto koncentraci miZze zptsobovat jejich pfeménu na nepohyblivé koky,
které jsou vuci Slf resistentni (viz obr. 12). Koky jsou odolngjsi i vii¢i osmotickému stresu a
penicilinim, coz mize ukazovat a odliSnosti v struktufe membrany a bunééné stény.

V porovnani se sporami, které¢ dokaze P. dendritiformis za jinych podminek také tvofit, jsou
koky sice méné odolné viic¢i riiznym vnéjSim strestim, avSak na rozdil od nich jsou schopny
replikace a prubéZzného monitorovani miry kompetice.

Za podminek vhodnych pro pohyblivé ty¢inky dochazi k pfeménée kokl zpét na ty€inky. Tato
pfeména je umoznéna neptitomnosti SIf a indukovéna faktorem Ris, ktery produkuji za
ptiznivych podminek v mensi mife samotné koky a ve vétsim mnozstvi jiZ pfeménéné
ty¢inky. Izolovany faktor Ris pravdépodobné neni protein, protoZe se nebarvi ninhidrinem ani

neabsorbuje zafeni o vinové délce 280 nm. (Be’er et al., 2011)
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Obr. 12 (A) Fotografie soupeficich blizko sebe rostoucich kolonii. (B) Zvétseny vytez z fotografie A.
(C) Pocty CFU na plose 250x250 um v zdnach oznacenych na obrazcich A a B.
(Pfevzato z Be’er et al. 2011)

4.4 Vliv vzajemné blizkosti kolonii na jejich velikost

Zatimco ptedchozi odstavce popisuji prevazné vliv blizkosti dvou kolonii na jejich
morfologii, vliv na celkovou velikost zde nebyl uvazovan.

Vliv vzajemné blizkosti kolonii na jejich velikost byl zaznamenan mnohokrat, ale nebyla
mu vénovana zvlastni pozornost. Byl bran spise jako efekt, kterému je vhodné se vyhnout,
aby nezkresloval vysledky jinych méfeni. Zaznamenany vliv byl zpravidla zaporny.
Vysvétlovan byl vzajemnym od¢erpavanim Zivin a produkci odpadnich latek. (Guillier et al.,
2006; Thomas et al., 1997)

Jako jedni z méla se tomuto vlivu blize vénovali Chapuis et al., (1995). Sledovali
zavislost rychlosti ristu kolonii deviti bakteridlnich a dvou kvasinkovych kmenti na hustote
vysevu. Pribéh zavislosti se mezi kmeny nékdy i celkem vyrazné lisil, ale vzdy platilo, Ze ¢im
byla hustota vyssi, tim byl primér kolonii niz$i. Na zaklad¢ téchto vysledki byl odvozen
vztah pro polomér kolonie, ve kterém kromé poctu kolonii na plotné vystupuji i 4 parametry
vztahujici se ke konkrétnim kmentim. Prvnimi dvéma parametry jsou minimalni a maximalni
primér kolonii. Dalsi dva parametry nemaji pfimy biologicky vyznam a vychazeji z tvaru

kiivky zavislosti poloméru kolonii na hustoté vysevu u daného kmene.(Chapuis et al., 1995)
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5 Hodnoceni rustu kolonii

5.1 Méreni plochy kolonie

Me¢éteni plochy kolonii je dnes jiz pfevazné véci za timto ucelem vytvotenych softwari.
Piehled nékterych z nich miizeme najit napiiklad v praci (Puchkov, 2010). Obraz plotny
s koloniemi je vétSinou ziskan pomoci fotoaparatu (Guillier et al., 2006; Moserov4, 2010), ¢i
skeneru, ktery zaznamenava odrazené svétlo (Ernebjerg a Kishony, 2012). Byly vsak
ptedstaveny i metody, pii kterych je pomoci skenovaciho paprsku méfena opticka denzita
v jednotlivych bodech plotny (Mertens et al., 2012).

Obraz plotny, at’ uz ziskany jakkoli, je poté zpravidla pieveden pomoci obrazového
softwaru na obraz ¢ernobily (binarni), kde je kazdému bodu (pixelu) jednoznaéné piifazeno,
zda je, ¢i neni soucasti néjaké kolonie. Plocha kolonie je pak uréena poétem bodu této
kolonie. Obdobné byva urcena i vzajemna vzdalenost kolonii. (Guillier et al., 2006; Mertens
etal., 2012)

5.2 Urcovani po¢tu bunék v kolonii

Plochu, kterou dana kolonie zaujim4, 1ze snadno méfit a porovnavat mezi jednotlivymi
koloniemi, avSak neni to veli€ina, kterd by vZdy pln€ vypovidala o poctu bunék ¢i mnoZstvi
biomasy. Vztahy mezi témito veli¢inami zavisi jak na konkrétnim kmenu, tak i na pouzitém
médiu a dal$ich podminkach. (Palumbo et al., 1971)

V nékterych ptipadech je vztah mezi plochou kolonie a poctem bun€k pomérné
jednoduchy. Napfiiklad u Listeria monocytogenes a Yersinia enterocolitica byla prokazana
ptima uméra mezi dekadickym logaritmem plochy kolonie a dekadickym logaritmem poctu
jednotek tvoficich kolonii (CFU). (Guillier et al., 2006; Harrison et al., 2000) Jindy mize byt
odstavcich budou proto stru¢né popsany nékteré metody, které se daji vyuzit pfi ur€ovani

poctu bunék v kolonii, ¢i pii urovani celkove biomasy.

Vétsina metod, kterymi je urcovan pocet bunék v jednotlivych koloniich, spociva

Vv prevedeni kolonie do formy tekuté suspenze a nasledném urceni poctu bunék metodami,
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které jsou bézné pro tekuté kultury. Kolonie jsou vétsinou setfeny z povrchu (Harrison et al.,
2000), ¢i vyfiznuty i s ¢asti média (Guillier et al., 2006)a homogenizovany v malém mnozstvi
vody, ¢i média, podle toho, jaké metody maji byt dale pouzity.

Poté je nejcastéji uréeno mnozstvi zivych bunék pomoci uréeni poétu kolonii
tvoiicich jednotek (v anglicting colony forming units — CFU). Tato metoda vychazi
zZ predpokladu, Ze pfi vyseti bunééné suspenze na vhodné zivné médium da kazda ziva buiika
vzniknout pravé jedné kolonii. Metoda je vétSinou pomérné piesna, avsak jeji nevyhodou je
pracnost a ¢asova naro¢nost. (Guillier et al., 2006; Harrison et al., 2000; Stecchini et al.,
1998)

Dalsi pouzivanou metodou je ur¢eni poc¢tu bun¢k pomoci méteni optické denzity
suspenze (Begot et al., 1996; Pérez-Pascual et al., 2009). Tato metoda je podstatné méné
casove€ narocnd, avSak neni tak pfesnd jako piedchozi a vypovida spiSe o mnozstvi vytvoiené

biomasy, nez o poctu zivych bunék.

V ramci ruznych studii zabyvajicich se bakterialnimi, ¢i kvasinkovymi koloniemi byly
vyvinuty i dalsi metody, které by mohly byt vyuzity i pti sledovani a vzajemném porovnavani

jejich rustu. Nekteré z nich zde budou take struéné popsany.

5.2.1 Méreni optické denzity kolonii

Tato metoda spociva v méfeni optické denzity v jednotlivych bodech plotny.
Vystupem je pak mapa optické denzity kolonie (viz obr. 13). Tato metoda byla vyuZzivana pti
urcovani plochy kolonie (Mertens et al., 2012), ¢i pii porovnavani morfologie kolonii riznych
bakterii (Kim et al., 2014), ale jak navrhuje Mertens, mohla by byt v budoucnu vyuzita i

k ptibliznému urceni vysky kolonie v jednotlivych bodech.
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Obr. 13 Mapa optické denzity kolonie. (Pfevzato z Mertens et al., 2012)

23



5.2.2 Trojrozmérna rekonstrukce kolonii

Do dnes$ni doby vzniklo vicero praci, které se zabyvaly 3D rekonstrukci bakterialnich
¢i kvasinkovych biofilmu a kolonii. VétSina z nich se zabyvala spiSe uspofadanim bunék
Vv kolonii, av§ak metody v nich pouzité by mohly byt u n¢kterych kolonii vyuzity i k pomérné
piesnému urceni jejich celkového poctu.

Tyto metody vyuzivaji rizné typy mikroskopie jako je napiiklad skenovaci
elektronova mikroskopie (Afrikian et al., 1973), skenovaci konfokalni laserova mikroskopie
(Kim et al., 2014; Lawrence et al., 1991), ¢i dvoufotonova excitacni konfokalni mikroskopie
(Véachova et al., 2009)

Nevyhodou téchto metod je kromé vysokych pozadavkil na ptistrojové vybaveni

predevsim to, Ze je 1ze pouzit pouze pro kolonie do urcité tloustky.

5.3 Hodnoceni vzajemného vlivu blizkych kolonii

Nejjednodussi metodou pouzivanou k urceni vzajemného vlivu blizkych kolonii je
ur¢eni zavislosti plochy kolonii na hustoté vysevu (pramérné vzajemné vzdalenosti). Tento
ptistup byl vyuzit v pfevazné vEétsing praci, které se timto vlivem zabyvaly. (Chapuis et al.,
1995; Thomas et al., 1997).

Mnohem presnéjsi vysledky vSak miZeme ziskat, pokud budeme posuzovat vliv
ostatnich kolonii na kazdou kolonii jednotlive. Takovy pfistup byl kromé jiz zminované prace

A. Moserové i v praci L. Guillera.

V préci A. Moserové byl vzajemny vliv blizkych kolonii hodnocen pomoci skriptu
napsan¢ho R. FiSerem. Pro kazdou kolonii byla urcena jeji plocha a jeji vzdalenost od
nejblizsi kolonie. Poté byl sestrojen graf, ve kterém byla reciproké plocha kolonie vynesena
proti jeji reciproké vzdalenosti od nejblizsi kolonie (viz obr. 14). Body grafu byla nasledné
proloZena piimka, jejiz smérnice pak byla odectena.

Kladné smérnice odpovidala pozitivnimu ovlivnéni blizkymi koloniemi, zaporna
ovlivnéni negativnimu.

Aby se predeslo zkresleni zpisobenému koloniemi mimo zabér snimku a koloniemi
vzniklymi spojenim vice kolonii, byly do analyzy zatfazeny pouze dostate¢né cirkularni
kolonie nachazejici se dostate¢né daleko od okraje snimku. - VIiv nevyhovujicich kolonii

vsak byl zahrnut pro hodnoceni ostatnich kolonii. (Moserova, 2010)
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Vyhodou tohoto pfistupu je jeho jednoduchost a predevsim to, ze pro dany bakterialni

kmen ziskame jednu konkrétni hodnotu smérnice, kterou pak miizeme mezi kmeny snadno

porovnavat. Navic Ize z grafu jednoduse vy¢ist, jakou pramérnou velikost by mély kolonie,

pokud by od sebe byly tak daleko, Ze by se vzajemné viibec neovliviiovaly.

Nevyhodou pak je chyba, ktera miize vzniknout, pokud se v blizkosti posuzované

kolonie nachazi vice podobné vzdalenych kolonii. Otazkou je, jak vyznamna tato chyba je pro

vyslednou hodnotu smérnice.
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Obr. 14 Piiklad ziskaného grafu. - Graf zavislosti reciprokych hodnot ploch kolonii na reciprokych
hodnotach jejich vzdalenosti od nejblizsiho souseda u A. aurescens po 11 hodinach po objeveni
prvnich viditelnych kolonii. (Pfevzato z Moserovd, 2010)

Guillier a kolektiv ve své praci predstavili metodu, kterou 1ze méfit trvani lag faze
bakterii rostoucich na pevném povrchu. V rdmci této prace zaznamenali vyznamny vliv
vzdalenosti dvou blizkych kolonii bakterie Listeria monocytogenes na rychlost jejich ristu.

K posouzeni vlivu blizkych kolonii byl pouzit algoritmus, ktery kazdé kolonii ptifadil
koeficient ziskany jako soucet ploch blizkych kolonii délenych jejich vzdalenosti. - Jako
blizké kolonie zde byly brany vsechny kolonie vzdalené méné nez 1 cm od stiedu posuzované
kolonie. Vzdalengjsi kolonie bézné velikosti by podle vysledku ziskanych ve stejné praci

nem¢li mit na rist kolonii vyrazné&jsi vliv. (Guillier et al., 2006)
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Zde je vyhodou ptedevsim to, ze tento algoritmus bere v uvahu vSechny blizké kolonie
a jejich plochu. Nenabizi vsak zadnou veli¢inu, ktera by se dala pouzit pii vzajemném

porovnavani kment.
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6 Zavér

Vysledné vzajemné plsobeni dvou blizko sebe rostoucich bakteridlnich kolonii je
zpravidla dano vice vlivy. Tyto vlivy mohou na rust kolonii psobit jak negativné tak i
pozitivné. Mezi vlivy ptsobici na rist kolonii jednoznac¢né negativné patii soupeteni o
dostupné zdroje Zivin a produkce odpadnich latek inhibujicich riist. Pozitivné je riist kolonii
ovlivnén predevsim sdilenim takzvanych vetejnych statki.

Vyznamnou roli pfi interakci blizkych kolonii hraje také signalizace, ktera ¢asto probiha
mechanismem quorum sensing - tedy je zprostfedkovavana extracelularnimi signalnimi
molekulami (autoinduktory), které vyvolavaji odpovéd’ az po dosazeni urcité prahové
koncentrace. K dosazeni této koncentrace je zpravidla zapotiebi vétsiho mnozstvi
signalizujicich bun¢k. Signalizace vétSinou umoznuje jednotlivym buiitkam reagovat na danou
situaci tak, aby to bylo vyhodné pro celou populaci.

Z n¢kolika malo podrobnéji popsanych ptipadl ovliviiovani dvou kolonii plyne, Ze
mechanismy pisobici na rist kolonii pozitivné a negativiné mohou byt velmi tizce provazané.
Pozitivni i negativni efekty dokonce mohou byt dokonce zprostfedkovany jednou a tou samou
latkou, pouze v rozdilné koncentraci. Tento jev byl zietelné zaznamenan napiiklad u
Peanibacillus dendritiformis, kde zvysena koncentrace subtilisinu nejprve podporuje rist na
ptilehlych stranach blizkych kolonii, av§ak pozdéji je pri¢inou vzniku SIf (sibling lethal
factor), ktery rist zastavuje.

V piirod¢ bakterie vétSinou ziji V ramci spolecenstvi slozenych z mnoha riznych druht,
proto zde interakce mezi koloniemi jednoho druhu témét nemizeme pozorovat. Presto miize
byt jejich objasnéni velmi pfinosné k pochopeni chovani bakterii v $ir§im kontextu. Samotné
interakce mezi blizkymi koloniemi jsou pak zajimavé naptiklad v souvislosti s uslechtilymi
bakteriemi péstovanymi zamérné na povrchu nékterych potravin.

Jak jiZ bylo feceno, praci zabyvajicich se pfimo vzajemnym vlivem blizkych
bakterialnich kolonii vzniklo do dne$niho dne relativné malo a téméf zadna z nich se tento
vliv nesnaZila porovnavat napfi¢ kmeny. Jako jediny s vétSim mnoZstvim kmeni pracoval
Chapuis et al., (1995). V této praci byl u vSech sledovanych kmenii zaznamenan pouze
negativni vliv vzajemné blizkosti. V pribéhu zavislosti primérného poloméru kolonie na
hustoté vysevu vSak byly mezi kmeny znaéné rozdily.

I kdyz se ma prace zabyvala vyhradné koloniemi bakterialnimi, za pozornost stoji 1

nékolik vyzkumd, které se zabyvaly interakcemi mezi koloniemi kvasinkovymi, jelikoz jejich
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stavba i fungovani je v urcitych ohledech velmi podobna. (Flagfeldt et al., 2009; Palkova et
al., 1997)

Souvislosti mezi zivotni strategii a vlivem blizkosti kolonii na jejich rust se podle
dostupné literatury dosud nikdo nezabyval, proto si myslim, Ze metoda navrzena v praci A.
Moserové by mohla v budoucnu piinést velmi zajimavé vysledky. Je vSak tfeba mit na paméti
n¢kolik véci. Zaprvé to, ze plocha kolonie nemusi byt vzdy imérné poctu bunék (zvlasté u
bakterii schopnych pohybu a chemotaxe, ¢i u téch, které tvoii vystouplé kolonie). Déle pak to,
ze vzajemny vliv dvou kolonii se mtize béhem jejich ristu a vyvoje znacné proménovat a ze
tento vliv nezavisi pouze na daném kmenu a vzdalenosti, ale také na podminkach, ve kterych

jsou kolonie péstovany.
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