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Abstrakt

Tato disertace svym tématem navazuje na predchozi prace nasi skupiny, zejména Rieger et al. 2008 a
Cepl et al. 2010. Popisovali a zkoumali jsme pravidelnosti morfogeneze kolonii S. marcescens
morfotypu F (od ,fontana“, kterou nam kolonie svym tvarem pfipominaly). Kolonii tvofi ¢erveny
vystouply stfed, nizké nepigmentované mezikruzi a znovu vystouply cerveny lem, jehoZ vytvorenim
kolonie ukoncuje sv{j rast. Jasné strukturovany profil kolonie tohoto morfotypu, spolecné se
zménami pigmentace struktur v pribéhu vyvoje, bez nutnosti umélé vizualizace, poskytuje pro
pozorovani morfogeneze znacnou vyhodu.

Nasim cilem se postupné stalo (i) najit dalsi faktory, které ovliviiuji tuto morfogenezi a pokusit se
blize popsat; (ii) druhym cilem byla charakterizace interakci kolonii S. marcescens s jinymi
bakterialnimi kmeny (S. rubidaea a E. coli) a konecné (iii) studovat fenomén indukované resistence
k antibiotiklm popsany v (Heal and Parsons 2002; Lu 2004; Bernier et al. 2011) u nasich modelovych
organismu.

(i) Vzajemné vztahy kolonii na misce ukazuji, Ze morfogeneze kolonie je ovlivnéna autokinnimi
signaly, které difunduji do media a do atmosféry a ovliviiuji vyvoj i okolnich kolonii. BEhem vyvoje
kolonie jsme také pozorovali zmény pH media v jejim okoli - nejprve acidifikaci okoli (pH 7,2 -> pH 6)
do vzdalenosti nékolika milimetr( od okrajl kolonie, pozdéji naopak alkalizaci prostfedi na pH 8,6 a
to vrozsahu celé Petriho misky. Stfidani téchto tfi fazi (neutrdlni, acidické a alkalické) casové
koreluje se zménami rlstu struktur kolonie (stfed, mezikruZi, lem). Acidifikace media je zpUsobena
pravdépodobné produkty metabolismu glukosy. Faktor, ktery ovliviiuje prechod od struktury
mezikruzi do struktury lemu a zdroven prechod z acidické do alkalické faze jsme identifikovali jako
amoniak. Zastaveni rlstu je pravdépodobné zplsobeno lokalnim vyéerpanim Zivin z media.

(ii) Dale jsme pozorovani kolonii S. marcescens rozsifili o ,,gnotobiologické” interakce se S. rubidaea a
E. coli. Jiné bakterialni klony pfinaseji nové typy interakci. Dochazi k obristani kolonii S. marcescens
koloniemi S. rubidaea, krepulzi rGstu E. coli koloniemi S. marcesens nebo k pohlceni kolonie
S. rubidaea kolonii E. coli. Tyto vztahy jsme popsali jako heterarchii typu kamen, nlzky, papir.
Zkoumali jsme, jak budou tyto konkurencni vztahy vypadat pfi rliznych nastavenich: v sousedstvi na
pevném mediu, pfi smésném rlstu v suspenznim mediu nebo pfi formovani chimérické kolonie. P¥i
sledovani populacni dynamiky ve smésném rlstu dvou klonl jsme rozpracovali pokus o vytvoreni
metody pro neinvazivni detekci pomér( jednotlivych klond ve smésném rlstu podle plynnych
fingerprint(.

(iii) Amoniak byl popsan jako faktor vyvolavajici fyziologické zmény bakterii vedouci k indukci
resistence k antibiotiklim ampicilinu a tetracyklinu. Testovali jsme tuto skutecnost na nasich
modelovych bakteriich. Ukazalo se, Ze amoniak produkovany narlstem bakterii S. rubidaea i
S. marcescens, nebo uvolnény zroztoku ¢pavku zvysSuje pocet vyrostlych kolonii na antibiotiku
v sousednim segmentu délené Petriho misky. Zjistili jsme ale, Ze takovou resistenci vyvold zvyseni pH
obecné a to rozkladem testovanych antibiotik; nabizime tak alternativni vysvétleni tohoto
v literatufe popsaného fenoménu.



Abstract

The topic of this thesis has been built on previous work of our group, especially Rieger et al. 2008
and Cepl et al. 2010. We examined and described the regularity of morphogenesis of S. marcescens,
morphotype F colonies (from "the fountain", because of a shape it resembles). Typical colony
consists of elevated red navel, low non-pigmented ring and again elevated red rim. Structured
profile of the colony together with changes in pigmentation of structures during development
without need of artificial dying, provides considerable advantage in observation of the
morphogenesis.

Aims of this thesis were (i) to find other factors that affect the morphogenesis, (ii) to characterize
interactions of S. marcescens colonies with other bacterial strains (S. rubidaea and E .coli) and finally
(iii) to study the phenomenon of induced resistance to the antibiotics described in (Heal and
Parsons, 2002; Lu 2004; Bernier et al. 2011) in our model organisms.

(i) Mutual interactions of colonies on the plate indicates that morphogenesis is affected by autocrine
signals, which diffuse into the medium and the atmosphere and affect the development of
surrounding colonies. We have detected changes of pH of the medium during the development of
colonies in their vicinity. At first, we detected acidification of neighborhood (pH 7.2 -> pH 6) to
a distance of several millimeters from the edge of the colony. Later, we saw alkalization of
environment (pH 8.6) of the entire dish. Time course of these three phases (neutral, acidic and
alkaline) correlated with changes in the morphogenesis of colonies (navel, interstitial ring and rim).
Acidification of the medium is probably caused by products of glucose metabolism. Factor that
influences the interstitial ring — rim transition together with acidic — alkaline transition was identified
as ammonia. Limited growth is probably caused by local depletion of nutrients from the medium.

(i) We extended our observations of colony morphogenesis by “gnotobiological” interactions of
interactions of S. marcescens with S. rubidaea and E. coli. Other bacterial clones bring new types of
interactions: wrapping of S. marcescens colonies by colonies of S. rubidaea, the repulsion of growth
of E. coli by factor produced by S. marcesens colonies or overgrowth of S. rubidaea colonies by E. coli
colonies. We described these relationships as heterarchy like game rock, paper, scissors. We
investigated how these competitive interactions would appear at different settings: neighborhood of
colonies on the solid medium, mixed growth in suspensions or formation of chimeric colonies. To
monitor population dynamics in mixed growth of two clones, we attempted to develop a method for
non-invasive detection of ratios of individual clones in mixed growth by gaseous fingerprints.

(iii) Ammonia has been described as a factor inducing physiological changes leading to induction of
resistance to antibiotic ampicillin and tetracycline in bacteria. We tested this phenomenon in our
model bacteria. Ammonia produced by growth of bacteria S. rubidaea and S. marcescens or released
from the ammonia solution increases the number of colonies grown on medium with antibiotics in a
neighboring compartment of segmented Petri dish. We found, however, that such resistance is
caused by an increase of pH in general followed by the degradation of antibiotic molecule.
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1. Uvod

Mikroorganismy byly az do vyndlezu mikroskopu nezndmé, a proto bylo opravdovym zjevenim, kdyz
se Cas od Casu objevovaly napftiklad cervené skvrny na potravinach nebo hostiich. Tuto zkusenost
sdileli mnozi: Pythagoras, ktery vidél srazeni krvavé substance na pokrmech, vojsko Alexandra
Makedonského, jez si krvavé skvrny na chlebu vykladalo jako dobré znameni pred dobyvanim Tyru,
nebo knéz Petr Praisky, kterého krvavé kripéje na hostiich presvédcili o pravosti uceni
o transsubstanciaci, coZ bylo zvé¢néno na Rafaelové obrazu (obr. 1.1). Za plvodce podobného
zazraku byla v roce 1823 urcena bakterie Serratia marcescens, nebo drive také Bacillus prodigiosus —
kouzelna tycinka (Sehdev and Donnenberg 1999). A pravé jeji kolonie zde budou prezentovany a

bude popsana jejich schopnost tvofit makroskopické kolonie.

Obrazek 1.1: Rafaeltiv obraz ,Mass of Bolsena“. podle
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f9/Massatbolsena.jpg
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1.1. Bakterie unikaji nasi pfimé zkusenosti

Velky systematik Carl von Linné zaradil v 18. stoleti vSechny mikroskopické organismy do tfidy
,chaos”. A aby bylo jasné, Ze se jimi dale zabyvat nehodla, pfidal konstatovani Ze Tvlrce nechtél,
abychom mikroskopické organismy poznavali, proto je udélal tak malé (podle Kapralek 1999).

Do jisté miry Linného namitka stale plati - mikroskopické organismy miZeme pozndvat jen skrze
jejich hromadné projevy, epifenomény — privodni jevy jejich skrytého Zivota. Vnimame jen jejich
zasahy do naseho makroskopického svéta (napf. fermentace, nemoci). Vyzbrojeni pfistroji
poznavame — ve smyslu detekce chemickych latek, precteni Usekl DNA, nahlizeni obrazkd z
mikroskopu atd. - bakteridlni projevy do detaild, ale pfimé zkusenosti se nam opét témér nedostava.

Nemame pristup k bakteriim v originale, dostavame pouze zprostifedkovana data.



Podobné ale nemame bezprostiedni zkusenost s jednotlivymi burikami v téle mysi, mGzeme vsak mit
bezprostfedni zkusenost s mysi samotnou. Takovou ojedinélou pfilezZitost z bakterialniho svéta nabizi
makroskopicka kolonie. Zacali jsme o bakteridlnich koloniich pfemyslet jako o mnohobunéénych
télech s vlastni ontogenezi (Neubauer 2002; Rieger et al. 2008). A pfevainé z tohoto pohledu je
nazirdano na kolonie v pribéhu celé prace, tedy ne jako na epifenomén hromadéni se jednotlivych
bakterii, ale jako na mnohobunécné, nebo lépe feceno proto-mnohobunécné bakteridlni télo srv.

(Shapiro 1995; Shapiro and Dworkin 1997; Ben-Jacob et al. 1998; Ben-Jacob 2003).

1.2. Mnohobunécnost bakterii

Jevy jako bakteridlni komunikace, sebevztaznost bakteridlni populace, diferenciace bakterii,
pritomnost faktort ovliviiujicich vyvoj biofilm0 i jiné aspekty mnohobunécnosti jsou u bakterii ve
stdle se zvétsSujicim objemu praci popisovany stéle castéji:

Prikladem komunikace i sebevstaznosti bakteridlnich spolecenstvi miZe byt fenomén quorum-
sensing, diky némuzZ bakterialni spolecenstvi koordinuje svij rdst (Fuqua et al. 1994; Miller and
Bassler 2001; Diggle et al. 2007). Dalsi schopnosti koordinace se ukazuji napf. na rdstu vétvicich se
kolonii, kde jednotlivé vétve rostouci na agaru vysilaji repulsivni signaly tak, aby nedochazelo
k prolinani vétvi (Ben-Jacob et al. 1998).

Klonalné rostouci populace bakterii ukazaly schopnost diferenciace bunék v rdmci spolecenstvi, at uz
dédi¢nou, nebo docasnou. Tato vlastnost bakterii dlouho unikala pozornosti, protoZe dfive se
zkoumaly prevainé jevy vyplyvajici z vykonl mnoha jedincd. Dnes se ale zacinaji objevovat techniky,
diky nimZ je mozné studium jednotlivych bakterii. Ukazuje se, Ze jednotlivé bakterie se mohou
vyrazné lisit od celopopulacniho praméru. Prikladem jsou bakterie E. coli, do kterych byly vioZeny
dva plasmidy, kde se pod identickym promotorem nachdzel jednou gen kddujici zeleny fluorescencni
protein a podruhé gen kédujici ¢erveny fluorescencéni protein. Celd populace se jevila podle
ocekdvani jako zZluté fluoreskujici, kdezto pfi blizSim pohledu se kromé skupiny Zluté sviticich bakterii
nasla i skupina Cervené sviticich a skupina zelené sviticich bakterii (Elowitz et al. 2002).

Podobné bakterie Bacillus subtilis dokdzou v suspenzi stochasticky diferencovat tak, Ze nakonec
budou v celé populaci pfesné poméry bakterii zastavajicich rtizné role (Lopez and Kolter 2010).
Bakterie jednoho druhu dokazou diverzifikovat i ve svych ekologickych narocich a mnohem Iépe tak
utilizovat prostredi, ve kterém se nachazeji, nebo rozloZit riziko mozné extinkce predpfipravenosti na
razné skodlivé faktory — viz niZe; pojistovaci efekt (Boles et al. 2004; Vos and Velicer 2006). Rizika
mohou bakterie prekonavat i schopnosti vstoupit do mélo nebo viibec nerostouciho, ale za to
resistentniho/persistentniho stavu. Chronické infekce Staphylococcus aureus se béiné skladaji

ze dvou populaci — jedné virulentni a druhé resistentni, tzv. small colony variants, kterd omezi sv(j



metabolismus a stane se tak odolnou vici antibiotikim. Obé populace maji schopnost pfechodu
jedna vdruhou (Melter and Radojevi¢ 2010). Bacillus subtilis ma schopnost tvofit odolné spory
(Schultz et al. 2009). E. coli mQze docasné spustit toxin-antitoxin systém, diky kterému se na cas
prestane délit, a tim se mGze vyhnout plisobeni Skodlivych vlivli (Kim et al. 2013).

Pokud podstoupeni nékteré z diferenciaci ve svém dlsledku vede k ,dobrovolnému odstoupeni” z
Lgerminalni linie” nebo alespont omezi Sanci stat se jeji soucdsti, da se potom hovofit o rysu
mnohobunécnosti. Bakteridlni kolonie zjevné neni projekt k podpore nékolika malo privilegovanych.
| presto existuji nékteré pripady u bakterii nebo v kolonii Zijicich eukaryot, které se obétuji ve
prospéch ostatnich (Shimkets 1990; Mehdiabadi et al. 2006). ProtoZe se ale jednotlivé bakterie v
kolonii maji potencial ddle mnozit pokud dostanou vhodnou pfilezitost, ¢asto se na populace bakterii

aplikuji sociobiologické poznatky (West et al. 2002; West et al. 2006).

U nékterych kmen( bakterii miZeme pozorovat rozstépeni populace do variant, které se promitnou
v morfogenezi kolonii. V kapitole 4. Variabilita bakterii referujeme o nékolika takovych pfipadech.
Tyto jednotlivé morfotypy diverzifikované populace ukazuji i na zménéné strategie ve tvorbé

biofilmu - zde je vidét korelace mezi stavbou biofilm{ a morfogenezi kolonii.

1.3. Ontogeneze

| kdyZ jsou bakterie schopné morfogeneze kolonie, v pfirodé nachazime kolonie pouze ojedinéle.
V ptirodé jsou bakterie zapojeny a jiz se rodi do sité funkcnich symbiotickych vztah( s jinymi
organismy. Jen pokud se jim dostane moZnosti vyvazat se z téchto vztah(, napf. dostat se na bohaté,
ale jesté neosidlené prostiedi (napfiklad pokrmy, nebo miska s agarovym mediem), maji moZnost
podstoupit ontogenezi.

Takova izolace je patrné nutnou podminkou ontogeneze obecné: Rostliny i zivodichové zajistuji, aby
se jejich zarodky zacaly vyvijet ve sterilnim prostfedi. Dokonce i houby, jinak znacné zapojené do
ekologickych vztah(, pfed tim, neZ vytvofi plodnici, vytvofi kokon, ve kterém je zarodek plodnice
izolovany od vztah( s okolim. Zapojeni se takto vzniklého téla do siti biosféry nasleduje az v dalSim
kroku, kdy je ontogeneze uz dostatecné nastartovand. Nastin takové teorie ontogeneze viz. (Patkova
et al. 2012, str. 1-2).

Vidime tedy, Ze samotna makroskopicka kolonie se, na rozdil od biofilm{ vétsinou sloZenych z vice
druhG (Watnick and Kolter 2000; Ram et al. 2005), v pfirodé objevuje jen zfidka. Proto
nepfedpokladame, Ze by ontogeneze nami pozorovanych kolonii byla zajistovana procesy, které by
byly pro tento Gcéel vyhrazeny/adaptovany tj. selekénim tlakem vybrousené a udriované. Mlzeme

zde hovofit o preadaptaci nebo o gouldovském spandrelu (Gould and Lewontin 1979): Bakterie maji
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potencial vytvofit kolonii, a¢ faktory ovliviiujici tento vyvoj jsou patrné plvodné urcené cCastecné
podobnym (stavba biofilmu), nebo ke zcela jinym Géeldm. Kdyby byl na morfogenezi kolonie vyvijen
silny selekéni tlak, ty faktory, které se na ni podileji byt jen ,mimodék”, by byly vystaveny selekci i
podle této nové roviny. Klasicky pfiklad takového fenoménu jsou pendentivy (spandrely) v chramu
sv. Marka v Benatkach: na jedné strané jsou nutnym vysledkem nasazeni kopule na cétvercovou
podstavu, ale vtomto konkrétnim pripadé se jejich dalsi roli stalo neseni mozaik ¢tyr evangelistl
(Gould and Lewontin 1979).

Na zakladé axiomu, Ze bakteridlni kolonie je vysledkem ontogeneze, byl vyvinut jednoduchy
matematicky model, ktery je pokusem o popis interakci v rdmci vznikajiciho bakteridlniho téla —

viz oddil 2.9. a Cepl et al. 2010.
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2. Morfogeneze kolonie Serratia marcescens — literarni Uvod

V této kapitole popiSeme zkuSenost s morfogenezi kolonii Serratia marcescens, které se dostalo nasi
skupiné v rdmci predchazejicich praci; prevainé v publikacich Rieger et al. 2008 a Cepl et al. 2010.
Priblizeny jsou i nékteré vysledky, které se v publikacich neobjevily, ale tematicky sem zapadaji

(viz diplomova prace Cepl 2010).

2.1. Organismus

Modelovym organismem nasi skupiny je Serratia marcescens, morfotyp F. Ten byl pojmenovan podle
vzhledu kolonie, ktery diky vystouplému stfedu, propadlému mezikruzi a vystouplému okraji
pfipomind fontanu (obr. 2.1).

Jasné strukturovany profil kolonie spole¢né se zménami barevnosti struktur bez nutnosti umélé
vizualizace poskytuje vyhodu v pozorovani diferenciace bakterii v rdmci kolonie, na rozdil od umélé
vizualizace srv. (Shapiro 1995). Tato diferenciace a celd morfogeneze F kolonie se stala pfedmétem
zajmu nasi skupiny. V této Casti predvedeme pozorované jevy, které vedly ke konstrukci modelu

publikovaného v (Cepl et al. 2010).

mezikruzi

" lem

d
0 2 10 12

4 8 8
doba ristu (dny)

Obrazek 2.1: Kolonie morfotypu F Serratie marcescens. a) standardni dospéla (7 dni stard) kolonie
se schématem prlrezu; b) ¢asovy vyvoj morfogeneze kolonie F s grafem primérd kolonii; c) variace

tvaru F kolonif; srv. (Cepl et al. 2010, obr. 1)
V ramci standardni F kolonie Ize rozlisit 3 struktury (obr. 2.1):

1) Stred, ktery narlstd do prdméru asi 2 mm a roste béhem prvniho a druhého dne. Ze zacdatku je

bledy, ale kolem patého dne ristu zacina cervenat, ma konvexni charakter.
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2) MezikruZi navazuje na stfed, vznikd od druhého dne rlstu a na rozdil od stfedu neni
pigmentované, ale ma hruby, matny povrch a dorlstd do vyrazné mensi vysky od agaru a do
praméru asi 10 mm.

3) Lem nar(listd po okraji kolonie v navaznosti na mezikruzi, zacina vznikat okolo patého dne ristu
kolonie a v mnohém pfipomina strukturu stfedu. Zacind cervenat kolem sedmého dne rlstu. Tou
dobou také konci rozristani kolonie, které se zastavi na pridméru cca 14,5 mm.

Tato morfogeneze, videdlni formé predstavena vobr 2.1a, miZe nabyvat vétSich ¢i mensich
nepravidelnosti. Kolonie mlzZe obsahovat vyhiezky, chyby ve strukture mezikruzi nebo nepravidelny
tvar lemu, atd. — viz obr. 2.1c.

VySe popsand morfogeneze kolonie F je citlivd ke kultivaénim podminkam. Standardni kultivacni
podminky jsou Zivny agar s ptidavkem glukosy (= ZAG) a teplota 27°C. Pokud nékterou z téchto
podminek zménime, vyvoj kolonie bude probihat alternativnim zplsobem.

Jednotlivé zmény jsou blize popsdny v (Patkova et al. 2012, str. 3-5).

2.2. Variace tvaru vlivem okolniho narUstu

Zmény morfogeneze F kolonii byly pozorovany i v zavislosti na hustoté kolonii na misce (obr. 2.2).
VySe uvedend standardni morfogeneze probihd, pokud je na Petriho misce s primérem 9 cm
pfitomno jen nékolik kolonii. Obecné potom plati, Ze ¢im je kolonii na misce vice, tim jsou mensi a
rychleji se vyvijeji — tj. rychlejsi pfechod od mezikruzi k lemu, rychlejsi tvorba pigmentu a zastaveni

rastu. PFi vysokych hustotach kolonii se typickd stavba ztraci Uplné a pfi nejhustsich vysevech se

bakterialni téla sliji v jednolity tenky povlak pres celou misku bez mozZnosti rozliseni jednotlivych

center.

a

Obrazek 2.2: Vzhled kolonii v zavislosti na hustoté kultivace. a) husty vysev, stovky kolonii na misku
(dokumentace 4. den ristu); b) stfedné husty vysev, desitky kolonii na misku (dokumentace 4. den

r@istu); c) fidky vysev, nékolik kolonii (dokumentace 7. den ristu); srv. (Cepl et al. 2010, obr. 1)
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Byla stanovena hypotéza, ktera stdla v zakladu tvorby matematického modelu, Ze vyvoj kolonii Fidi
difuzibilni morfogeny a Ze tyto morfogeny stoji i za vzajemnym ovliviiovanim sousednich kolonii ve
smyslu lokalniho zvyseni koncentrace téchto morfogen( a tak urychleni vyvoje. Charakter téchto

morfogen( byl odhalovan skrze rizna nastaveni inokulace kolonii.

2.3. Zpasoby inokulace a tvar kolonie

2.3.1. Inokulacni mnozstvi

Pokud jsou bakterie inokulovany pomoci vysevu, kolonie vyrostou z jednotlivych bakteridlnich
bunék. Stejny vzhled a vlastnosti kolonii ale dosahuiji i kolonie inokulované pomoci naneseni vétsiho
poctu bakterii do jednoho mista - srv. tzv. giant colonies (Palkovd and Janderovd 1997), nebo
toothpick inoculation (Shapiro and Higgins 1989). F kolonie se standardni morfogenezi mize vyrlst
prakticky nezavisle na tom, kolik bakterii kolonii zaklddalo. Napfiklad kdyZz byla klickou sebrdna
biomasa z celé jedné kolonie a byla nanesena na Cerstvy agar do inokulaéniho ter¢iku prdméru cca

4 mm, vyrostla F kolonie se viemi typickymi rysy (obr. 2.3).

Obrazek 2.3: F kolonie inokulovana pfenesenim biomasy z celé kolonie. dokumentace 7. den ristu

2.3.2. Splynuti na Urovni mezikruzi - soukolonii

F kolonie maji tu vlastnost, Ze pokud béhem svého rlstu dvé nebo vice kolonii dorostou az do
primého kontaktu, splynou a dale se chovaji jako jediné télo. V ptipadé, Ze do tésného kontaktu
dorostou dvé kolonie v dobé, kdy jiz maji vytvofeny stfed a narlstad struktura mezikruZzi, spoji se a

lem se vytvofi spolecné okolo obou kolonii (obr. 2.4), srv. Rieger et al. 2008, str. 79.
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Obrazek 2.4: Splynuti kolonii na trovni mezikruzi — soukolonii. dokumentace 6. den rlstu

2.3.3. Rozsifovani inokulaéniho terciku

Zda se, Ze na poctu zakladajicich bakterii morfogeneze témér nezavisi (srv. obr. 2.3). Je naopak
zavisla na velikosti inokulacniho terciku, do kterého bylo ptvodni inokulum rozprostieno. V prostoru
inokulacniho terciku zacina kolonie sv(j rist vidy jako struktura stfedu.

Pokud je inokulovano do terciku, ktery v prliméru nepresahne 2 mm, Ize pozorovat typicky vyvoj F
kolonie. Kdyz se bude inokulac¢ni tercik rozsitovat, dojde i k rozsifovani struktury stfedu, ale celkova
velikost kolonie zUstane nezménéna - stfed se bude zvétSovat na ukor struktury mezikruzi (obr. 2.5).
Takto Ize inokulacni tercik rozsifovat az do hranice priiméru 10 mm, coz je typicka hranice prechodu
mezikruzi-lem. Pokud se inokulacni tercik rozsifi za tuto hranici, kolonie ztrati typicky charakter a

stfed a lem se sliji.
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Obrazek 2.5: Zavislost velikosti jednotlivych struktur F kolonie na priméru inokulacniho terciku. a)
prameér inokulaénio terciku (i) 2mm; (ii) 4mm; (iii) 8mm; (iv) 12mm; b) graf pramért typickych éasti
kolonie v zavislosti na priméru inokulaéniho terciku, fada 1: primér kolonii; fada 2: prlimér

mezikruzi; fada 3: primér stiedd; srv. (Cepl et al. 2010, obr. 7)

2.3.4. Variace tvaru inokulacniho terciku

Dalsi série ,teratologickych” pozorovani popisuje morfogenezi Utvar( vzeslych z rlizné geometrické
variace inokulaéniho prostoru. Odhaluje se zde, podle jakych pravidel se bude ménit typicka
struktura F morfotypu se stfedem, mezikruzim a lemem.

Linky (obr. 2.6a): KdyzZ je inokulovany material roztiran do tenké ¢ary, na misté inokulacni linky
vyrostla opét struktura stfedu, na niz standardné navazuje mezikruzi zavrSené lemem (tzv. F-like
struktura). Dusledkem takového ,ristu vedle sebe” je i mensi Sitka narlistu uprostfed dlouhé F-like
struktury — analogicky k mensim koloniim, nachazejicim se ve stfedné hustém vysevu (srv. obr. 2.2a),
v takovém pripadé klesa kriticka hodnota primeéru pro tvorbu mezikruzi. Pokud je inokulacni linka
Sirsi, nez je kriticka hodnota tvorby mezikruzi, vznikne utvar bez typické F struktury (srv. rozsifovani
inokulacnich tercik(); pro takovy Utvar jsme zavedli termin makula (lat. macula = skvrna). Obcas na
konci takové protahlé makuly pozorujeme drobny rust struktury mezikruzi — srv. asymetricky rist na
okraji hustého vysevu (srv. obr. 2.2).

Krize (obr. 2.6b): Podobné vysledky jako inokulace do c¢ary ukazuje inokulace do kfiZze. Pfitomnost

ramen jesté vice zvysi lokalni hustotu narlstu a sniZi se tak kritickd hodnota pro tvorbu mezikruzi.
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U k#izG s sirSimi inokulaénimi rameny pozorujeme rlst mezikruzi a nasledné lemu jen na koncich
ramen. U mensich kfiZzi pozorujeme rlst mezikruZi a spojitého lemu po celém obvodu srv. oddil
2.3.2. soukolonii).

Prstence (obr. 2.6c): Vysledny vzhled uUtvaru inokulovaného do prstence je zavisly na praméru
prstence. Pokud je priimér mensi nez 4 mm, prstenec se zaceli a vznikly Utvar je prakticky standardni
F kolonie s rozsitenym inoulaénim tercikem. Pokud je naopak primér vétsi nez 15 mm, objevi se
mezikruzi po obou strandch a mame podobny ptipad F-like struktury jako u carové inokulace.
V rozmezi priméru prstence 5 - 15 mm ma Utvar mezikruzi a lem jen na vnéjsi strané. Vnitfni strana

zGstane hladka. Lze o tom uvaZovat jako o rozsifeném inokulacnim terciku s nezacelenou mezerou.

b. c‘
+

Obrézek 2.6: Utvary vzniklé deformaci inokulaéniho teréiku. a) inokulace do &ary; b) inokulace do

kiize; c) inokulace do kruhu; dokumentace vée 7. den ristu; srv. (Cepl et al. 2010, obr. 3)

Z vyse uvedeného vyplyva, Ze standardni kolonie nebo F-like struktura s mezikruzim a lemem vznika
pouze tehdy, pokud primér inokulaniho terciku nebo sitka linek nepresahne kritickou hodnotu pro
tvorbu mezikruzi. U kolonii v fidkém vysevu je tato hodnota 10 mm, u kolonii v hustSich vysevech
tato hodnota klesa proporcionalné k mohutnosti narlstu v okoli, v pripadé inokulaci do linek, kfiz(i a

prstencl se do této mohutnosti pocitaji i ¢asti takto deformovaného téla.

2.4. Ovlivnéni morfogeneze na dalku
V minulych kapitolach bylo jiz vzajemné ovliviiovani ukazano, bud v radmci jednoho Utvaru napft.

ovliviiovani ramen kfizG a vnitfniho obvodu prstence, nebo v ptipadé hustych vysevd, kde se zmensi



celkova velikost kolonie v zavislosti na sile vlivu okolniho narlistu a kolonie se také bude vyvijet
rychleji, tzn. dojde k ¢asnéjsSimu nastupu lemu na Ukor mezikruzi a rychlejsi pigmentaci (srv obr. 2.2).
Nejjednodussi priklad je ovliviiovani se dvou kolonii navzajem. Pokud jsou dvé kolonie inokulovany
vedle sebe a dostatecné daleko, aby nesplynuly v soukolonii (srv. obr. 2.4), a zaroven dost blizko, aby
byl vliv pozorovatelny (coZ je rozmezi zhruba 5-20 mm), Ize vidét jejich asymetricky vyvoj. Smérem
k sobé se kolonie budou vyvijet rychleji: pozorujeme rychlejsi nastup lemu, casnéjsi produkci
pigmentu i rychlejsi zastaveni rlstu (obr 2.7, srv. mensi kolonie a rychlejsi vyvoj u hustého naristu

obr. 2.2a).

Obrazek 2.7: Zrychleny vyvoj F kolonii na prilehlych stranach. dokumentace 4. den vyvoje; srv.

(Patkova et al. 2012, obr. 8)

Pokud se misto kolonie pouZije kovlivnéni makula (tzn. hustSi lokalni osidleni), je ovlivnéni
sousednich kolonii intenzivnéjsi. Do vzdalenosti kolonie zhruba 10 mm od okraje makuly se nevyvine
struktura mezikruzi a dochazi k dplné ztraté struktury. Vzhled takto ovlivnénych kolonii je
srovnatelny se vzhledem F kolonii v hustém vysevu (srv. obr. 2.2a). Pti zvétSovani vzdalenosti kolonie
od makuly Ize postupné pozorovat zvétSovani priméru kolonii a rlist mezikruzi, nejprve asymetricky
smérem od makuly, potom po celém obvodu (srv. asymetricky rdst na okraji vysevu). Do vzdalenosti

cca 40 mm od makuly je vsak jejich velikost stale jeSté mensi a vyvoj rychlejsi (obr. 2.8).
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Obrazek 2.8: Rychlejsi vyvoj kolonii v blizkosti makuly. a) kolonie v blizkosti makuly (dokumentace
4. den rustu); b) graf zavislosti velikosti kolonii na vzdalenosti od makuly, ¢ervené tecky — kolonie bez
mezikruzi nebo s mezikruzim pouze smérem od makuly, modré tec¢ky — standardni F kolonie; srv.

(Cepl et al. 2010, obr. 4)

Ovlivnitelnost morfogeneze se méni i se stafim ovlivriujiciho narlstu. K tyden staré kolonii byly do
vzddlenosti 2 mm , 5 mm a 10 mm inokulovany tfi kolonie. Nové inokulované kolonie témér
nerostou a pripominaji malé cervené kolonie z tésné blizkosti makuly nebo z hustého naristu (obr.

2.9).

Obrazek 2.9: Vyvoj kolonii v blizkosti vyrostlé kolonie. inokulovadno k 7 dni staré kolonii; ¢isla ukazuji

dny vyvoje pridanych kolonii
Pro odstranéni smérovych vlivi (napf. gradientu morfogen), které lze pozorovat u asymetrického
rastu kolonii nad makulou, byli pouZity k ovlivnéni vyvoje kolonie rlizné staré prstence inokulované

okolo ni. Opét je zde vidét stejny jev: ¢im je prstenec oproti kolonii starsi, tim vyraznéjsi je jeho vliv
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(obr. 2.10). Naopak, pokud je prstenec inokulovdn okolo dva dny staré kolonie, pfijde vlivem této

kolonie o strukturu mezikruzi (obr. 2.10i).

Obrazek 2.10: Vliv rGzné staré kruhové inokulace na kolonii. Prstenec inokulovan k dva (i), nebo

jeden (ii) den staré kolonii; prstenec i kolonie inokulovany soucasné (iii); kolonie inokulovana
doprostred den (iv), nebo dva dny (v) starého prstence; dokumentace 5. den vyvoje kolonii; srv.

(Cepl et al. 2010, obr. 3)

2.5. Dllezitost neobsazeného media kolem kolonie

Pokud je prostor na kterém roste kolonie zmensovan, predpokladané signdly difundujici do okoli se
budou hromadit vtomto omezeném prostoru, a tak mizZou byt pozorovany zmény v utvareni takto
,uvéznéné“ kolonie. Kolonie ,ovliviiuje” sebe sama.

Do agaru na standardni misce byly vyfezany prstence tak, aby kolonie rostla pouze na omezené
plose. V porovnani s kontrolou rostouci na standardni misce (primér 9 cm) lze pozorovat se

zmensujici se velikosti nabidnutého prostoru urychleny vyvoj kolonie, tzn. rychlejsi nastup lemu a

rychlejsi vybarvovani a zaroven mensi konec¢nou velikost (obr. 2.11).

Obrazek 2.11: Vliv zmensujici se plochy agaru na vyvoj kolonie F. primér poskytnutého agaru 4 cm

(i); 3 cm (ii); 2 cm (iii); 1 cm (iv); dokumentovano 5. den ristu

Kolonie sousedici s prepazkou nebo ufiznutym agarem vykazuji asymetricky rlst smérem od
prekazky a rychlejsi vyvoj: rychlejsi nastup lemu smérem k prepdzce. Pfedpokladané signdly, které
v téchto mistech nemohou stejnomérné difundovat do prostoru, tedy vyvoj kolonie (obr. 2.12) také

ovlivni.
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Obrazek 2.12: Vliv pozice kolonie na misce na jeji vyvoj. a) kolonie na okraji odfiznutého agaru;

b) kolonie u prepazky délené misky

2.6. Role Zivin ve vyvoji kolonie

Pro zhodnoceni role Zivin ve vyvoji kolonie byla makula péstovana dva resp. tfi dny na celofanové
membrané priloZzené na povrch Zivného agaru. Potom byla membrana i s makulou odstranéna. Takto
kondiciovany a o Ziviny ochuzeny agar byl doplnén pfidanim 50 % Zivin plUvodniho Zivného agaru.
Kontrolou predstavuje Cisty agar doplnény na 50 % Zivin standardniho Zivného agaru pomoci Zivného
bujonu (viz. DP autora; str. 72-74). Kontrolni kolonie vysazené na takovyto agar vykazuji asi o
polovinu mensi vzrist nez u kolonii na standardnim Zivném agaru, ale s dobfe rozlisitelnymi
strukturami mezikruZzi i lemu (obr. 2.13ai). Na agaru, ktery byl vystaven nardstu po dva dny a nebyl
doplnén Zivinami, vyrostla mala cervena kolonie, po doplnéni Zivin narostly nestrukturované kolonie
(obr. 2.13bi-ii). Na agaru, ktery byl vystaven narlstu po tfi dny a nebyl doplnén Zivinami, nevyrostlo

témér nic, po doplnéni Zivin narostly opét nestrukturované kolonie (obr. 2.13c iii-iv).
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Obrazek 2.13: Rast F kolonii na kondiciovaném a Zivinami doplnéném mediu. a) rdzné bohata
media: (i) 50 % Zivin standardniho Zivného agaru; (ii) standardni Zivny agar; (iii) standardni Zivny agar
+ dalSich 50 % Zivin; b) vycerpdvani Zivin makulou na celofanu dva dny bez doplnéni Zivin (i) a
s dopInénim 50 % Zivin (ii) a tfi dny bez doplnéni Zivin (iii) a s doplnénim 50 % Zivin (iv); dokumentace

7. den rustu kolonii

Ukazuje se, Ze Ziviny maji vliv na velikost vzniklé kolonie, tzn. na konec¢né zastaveni rlstu, ale faktor
zodpovédny za ztrdtu struktury mezikruzi ma jiny charakter, protoZe ani po doplnéni Zivin se na
kondicionaném agaru mezikruZi neobjevi. Naopak na 50 % obsahu Zivin pozorujeme standardni,

pouze miniaturizovany vyvoj kolonie.

2.7. Plynné signaly ovliviujici morfogenezi kolonie

Bylo testovdno, zda bude pozorovatelny vliv plynnych latek produkovanych narlstem na
morfogenezi kolonie. Nejprve byla mezi makulou a koloniemi vyfiznuta napfi¢ agarem ryha (Rieger
et al. 2008, str. 82-83). Pokus ukazal, Ze plynny signal zplsobuje ovlivnéni ve formé ztraty struktury a
rychlejSiho vyvoje. Neni zde vidét vyrazné zmenseni velikosti kolonii pravdépodobné kvdli
nemoznosti vzajemného ovlivnéni konzumaci Zivin (obr. 2.14i-ii, srv. obr. 2.8). Podobny pokus byl

proveden i na délené misce s obdobnymi vysledky (obr. 2.14iii-iv).
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Obrazek 2.14: Vliv makuly na kolonie plynnou fazi. (i) kontrola; (ii) kolonie v blizkosti makuly

separované rigolem; (iii) kontrola u prepazky; (iv) kolonie v blizkosti makuly separované prepazkou;

dokumentace 5. den rGstu; srv. (Cepl et al. 2010, obr. 4)

Pro zvyseni miry ovlivnéni kolonie plynnym signalem rostla makula na jedné ¢asti délené misky tfi
dny, a aZ poté jsme do sousedniho kompartmentu inokulovali kolonie (srv. vliv starsiho narUstu).
Takové kolonie potom vlbec nevytvofily typickou F strukturu (obr. 2.15ii). Opét se nevyvinula
struktura mezikruzi jako v pfipadé hustého narlstu nebo rozsifovani inokulace. Lze predpokladat ze
agar byl kondiciovan plynnymi produkty makuly rostouci v sousednim kompartmentu.

Pokud byla makula péstovana na membrané a po tfech dnech spolecné s membrdnou odstranéna a
do sousedniho kompartmentu inokulovany kolonie, byl pozorovan podobny vysledek (obr. 2.15iii).
Kdyz byl zopakovdn stejny postup, ale do vedlejsiho kompartmentu délené misky nalit Cerstvy agar a
na néj inokulovany kolonie, bylo pozorovatelné ovlivnéni v podobné sile jako v pfipadé obou

predchozich pfipadid (obr 2.15iv).

Obrazek 2.15: Vliv plynného signalu na vyvoj kolonii a jeho pfetrvavani v kondiciovaném agaru. (i)

kontrola; (ii) kolonie inokulovany vedle 3 dny staré makuly; (iii) kolonie inokulovany vedle agaru, na
kterém po 3 dny rostla makula; (iv) kolonie inokulovany na agar nality vedle agaru, kde 3 dny rostla

makula; dokumentace v ¢ase 5 dni od inokulace kolonii; srv. (Cepl et al. 2010, obr. 5)

Ke ztraté struktury doslo vidy - at uZ v pfitomnosti tfi dny staré makuly, nebo na Zivném agaru tfi
dny kondiciovaném vzdusnou fazi makuly, ¢i na cerstvém agaru v pfitomnosti tfi dny makulou
kondiciovaného agaru. V tomto pfipadé muze byt zcela vylouéena signalizace pomoci svétla, zvuku

(Matsuhashi et al. 1998; Matsuhashi et al. 1999) nebo signalu v podobé pulzli chemickych latek.
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Ukazuje se, Ze béhem t#i dni rlstu makuly se signal akumuluje v kondiciovaném mediu (srv.
oddil 2.6.), znéhoZ se muZe dale uvolfiovat a puUsobit tak na narlst vsousednim oddéleném

kompartmentu.

2.8. Zavéry: Shrnuti morfogeneze

V prlibéhu morfogeneze F kolonie byly zaznamenany tfi kritické body:

Rozristani stfedu a pfechod na strukturu mezikruzi

Stfedova Cast se vyviji béhem prvniho a druhého dne vyvoje kolonie do priiméru 2 mm, nebo po celé
plose inokulaéniho prostoru. Poté nasleduje rist struktury mezikruzi, ale pouze v pfipadé, Ze kolonie
nebo rostouci Utvar neprekroci kritickou hodnotu pro rist mezikruzi a jeji okoli neobsahuje
nadkritické mnozstvi jiného narlstu nebo signdlu od jinud. Faktor, ktery urcuje pfechod stred-

mezikruzi, se této fazi vyzkumu nepodafilo identifikovat.

Rozristani mezikruzi a prechod na strukturu lemu

Mezikruzi standardné roste mezi druhym az patym dnem do prdméru kolonie 10 mm, a potom
vlivem faktoru, ktery je rlstem klonu F produkovan, prechazi do struktury lemu. Pfi zvySeni jeho
koncentrace jinym narlstem, a to i za prepazkou nebo jeho lokdlni akumulaci (napf. okraj agaru,
zmenSeny agar), dochazi k prekonani kritické koncentrace, a tak k zastaveni vyvoje mezikruzi a

zacatku ristu lemu.

Rozrustdni lemu a zastaveni rastu kolonie

Lem roste standardné mezi patym a sedmym dnem do prlmeéru kolonie cca 14,5 mm. Pokud je
inokulacni tercik vétsi nez kriticka hodnota priiméru kolonie pro tvorbu mezikruzi, struktury stfedu a
lemu splynou, a pramér takového utvaru bude mit velikost inokulacniho teréiku plus pfirQistek cca
2 mm na kazdé strané. Velikost kolonie je mensi v prostfedi chudém na Ziviny, v hustém nar(stu,

v omezeném prostoru, okoli vyvinuté kolonie nebo v blizkosti makuly.

2.9. Model

Modelovani rdstu kolonie slouZi k vytvoreni scénare, ktery by mohl ukazovat alesporn na nékteré
procesy vedouci k vyvoji sloZité struktury bakteridlniho téla. V této kapitole bude pfedstaven model
simulujici vyvoj profilu F kolonie v ¢ase, jenz byl publikovany v Cepl et al. 2010, str. 7-12:

Model predpoklada dva druhy signald, jeden difuzibilni vzduchem i agarem oznaceny jako odor a

druhy difuzibilni pouze agarem, oznaceny jako quorum. Bakterie nabyvaiji ¢tyf rlznych stavd, liSicich
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se odpovédi na signaly a jejich produkci. Jedna se o jednorozmérny celuldrni automat, fada bunék

prezentuje prarez vyvijejici se kolonie a kazda burika je charakterizovana 1) tloustkou nardstu,

svs

2) stavem bakterii, 3) stafim bakterii s kontinualné vyjadienou koncentraci difuzibilniho quorum

signalu a hladinou odoru — viz. (Cepl et al. 2010, obr. 6).

PocitaCové simulace zaloZzené na tomto modelu ukazuji podobné tvary, které jsou pozorovatelné i na

miskach. Prikladem jsou dvé blizké kolonie, které maji asymetricky vzrlist nebo vytvofi soukolonii.

Podobné lze simulovat inokulace do rozsifujicich se inokulacnich tercikd, kde vysledkem jsou

podobné tvary jako na misce (obr. 2.16).
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Obrazek 2.16: Vysledky simulaci matematického modelu. a) vyvoj jediné kolonie; b) interakce dvou

kolonif; c) rozsifovani ,inokulaéniho teréiku“; pfevzato z (Cepl et al. 2010, obr. 6 a 7)
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3. Zmény pH prostredi béhem vyvoje kolonie

Tato kapitola jiz pfedstavuje vlastni vysledky prace pfimo navazujici na praci minulou. Pfedstavime
zde identifikaci faktoru ovliviiujiciho pfechod rdstu struktury mezikruzi a struktury lemu a
pozorovanou korelaci vyvoje typickych casti kolonie se zménami hodnot pH v agaru okolo kolonie

béhem ristu.

3.1. Amoniak jako faktor ovliviujici morfogenezi

Amoniak byl dfive identifikovan jako signalni molekula ovliviiujici vyvoj kvasinkovych kolonii (Palkova
and Janderova 1997). Byl také identifikovan jako signdlni latka u bakterii Bacillus licheniformis
(Nijland and Burgess 2010), kde spousti tvorbu biofilmu a produkci pigmentu. Dokonce byl
identifikovan i jako induktor resistence na néktera antibiotika u E. coli (Bernier et al. 2011) — tato
problematika je podrobné zpracovana v posledni kapitole.

Pokusili jsme se plsobit na kolonie roztokem &pavku pres prepazku. Pfi koncentraci 0,1 % roztoku
Cpavku jsme pozorovali miru ovlivnéni morfogeneze F kolonii podobnou jako pfi ovlivnéni 3 dny

starou makulou za pfepazkou — tj. kolonie normalni velikosti, ale bez typické F struktury (obr. 3.1).

Obrazek 3.1: Srovnani vlivu makuly a roztoku cpavku za prepazkou. (i) kontrolni kolonie
v sousedstvi vody; (ii) kolonie v sousedstvi 3 dny staré makuly; (iii) kolonie v sousedstvi roztoku

¢pavku; dokumetace 5. den rlstu

Plynnd analyza metodou SIFT-MS potom odhalila v plynné fazi nad tfi dny starou makulou
koncentraci ¢pavku v hodnoté 27185 ppb (parts per billion), coZ je zhruba 150x vice, neZ bylo

zméreno nad kontrolnim Zivnym mediem.

3.2. Sledovani zmén pH v Case kolem kolonii
Zmény pH jsme sledovali pomoci pH indikatoru (fenolova cerven) a zarovern mérenim pH v agaru. Jak

jsme predpokladali, amoniak, faktor ovliviiujici prechod mezikruzi — lem, alkalizuje prostredi (Palkova
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and Janderova 1997). Navic jsme zjistili, Ze béhem prvnich dvou dni se v bezprostifedni blizkosti
kolonie (i pfes pufraéni kapacitu Zivného agaru) snizuje pH z pvodni hodnoty 7,2 zhruba na hodnotu
6. Acidické prostredi vydrzi zhruba do patého dne, potom pH zacne (pravdépodobné vlivem ¢pavku,

srv. obr. 3.9iii-iv) stoupat aZ na hodnotu 8,6 a prostredi uz zistane nadale alkalické (obr. 3.2).

den:

b fenolova &erven:

Obrazek 3.2: Zmény pH okolniho media pfi vyvoji F kolonie. a) vyvojova fada kolonie

s vizualizovanym pH okolniho agaru; b) pfechodova skala indikatoru fenolové ¢ervené

Alkalizace probiha dfive v mistech, kde je hustota kolonii lokdlné zvysSena, coZ potvrzuje nase
ocekavani, Ze koncentrace signalu se lokdlné zvysuje. Pfikladem je setkani dvou kolonii. Pfi vizualizaci
pH v okoli takto sousedicich kolonii pozorujeme zasaditou oblast na spojnici, kdeZzto na odlehlych

stranach je hodnota pH v prostredi stale okolo 6 (obr. 3.3).

vevs

Obrazek 3.3: Vcasnéjsi alkalizace pfi setkani kolonii. Dokumentace 4. den ristu

Podobné pfi hustych vysevech pozorujeme nastup alkalické faze jiz béhem druhého dne (obr. 3.4).

Obrazek 3.4: Zmény pH okolniho media pfi hustém vysevu F kolonii
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Makula alkalizuje svoje prostredi jiz od prvniho dne ristu (obr. 3.5).

den: 1 2
Obrazek 3.5: Zmény pH okolniho media pfi vyvoji F makuly.

Jak se alkalicky signal z makuly siti, ovliviiuje i pH v okoli vyvijejicich se kolonii v jeji blizkosti. Nejblizsi
kolonie se tak vyvijeji v prostfedi alkalickém, zatimco kolonie vzdalenéjsi si po néjaky ¢as udrzi ve

svém okoli acidické prostredi (obr. 3.6).

Obrazek 3.6: Vliv alkalického signalu makuly F na vyvijejici se kolonie v sousedstvi.

Déle jsme sledovali zmény pH agaru sousediciho za prepazkou s makulou nebo ¢pavkem. Roztok
¢pavku i makuly po tfech dnech zvysi pH sousedniho agaru na hodnotu cca 8,6. U kolonii nasledné
inokulovanych na alkalizovany agar nepozorujeme nastup acidické faze béhem jejich vyvoje

(obr. 3.7).

Obrazek 3.7: Vyvoj F kolonii v alkalizovaném prostfedi po tfech dnech riistu makuly za pfepazkou
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3.3. Role glukosy pfi acidické fazi F kolonii

Vyse uvedenou morfogenezi F kolonie se strukturou stfedu, mezikruzi a lemu sledujeme pouze na
7ivném agaru s glukosou (=ZAG). Pokud glukosu nepfidame, vznikd konvexni ¢ervena kolonie bez
struktury mezikruzi (Patkova et al. 2012).

Kdyz jsme pomoci indikatoru vizualizovali zmény pH v prostiedi Zivného agaru bez glukosy, acidickou

fazi jsme nepozorovali a jiZz od prvniho dne nastoupila alkalicka faze (obr. 3.8).

den: 1 2 7
ZAG

- B @
ZA :

Obrazek 3.8: Rozdil ristu a zmény pH okolniho media u vyvijejici se F kolonie na mediu s glukosou,

nebo bez glukosy. a) vyvoj F kolonie na ZAG; b) vyvoj F kolonie na ZA

Poukazujeme v souladu s literaturou na zfejmou souvislost mezi acidickou fazi a pfitomnosti glukosy
v mediu a acidickou fazi a ristem nepigmentovaného mezikruZi.

Bylo ukazano (Solé et al. 2010), zZe kdyz se k bakteriim Serratia marcescens prida glukosa, zacnou ji
prednostné metabolizovat, a to vede k acidifikaci prostfedi (posun asi o 1,5 jednotky), pfevdiné diky
produkci kyseliny octové, pyrohroznové a citronové, které bakterie vylucuji do prostredi. Takto
snizené pH vede k sniZeni produkce prodigiosinu. Snizeni pH i jinymi faktory vedlo ke stejnym
vysledkim. Naopak zvyseni pH na hodnotu 7,5, i pfes pritomnost glukosy, vedlo ke zvyseni produkce
prodigiosinu (Solé et al. 1994; Sole et al. 1997). Shodné s tim (Nijland and Burgess 2010) referuji o
indukci tvorby prodigiosinu puUsobenim ¢pavku, coZ souhlasi s ndami pozorovanym rlstem

pigmentované struktury lemu na ukor nepigmentované struktury mezikruzi.

3.4. Dynamika alkalizace
Sledovali jsem dynamiku alkalizace Zivného agaru v sousedstvi makul nebo roztoku ¢pavku za
prepazkou pomoci ¢asosb&rné kamery. Nejrychleji byl ZAG s pH indikatorem alkalizovén roztokem

¢pavku v sousednim kompartmentu (3.9ii), poté makulou rostouci na Zivném agaru bez glukosy
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(3.9v), a nejpomaleji makulou na Zivném agaru s glukosou (3.9i). Toto odpovida nasim predchozim
pozorovanim.

KdyZz jsme vizualizovali dynamiku zmény pH vsystému trojité Petriho misky, kde vjednom
kompartmentu byla kyselina citronova, ktera absorbuje amoniak z atmosféry, v druhém Zivny agar
s makulou nebo roztokem &pavku, a ve tfetim Zivny agar s pH indikatorem, pozorovali jsme, Ze
v pfitomnosti kyseliny citronové dochazi k nehomogenni alkalizaci sousedniho kompartmentu, coz
by odpovidalo vychytani ¢pavkového signalu v blizkosti absorbentu — kyseliny citronové (obr. 3.9iii-

iv).
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Obrazek 3.9: Dynamika alkalizace ZAGu emitorem Epavku za prepazkou. Pouzité emitory: (i) makula
F na ZAG; (ii) roztok &pavku; (iii); roztok ¢pavku v pfitomnosti kyseliny citronové; (iv) makula F na
ZAG v pfitomnosti kyseliny citronové; (v) makula F na ZA; viz video-soubory pfilozené k této praci na

Ccb

3.5. Zavéry
Z predbézinych vysledk( lze stanovit, Ze struktura stfedu roste v prvnim a ¢astecné v druhém dni
pfi neutralnim pH agaru jako vychozi rist. Struktura mezikruZi se objevi béhem druhého dne, kdyz

vyvoj kolonie vstoupi do kyselé faze pravdépodobné zplsobené metabolismem glukosy. Kysela faze

vrve

metabolismem aminokyselin v Zivném agaru - cCpavek produkovany bakteriemi E. coli pochazi
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z metabolismu aspartdtu (Bernier et al. 2011). V alkalické fazi potom strukturu mezikruzi vystfida
struktura lemu.

PFi roztirani inokulaéniho terc¢iku kolonii nad kritickou hodnotu pro rist mezikruzi jsme pozorovali
splynuti stfedové ¢asti a lemu. Predpokladame, Ze se jedna o vychozi rist pfi neutrdlni a alkalickém
pH - srv. rGst na mediu bez glukozy nebo na mediu s glukosou jiz alkalizovaném, kde u vyvijejici se
kolonie nepozorujeme acidickou fazi. Na druhou stranu, struktura mezikruzi je typicka pro acidickou

fazi rlstu.

31



4. Variabilita bakterii

Tématem této kapitoly je dédi¢na variabilita morfogeneze kolonii u S. marcescens.

Tvar kolonii morfypu F je zavisly na kultiva¢nich podminkach, ve kterém se vyviji (Patkova et al. 2012,
obr. 3). V pfipadé minimalniho agaru vsak netvofi zadny viditelny narUst, v tekutém minimalnim
mediu nenaroste (Patkova et al. 2012, str. 6-7). Pokouseli jsme se ziskat/vyslechtit variantu
z morfotypu F, ktera by tvofila na minimalnim agaru kolonie.

V literatufre nachazime pfriklady bakteridlnich kmenU tvotici varianty liSici se ve vlastnostech
spojenych s tvorbou kolonii. Zde uvedeme nékolik priklad(i takovych zmén.

Dédicné zmény morfotypu u Paenibacillus dendritiformis byly pozorovany v zavislosti na podminkach
rastu, konkrétné na hustoté agaru (Ben-Jacob et al. 1998).

O bakteriich Staphylococcus aureus je znamo, Ze pfi chronické infekci pacientt s cystickou fibrézou
v plicich diversifikuji na tzv. small colony variant, kterd je méné virulentni, ale resistentni proti
antibiotikdim. Rozdil mezi obéma typy byl popséan jako jedind mutace v genu pro syntazu thymidylatu
(Melter and Radojevi¢ 2010).

Bakterie Pseudomonas aeruginosa opakované davaly vznik rdznym variantam kolonii. Diferenciace
se projevovala vrlznych vlastnostech, napf. v povrchové motilité, zbarveni, produkci
exopolysacharidl, v poZzadavcich na Ziviny, resistenci na antibiotika, nebo v uvolfovani bakterii
z biofilmu (Boles et al. 2004). Pozorované alternativni fenotypy byly dale dédicné. Popsali
diverzifikace tohoto druhu jako tzv. pojistovaci efekt (insurance effect) — vyclenéni ¢asti populace
jako pojistku prefziti pro pfipad, Ze nastanou nepfiznivé podminky.

Podobné bylo pozorovano rozriznéni i u Serratia marcescens (Koh et al. 2007). S riznou frekvenci
opakované vznikalo Sest rdznych variant kolonii. Tyto nové morfologické varianty se od plvodniho
kmene lisily napt. v pfilnavosti k povrchlim, schopnosti swarmingu, formovani biofilmu, a v jinych
vlastnostech, které jsou dulleZité pro vyvoj biofilmU. Byla stanovena hypotéza, Ze geny dlleZité pro
morfologii biofilmu nebo kolonii obsahuji mutabilni hot-spoty (Vos and Velicer 2006).

U naseho klonu S. marcescens byla jiz dfive popsdna diferenciace vzhledu kolonii v barvé, profilu,
povrchu, konsistenci, schopnosti tvofit halo, nebo dokonce ve frekvenci dalsi diferenciace (Neubauer

2002).

4.1. Zména morfotypu S. marcescens
Morfotyp F jsme inokulovali do roztoku minimalniho media, kde se v jednom z mnoha pfipadd po
24h F klon rozrostl. Tyto bakterie jsme vyseli na Zivny agar, kde jsme posléze pozorovali narlst

klasickych F kolonii. Materidl z téchto kolonii jsme znovu inokulovali do minimalniho media a opét
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jsem ziskali po 24h narlst bakterialni kultury. Odebrali jsme vzorek a vyseli na Zivny agar, ale opét
jsme ziskali pouze klasické F kolonie. Kdyz jsme vzorek z minimdalniho media znovu odebrali po 16
dnech a vyseli na Zivny agar, jiz jsme nepozorovali typické F kolonie, ale bilé konvexni kolonie, které
jsme ziskali i po vyseti na minimalni agar. Nové ziskanou variantu jsme oznacili jako morfotyp M.
Tato varianta byla nadale stabilni. Postrada ale vlastnosti typické pro F. Na Zivném agaru jsou kolonie
M mensi, zcela postradaji typickou morfogenezi F kolonii, neprodukuji ¢ervené barvivo prodigiosin, a
na rozdil od morfotypu F rostou na minimalnim mediu (Patkova et al. 2012, obr. 1).

Nové vznikly morfotyp M jsme porovnali s pavodnim morfotypem F metodou MALDI-TOF a pomoci

PCR fingerprint(. Oba morfotypy F i M se ve vysledcich obou metod shodovaly.
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5. Interakce bakteridlnich druht

Bakterie jsou v pfirodé zapojené do bohaté sité interakci mezi sebou i s eukaryotickymi organismy.
V minulych kapitolach jsme popisovali stav, kdy je morfotyp F z téchto interaci vyvazany ("germ-free
organism"), abychom poodhalili faktory zodpovédné za jeho morfogenezi. V této kapitole se naopak
zamérime na to, jak se do morfogeneze F kolonii promitnou interakce s jinymi kmeny bakterii.

Jako prvni priklad uvedeme interakce morfotypu F s morfotypem M, z morfotypu F odvozeného.
V této kapitole ddle rozSifime katalog interakci kolonii F o interakce s S. rubidaea (pfristé
oznacovanou jako klon R) a Escherichii coli (Ec). Vysledky byly prezentovany v publikacich Patkova et

al. 2012 - viz ptiloha 1 a Sovova et al. 2013 — viz pfiloha 2.

5.1. Interakce S. marcescens morfotypu F a morfotypu M

Morfotyp M ma nové vlastnosti, diky kterym muze prispét novou kvalitou do naslednych interakci
s morfotypem F.

Kolonie F jsme inokulovali do blizkosti makuly M. Pfitomnosti M klonu byla znovu ovlivnéna i
rychlost vyvoje jednotlivych struktur F kolonie a miZe dojit k Uplné ztraté mezikruzi podobné jako
v pfipadé plsobeni makuly F. Také jsme pozorovali reakci F kolonie ve formé vytvoreni bilého lemu
nejprve smérem k makule M, potom po celém jejim obvodu (obr. 5.1a). Jak ukdZzeme ddle, toto je
typicka reakce kolonii F na cizi narGst v jeho blizkosti.

KdyzZ inokulujeme kolonie morfotypu F a M do blizkosti na minimalnim mediu, pfitomnost narlstu
morfotypu M pomize kolonii F, aby se na tomto mediu rozrostla (obr. 5.1b). Jak se ukazalo, i jiné
testované klony dokdZzou pomoci S. marcescens klonu F, aby se na minimdlnim agaru rozrostl

(pFipravovana publikace Rieger et al.).

a B b
O |

R

Obrazek 5.1: Vliv makuly morfotypu M na kolonie morfotypu F. a) interakce na ZAG — povéimnéte si
tvorby bilé struktury u F kolonie; b) interakce na MMA; dokumentovano 5. den rlstu; srv. (Patkova

et al. 2012, obr. 4)
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5.2. Interakce S. marcescens a S. rubidaea

Nasleduji interakce se vzdalenéjsim pribuznym, koloniemi Serratia rubidaea. Kolonie S. rubidaea ma
podobné jako kolonie S. marcescens ukonceny rlst okolo 7. dne, konec¢na velikost je vSak vice nez
20 mm.

Pti inokulacich do vétsi vzdalenosti pozorujeme opét typickou reakci F kolonii na cizi narast — tvorbu
bilého lemu (obr 5.2a). Pokud navic inokulujeme do tésné blizkosti kolonie F a R, kolonie S. rubidaea
kolonii S. marcescens obrista nejdfive tenkou linkou — coZ S. marcescens znemozni dalsi rozristani.

Tato tenka linka se potom mohutné rozroste (obr 5.2b).

Obrazek 5.2: Interakce kolonii F a R. a) vliv na vzdalenost stfed(l kolonii 15 mm; b) vliv na vzdalenost
stredll 5 mm — povSimnéte si obrosteni F kolonie R partnerem; dokumentace 3. den rUstu; srv.

(Patkova et al. 2012, obr. 6)

5.3. Interakce S. marcescens a E. coli

Dale jsme pozorovali interakce s Escherichia coli. | kolonie E. coli maji na Zivném agaru ukonceny rist
okolo 7. dne a dosahuji velikosti asi 25 mm. Pfi inokulacich do vétsi vzdalenosti znovu pozorujeme u
S. marcescens tvorbu bilého lemu, kdeZto u E. coli pozorujeme vyraznou inhibici rlstu smérem k S.
marcescens. Tato repulze se prohloubi, pokud budeme kolonie inokulovat do vétsi blizkosti nebo
budeme Ec inokulovat ke starsi kolonii F (obr. 5.3b). Toto je pravdépodobné zplsobeno plsobenim
tzv. marcescinu (Fuller and Horton 1950) — tj. faktoru podobného coliciniim. Podobnou repulzi E. coli

pozorujeme i v reakci na kolonie morfotypu M (neukazano).
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Obrazek 5.3: Interakce kolonii F a Ec. a) kolonie F v pfitomnosti makuly Ec (dokumentace 5. den
vyvoje); b) kolonie F, ke které po dvou dnech rdstu byla inokulovana kolonie Ec do vzdalenosti stfed

15 mm (dokumentace 5. den vyvoje kolonie Ec); z (Patkova et al. 2012, obr. 3 a 7)

5.4. Interakce S. rubidaea a E. coli
Také jsme pozorovali vzajemné interakce R a Ec. Pri blizkém sousedstvi dojde k pohlceni kolonie R

kolonii Ec. Cim je jejich vzdalenost mensi, tim vyrazné&jsi je pohlceni (obr. 5.4).

Obrazek 5.4: Interakce kolonii R a Ec. Vzdalenost stfedd 2 mm (i); 5 mm (ii); 15 mm (iii);

dokumentace 5. den rustu; srv. (Patkova et al. 2012, obr. 8)

5.5. Chiméricka inokulace
Dalsi zpUsob, jak pozorovat vyvoj kolonie pod vlivem heterospecifického partnera, bylo smichat
suspenzni kultury v poméru 1:1, inokulovat 1 pl suspenzni smési na Zivny agar a sledovat, jak se

projevi pozorované vztahy v takto tésném sousedstvi.

5.5.1. Chiméra F/R
Chiméra smési F a R narostla vidy tak, Ze v misté inokulacniho terciku jsme nalezli kombinaci obou

druhd, kdeZzto v nasledném narustu do Sitky byly pouze bakterie R.
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Obrazek 5.6: Chiméricka kolonie F/R. z (Patkova et al. 2012, obr. 11)

5.5.2. Chiméra F/Ec

Chimérickd smés F a Ec narostla do dvou moznych variant. V prvni varianté zfejmé doslo k potlaceni
rastu Ec rastem F podobnym zpUlsobem, jako dochazelo k vyvolani repulze kolonii. Vysledna kolonie
byla prakticky k nerozeznani od standardni F kolonie. V druhém ptipadé prevladl rlist Ec, ktera
obsadila okraj chiméry - nékdy zcela, jindy pouze ¢astecné. Vidy ale byla v misté inokulaéniho terciku

nalezena pouze F, Ec byla pod hranici detekce.

i

Obrazek 5.7: Dvé varianty chimérické kolonie F/Ec. z (Patkova et al. 2012, obr. 11)

5.5.3. Chiméra R/Ec
Chimérickd smés R a Ec ukazala znovu podobny trend jako interakce v tésné blizkosti — rozrlstani

bylo ve finale tvofeno pouze burkami Ec a v misté inokula¢niho terciku jsme nasli smés obou.

Obrazek 5.8: Chiméricka kolonie R/Ec. z (Patkova et al. 2012, obr. 11)

5.5.4. Chiméra F/R/Ec
V ternarni chimérické smési F/R/Ec pozorujeme kombinaci véech predchozich jev(, a to véetné dvou

variant interakce F s Ec. V prvni varianté F potladi Ec, a tak ma R volnou cestu k obristani jako
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v pfipadé R/F. V misté inokulacniho teréiku byla detekovdna smés F a R. Obcas ale doslo k obsazeni
okoli Ec podobné jako u nestabilniho fenotypu chiméry F/Ec. Zde jsme znovu na misté inokulaéniho

terciku nalezli pouze kombinaci R a F, Ec byla pod hranici detekce.

Obrazek 5.9: Dvé varianty chimérické kolonie F/R/Ec. z (Patkova et al. 2012, obr. 11)

Zda se, Ze o vzhledu chimér rozhoduje rychlost postupu do volného prostoru — kdo zabere vnéjsi
prostor, ma moznost dalsiho rozrlstani. Podobné jako v ptipadé tésnych interakci, kde kolonie R
tenkou linkou obkrouZila F kolonii. Proto obcas v pfipadé F a Ec mUZeme pravdépodobné vidét
situaci, kdy Ec v ¢asny fazich vyvoje, kdy jesté neni potlacena narlistem F, obsadi okraj chiméry. Tak
znemozni dalsi rozristani F do volného prostoru a hladina repulzivniho faktoru nepotlaci dalsi

rozrdstani Ec.

5.5.5. Chiméra R/W

llustrativni je vysledek chimérického rlstu smési klonl prakticky stejné potence. K dispozici mame
cerveny (R) a jeho nepigmentovanou variantu bily (W) klon S. rubidaea s ptiblizné stejnymi
vlastnostmi - viz (Patkova et al. 2012 str. 11; obr. 10).

Pti inokulaci chimérickych R/W kolonii jsme roz$ifovali inokulaéni ter¢ik. V jeho prostoru vyrista
oblast cervenych a bilych mikrokolonii a do okolniho prostoru se rozrlstaji paprsky jednoho a
druhého morfotypu. Paprsky vyrlstaji v prekvapivé malém poctu ve srovnani s poctem bakterii,
které by mély na obvodu inokulac¢niho terciku v ndhodném rozlozeni byt (obr. 5.10a).

Tento jev se da zjednodusené matematicky simulovat i v prostiedi programu MS Excel. Obrazek
5.10bii predstavuje vysledek takové simulace. Barva bunék reprezentuje dva rdzné klony. Uvodni
burika je na 50 % Cervena a na 50 % bila. Kazda dalsi burika v fadku je kopii jedné ze tfi nejblizsich
predchozich bunék; té které bylo pfifazené nejvyssi ndhodné cislo (obr. 5.10c). | pfes znacnou
pocatecni variabilitu rozloZeni obou variant se po nemnoha krocich vytvofti jen nékolik kompaktnich
proudll. Podobny systém byl popsan jako modelovy pripad evoluéniho driftu (Hallatschek et al.

2007).
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Obrazek 5.10: Chiméricka kolonie R/W. a) rozsifujici se pramér inokulaéniho teréiku R/W chimér:
2 mm (i), 5 mm (ii); 14 mm (iii); b) detail paprskovitého rlistu R a W klonu do prostoru (i) a ukazka
vystupu modelu takového ristu (ii); c) schéma modelu: jedna se o tabulku, kde se v kazdém radku
pravidelné sttidaji dva typy policek: poli¢ko, jemuz je pfifazeno nahodné Cislo a poli¢ko, které muize
tfemi nejblizSimi pfedchozimi policky s ndhodnym ¢&islem a zkopiruje stav poli¢ka, které se nachazi

pred timto ¢islem. Prvni sloupec poli¢ek nabyva stavu nahodné.

5.6. Interakce chimér s koloniemi

Interakce chimér s jednodruhovou kolonii jsou vétSinou fizeny klonem, ktery kontroluje okraj. Aviak
objevili jsme urcité vyjimky. Jedna se o kombinaci chiméry R/F s kolonii Ec a chiméry R/Ec s kolonii F.

Chiméra F/R Casteéné projevuje vlastnosti obou druhd — F z{stava sice uzaviena pouze v misté
inokulaéniho terciku, ale produkuje dostate¢né mnozstvi odpuzujiciho faktoru tak, aby chiméra F/R

odpuzovala Ec (obr. 5.11a).
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U chiméry Ec/R a kolonie F pozorujeme nejprve odpuzeni rdstu Ec u chiméry v misté prilehlém s
kolonii F. Do takto uvolnéného prostoru z chiméry muze uniknout narUst R. Jakmile se R dostane ke

kolonii F, zacne ji standardnim zplGsobem obrustat (obr. 5.11b).

Obrazek 5.11: Interakce chimérickych kolonii F/R-Ec a R/Ec-F. a) interakce chiméry F/R a kolonie Ec
na vzdalenost stfedd 15 mm; b) interakce chiméry R/Ec a kolonie F na vzdalenost stfedd 5 mm;

dokumentace 7. den ristu; z (Patkova et al. 2012, obr. 11)

5.7. Zavéry

Vliv vSech zkoumanych klonl na vyvoj kolonie F ukazuje na podobné trendy jako pfi vzajemné
interakci F narGstu — zmensSeny rUst v blizkosti jiného narUstu, urychleni vyvoje struktury lemu,
pravdépodobné opét vlivem amoniaku. Nové pozorujeme indukci vzniku bilého okraje. Navic, narist
R ma tendenci F kolonie obrustat. Klon F ma schopnost odpuzovat rlst Ec. Interakce kolonii R a Ec
vede k pohlceni kolonii R kolonii Ec. Tyto vztahy se potom projevi i pfi chimérické inokulaci.

Takto sumarizované interakce nam ukazuji heterarchii pfipominajici hru kamen, nlzky, papir
(obr. 5.12). V literatufe se mizZeme setkat s podobnym systémem u E. coli, kde kombinace producent
toxinu-resistent-sensitiv dokaZe koexistovat bez ultimatniho vitéze a udrZovat tak po dlouhou dobu

diverzitu populace (Kerr et al. 2002).
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Obrazek 5.12: Schéma heterarchie kamen-ntizky-papir v naSem systému interakci a chimér.

5.8. Smési v suspenzi

Sledovali jsme, do jaké miry jsou tyto jevy vazané na nardst na agaru - tj. na prostorové usporadani
chiméry. Vyzkouseli jsme, jestli budou podobné vztahy pozorovany i ve smésnych suspenznich
kulturach. Do Zivného bujonu s glukosou (=ZBG) jsme inokulovali smési klond 1:1 (obr. 5.13). Po 24h

rastu jsme sledovali, jak se poméry v suspenzi zméni.

R/F

FEE R/F/Ec F/M

_
7

Ec@

Obrazek 5.13: Poméry jednotlivych klon v suspenzni kultufe. podle (Patkova et al. 2012, obr. 11)

= T 2

Vysledky sice zhruba odpovidaji pozorovanim na misce, ale nejsou jiz tak jednoznacné. V tekutych
kulturach nelze totiz zamezit partnerovi v ristu véasnym zabranim prostoru. Vidime, Ze R nezamezi

rastu F partnera ve smési, stejné tak Ec neuzamkne R uprostied chiméry.
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5.9. Plynny fingerprint

Vysledky popsané v nasledujici kapitole jsou obsazené v publikaci Sovova et al. 2013, viz pfiloha 2.

V tekuté kulture muiZeme snadno kvantifikovat pomér obou partnerl odbérem, vysevem a
pocitanim kolonii, pocet odbér( je vsak limitovany. Také nas zajimalo, zda by Slo podobné urcit
pomér pritomnych partner( i ve vyvijejicich se chimérach na pevném mediu, pfipadné i v jinych
prostfedich, kde by se mechanickym odbérem vzorku cely systém narusil. Hledali jsme metodu, ktera
by byla neinvazivni a nezasahovala do vyvijejiciho se téla.

Jako nadéjnd metoda se ukazuje detekce plynnych latek produkovanych bakteriemi. Poméry
plynnych latek produkovanych jednotlivymi druhy bakterii jsou druhové specifické a takové
fingerprinty jsou jiz vyuZivany pro detekci a identifikaci bakteridlnich patogen(l z dechu pacienta
(Allardyce et al. 2006; Shestivska et al. 2012; Sovova et al. 2013). Metoda pro uréeni mnozstevnich
pomérl dvou Ci vice druhl bakterii vSak jesté vyvinuta neni.

Pro detekci plynnych latek jsme pouzili jsme metodu SIFT-MS — jednda se o pfimou kvantitativni
hmotnostni spektrometrii, zaloZzenou na chemické ionizaci béhem presné definovaného reakéniho
Casu. Vyhodou této metody je takova rychlost méreni, ze mlizeme mit prakticky kontinudlni profil
dynamiky vyvoje sloZeni populace.

Zajimavé vedlejsi zjiSténi se nam ukdazalo na zménach koncentrace nékolika vybranych sloucenin
(acetaldehyd, propanol, 3-hydroxy-2-butanon a etanol) béhem 24h kultivace (obr 5.15). Casovy profil
krivek ukazuje zvySovani koncentrace jednotlivych sloucenin ve shodé s rostoucim poctem bakterii.
V urcitém bodé ale kfivka dosdhne maxima a potom se koncentrace snizuje. Podle rdstovych krivek
tento bod zhruba odpovida prechodu z exponencialni do stacionarni faze. Snizovani koncentrace
téchto plynnych slozek mlze byt zplsobeno zastavenim produkce po pfechodu do stacionarni faze a
naslednou ztratou v dasledku odbéru plynu na méreni (rychlosti 20 ml/min bylo celkové odebrano

28 1).
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Obrazek 5.15: Zmény koncentrace plynnych latek v prabéhu kultivace. a) acetaldehyd; b) propanol;

c) acetoin; d) etanol; z (Sovova et al. 2013, obr. 3)

Béhem 24h rastu suspenzni kultury jednotlivych klond F, R a Ec jsme méfili koncentrace plynnych
latek ve vzdusné fazi nad suspenzi. Potom jsme vybrali referencni metabolity a sestavili typické
fingerprinty pro jednotlivé klony - viz (Sovova et al. 2013, tabulka 1).

Dale jsme pristoupili k méfeni plynné faze nad binarnimi smésmi téchto klon(l (FR, REc, FEc). Zaroven
jsme urcovali pomér bakterii jednotlivych klonl v suspenzich pomoci vysevu na misku

v osmihodinovych intervalech.

oD g b G
0,6| FR FEc REc

0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Ec

RERER
0 8 16 24

- Ec
[/ V Ec
1 1>
vrd NN,
¢as/h 0 0 8 16 24

Obrazek 5.14: Pomérné zastoupeni kloni ve smésich v rGznych ¢asech. a) smés FR; b) smés FEc; c)

smés REc; viz (Sovova et al. 2013, obr. 2)
Byla navriena prvni verze matematického modelu k propocitani pomérl jednotlivych klonl ve smési

ze slozeni plynnych latek — viz (Sovova et al. 2013). Tato metoda by v dalsim kroku mohla vést také k

diagnostice superinfekci nebo infekci, kde se nachazi nékolik infekénich variant z dechu pacienta.
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6. Antibiotika

V této kapitole ukazeme vliv ampicilinu na morfogenezi kolonii morfotypu F a rozsifime zkoumani

vlivu amoniaku o fenomén indukce resistence k antibiotiklm. Zaroven predstavime alternativni

vysvétleni jevil popsanych v literatuie. Rukopis vznikajici publikace na toto téma viz ptiloha Cepl et

al. — viz pfiloha 3.

6.1. Indukovana resistence

Nejprve strucné predstaveni fenoménu indukované resistence tak, jak je popsdn v literature:

U E. coli byla dokumentovana schopnost vyvolat resistenci proti ampicilinu u sousedni populace

pomoci vzduchem Sifitelného signdlu. Na jedné poloviné délené misky byl husty vysev E. coli a po

24h rlstu této signalni populace byl na sousedni polovinu s mediem s ampicilinem pfidan vysev

E. coli (tentokrat tidsi, aby byly pozorovatelné jednotlivé kolonie). Vysev, ktery mél v sousedstvi

narust signalni populace narostl, vysev, kterému se signalu nedostalo, nenarostl (obr. 6.1). Nejedna

se o dédi¢nou, ale o indukovanou rezistenci — potomstvo odpovida na ampicilin opét sensitivné (Heal

and Parsons 2002).

Autofi predpokladaji, Ze signalni latkou je indol. To bylo ale posléze vyvraceno podobnymi pokusy

s indukovanou resistenci na tetracyklin (Lu 2004), kde byl jako signalizujici populace pouZit nardst

kmene neschopného produkovat indol a presto tato signdlni populace indukovala resistenci k

tetracyklinu.

(&) Signalling Signal recipient
population population

I Compartment 1 I Compartment 2 I
l p. |

S

Plastic dividing Air gap
wiall

No

Signal recipient population Mo cells Signal lacbiam‘populaﬁnn
{500 ng mi'" Amp) Mo antibictic {500 ng mi" Amg)

Obrazek 6.1: Schéma a vysledek experimentu indukovani resistence; prevzato z (Heal and Parsons

2002)
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Identifikaci signdlu indukujiciho resistenci provedla skupina Bernier et al. 2011. Vytvorili
experimentalni nastaveni, ve kterém nechali plsobit misto signalniho nartstu kondiciované medium
(kondiciovano 24h E. coli) na vysev bakterii na mediu s inhibi¢ni koncentraci tetracyklinu. Pozorovali
narlst vSech bakterii, které byly vystaveny plsobeni tohoto kondiciovaného media. To se tykalo
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis a Staphylococcus aureus.

Konkrétni signalni latku hledali pomoci poufZiti riznych mutant E. coli. Zjistili, Ze kondiciované
medium ztéch mutant, které nesly defekt v metabolismu aspartdtu, nevyvolavalo resistenci u
recipientni populace. Bakterie defektni v tomto genu zaroven nebyly schopné produkovat amoniak.
Podobné vysledky jako s kondiciovanym mediem potom skutec¢né dostali i s pouZitim roztoku
¢pavku.

U¢inek amoniaku na vyvolani resistence je vysvétlovan tak, Ze jeho metabolismus vede ke zvy$eni
koncentrace vnitrobunécnych polyamind - putrescinu, sperminu a spermidinu. Polyaminy chrani
bakterie pred oxidativnim stresem napf. vazanim se k nukleovym kyselindm (Tkachenko et al. 2001;
Tkachenko and Nesterova 2003; Tkachenko 2004; Tkachenko et al. 2006; Tkachenko et al. 2012)

nebo snizenim propustnosti membrany (Bernier et al. 2011).

6.2. Zména morfogeneze kolonie v zavislosti na nizkych davkach antibiotik

Zjistili jsme, e kdy? zvy$ujeme koncentrace ampicilinu v ZAG, tak dfive ne? dojde ke snizeni poctu
kolonii S. marcescens z vysevu, dojde k ovlivnéni jejich standardni morfogeneze. Jiz pfi koncentraci
ampicilinu 0,5 pg/ml dochazi k urychleni vyvoje. Pfi koncentracich ampicilinu nad 5 pg/ml dochazi
k rychlejsimu vyvoji kolonii a zacinaji se objevovat hladké cervené kolonie bez typické struktury,
podobné jako v pripadé vlivu ¢pavku (obr. 6.2). Pribéh zmén pH v téchto podminkach probiha
standardné s nastupem acidické faze rdstu, po kterém nasleduje faze alkalicka. Vysledky ukazuji na
dalsi moznost ovlivnéni morfogenze.

Pocet kolonii S. marcescens z vysevu zacne oproti kontrole klesat az pfi koncentraci ampicilinu mezi
100 a 200 pg/ml; pfi koncentraci ampicilinu 200 pg/ml klesne pocet kolonii na cca 50 % kontroly.
Uplnou inhibici nardistu pozorujeme pfi koncentraci ampicilinu 300 pg/ml. U S. rubidaea i E. coli byla

koncentrace ampicilinu 10 pg/ml pro Uplnou inhibici rlstu dostatec¢na.
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ZAG ZAG +amp 0,5ug/ml ZAG + amp 5ug/ml - ZAG + amp 10ug/m

il \Y

i i
Obrazek 6.2: Vyvoj F kolonii v pfitomnosti ampicilinu. Koncentrace ampicilinu v mediu: 0 pug/ml (i);

0,5 pg/ml (ii); 5 ug/ml (iii); 10 pg/ml (iv); dokumentace 4. den rdstu; viz ptiloha 3

6.3. Pozorovani indukované resistence

Testovali jsme, zda bude pozorovan fenomén indukované resistence i v nasem systému se
S. marcescens, S. rubidaea a E. coli. Pro ziskani indukované resistence jsme pouzZili délenou misku,
kde v jednom kompartmentu byl ZAG bez antibiotika, na ktery byla inokulovana makula F, R nebo 0,1
% roztok ¢pavku a v druhém kompartmentu byl ZAG s ampicilinem. Makuly a roztok &pavku pisobily
tfi dny svou plynnou fazi na ZAG s ampicilinem, kontrolou byla miska s ZAG a ampicilinem ve
stejnych podminkach, ale bez ovlivnéni. Po tfech dnech jsme na Zivny agar s ampicilinem a na
kontrolni misku vyseli suspenzi F, R nebo Ec.

V pfipadé vysevu S. marcescens jsme pouzili koncentraci ampicilinu v mediu 300 pg/ml.

Na kontrolnim ZAG s ampicilinem i na ZAG s ampicilinem vystavenému pGsobeni makuly F jsme rdst
kolonii nepozorovali. Avéak na ZAG s ampicilinem vytavenému plsobeni 0,1 % roztoku &pavku jsme
pozorovali 33 % nardst oproti kontrole bez ampicilinu (obr. 6.3a).

V nasledujicim experimentu jsme sniZili koncentraci ampicilinu v ZAG na 200 pg/ml. Zde narGstd
46 % F kolonii oproti kontrole. Kdy? jsme takovy ZAG s ampicilinem vystavili tfidennimu pGsobeni
makuly F vyrostlo 66 % kolonii oproti kontrole bez ampicilinu a v pfipadé vystaveni 3 dennimu vlivu
roztoku ¢pavku vyrostlo 100 % oproti kontrole (neukazano).

V pfipadé obdobného pokusu se S. rubidaea jsme poutzili koncentraci ampicilinu 10 pg/ml. Pfi vyseti
na ZAG s ampicilinem pod tfidennim vlivem makul R, F, nebo roztoku &pavku vyrostlo vidy 100 %
kolonii oproti kontrole bez ampicilinu (obr. 6.3b).

PFi pouziti koncentrace ampicilinu 100 pg/ml v ZAG narostla S. rubidaea pouze tam, kde byl jako
induktor resistence pouzit tfidenni vliv roztoku ¢pavku, narlst kolonii byl tomto pfipadé také 100 %

kontroly bez ampicilinu (neukazano).
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Pfi vysevech E. coli jsme poutzili koncentraci ampicilinu 10 pg/ml. Nardst jsme pozorovali pouze na
ZAG s ampicilinem, ktery byl vystaven tfidennimu plisobeni roztoku €pavku (100 % oproti kontrole
bez ampicilinu), makuly Ec, F ani R zvySenému preZiti nepomohly (obr. 6.3c).

Ve vSech pfipadech, po vystaveni tfidenniho plsobeni makul nebo 0,1 % ¢pavku, stoupla hodnota pH

u sousedniho ZAG s ampicilinem z pdvodni 7,2 na hodnotu 8,3-8,5.

al F/iZAG F/ZAG + amp 300ug/ml
pH=7,2 pH =_7.2 pH=85

i ——
bl _RZAG RIZAG + amp 10ug/ml
pH =_7,2 pH=7.2 pH =85 pH=84 =83

c[ Ecizac Ec/ZAG + amp 10pg/ml
pH=772 pH = 8,5

Obrazek 6.3: Vliv makul a ¢pavku na indukovanou resistenci u S. marcescens a S. rubidaea.

hodnoty pH ukazuji stav v momenté vysevu bakterii

a) Serratia marcescens

(i) kontrola bez ampicilinu; (ii) zivny agar s300 pg/ml ampicilinem; (iii) Zivny agar s 300 pg/ml
ampicilinem v sousedstvi roztoku ¢pavku

b) Serratia rubidaea

(i) kontrola bez ampicilinu; (ii) zivny agar s 10 pg/ml ampicilinem; (iii) zivny agar s 10 pg/ml
ampicilinem v sousedstvi roztoku ¢pavku; (iv) Zivny agar s 10 ug/ml ampicilinem v sousedstvi makuly
S. marcescens; (v) zivny agar s 10 ug/ml ampicilinem v sousedstvi makuly S. rubidaea

c) Escherichia coli

(i) kontrola bez ampicilinu; ; (ii) Zivny agar s 10 pg/ml ampicilinem; (iii) zivny agar s 10 pg/ml

ampicilinem v sousedstvi roztoku ¢pavku
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Makuly i roztok ¢pavku vyvolavaly plynnym plsobenim u recipintnich populaci resistenci

k antibiotiku. Na rozdil od priklad( z literatury, kde stacilo makuldm na rozrosteni a produkci
dostateného mnoiZstvi signadlu 24h, jsme vSak dostdvali u recipientnich kolonii odpovéd az
v pfitomnosti tfi dny staré makuly. KdyzZ jsme pouZili dva dny starou makulu, pozorovali jsme urcitou
miru indukované resistence, ale jeden den stara makula resistenci nezvySovala.

Vysvétleni se mlzZe nachazet v suplementaci media glukosou. Jak bylo ukdzano u dynamiky alkalizace
sousedniho media (obr. 3.9 - dynamika alkalizace), makula rostouci na ZAG m& oproti makule
rostouci na ZA zna¢nou prodlevu v alkalizaci sousedniho kompartmentu. V experimentech (Heal and
Parsons 2002; Lu 2004) bylo pouZito medium bez glukosy, (Bernier et al. 2011) také ukazuji, Ze 24h
kondiciované medium s glukosou nevyvolava indukovanou resistenci. V pripadé signalni makuly na
ZA jsme také pozorovali €aste¢nou alkalizaci sousedniho kompartmentu jiz béhem 24h. Rychlost
alkalizace je zjevné i dlivod proc plsobeni roztoku ¢pavku v porovnani s pisobenim makul vyvolava u

nardstu na sousednim ZAG s ampicilinem nejvyssi resistenci.

6.4. Dynamika alkalizace vs. indukovana resistence

Kdy? jsme na ZAG s 10 pg/ml ampicilinu inokulovali S. rubidaea soucasné s aplikaci 0,1 % roztoku
¢pavku do sousedniho kompartmentu, dostali jsme ¢astecny narist kolonii v zoné smérem k roztoku
¢pavku.

Celkem vyrostlo 58 % kolonii proti kontrole bez ampicilinu, ale vSechen tento rlist byl lokalizovan
v oblasti prilehlé k roztoku ¢pavku. Hustota tohoto narUstu je ale v porovnani se stejnou oblasti na
kontrole osidlena ze 100 %. Podle dynamiky alkalizace (obr. 3.9) se ukazuje, Ze toto Uzemi je
alkalizovano béhem prvni hodiny.

| R/IZAG ii R/ZAG lii R/ZAG

+amp 10ug/ml +amp 10pg/ml

Obrazek 6.4: Vliv soucasné aplikace ¢pavku a inokulace na indukovanou resistenci na ampicilin.
(i) kontrola bez ampicilinu; (ii) ZAG s 10 pg/ml ampicilinu v sousedstvi vody; (i) ZAG s 10 pg/ml

ampicilinu v sousedstvi ¢pavku; dokumentace 7. den ristu
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Vliv makuly S. rubidaea na indukci resistence kolonii S. rubidaea se nam podafilo zvratit pdsobenim
roztoku kyseliny citronové. Kyselina citronova dokaze pohlcovat ¢pavek (obr. 3.9) a driet tak ZAG s
10 pg/ml ampicilinu alespori ¢asteéné neutrélni i po tfech dnech vlivu makuly. V tomto nastaveni
blokovala kyselina citronova cpavkovy signal a kolonie v zéné pfrilehlé ke konpartmentu s kyselinou

citronovou nenarostly. Také pH v této zoné je nizsi (pH = 7,8) nez v zéné prilehlé k makule (pH = 8,5).

i R/ ZAG i RIZAG i R/ZAG
+amp 10pg/ml +amp 10pg/mi

— pH 8,5

pH 7,8

Obrazek 6.5: Vliv kyseliny citronové na schopnost makuly R vyvolavat indukovanou resistenci k
ampicilinu. (i) kontrola bez ampicilinu; (ii) ZAG s 10 pg/ml ampicilinu v sousedstvi vody; (iii) ZAG s

10 pg/ml ampicilinu v sousedstvi makuly S. rubidaea a kyseliny citronové; dokumentace 3. den ristu

6.5. Alkalizace agaru bez poutziti ¢pavku

V minulych pokusech jsme vidéli souvislost ¢pavkového signalu, alkalizace prostfedi a indukované
resistence. Zkusili jsme vynechat ¢pavkovy signdl a vyvolat indukovanou resistenci pouze alkalickym
prostfedim.

Do ZAG s 300 pg/ml ampicilinem jsme aplikovali roztok TRISu tak, aby se pH zvysilo na hodnotu 8,5.
Na takové medium jsme vyseli S. marcescens. Kolonie zde narostly z69 % oproti kontrole bez
ampicilinu (obr. 6.6). Z toho vyplyva zasadni poznani, Ze neni nutny vliv ¢pavku pfimo, ale staci pouze

vliv zvySeného pH.
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|  F/ZAG (pH7,2) ii F/ZAG +amp 300ug/ml jjj F/ZAG + amp 300pg/mi
(pH 7,2) +TRIS (pH 8,5)

— -

¥ —

Obréazek 6.6: Indukce resistence zvy$enim pH. (i) kontrola bez ampicilinu; (i) ZAG s 300 pg/ml
ampicilinem; (iii) ZAG s 300pg/ml ampicilinem se zvy$enym pH pomoci TRISu; dokumentace 4. den

rdstu

6.6. Oddéleni zvySeni pH ampicilinu a vysevu bakterii

Vliv zvyseného pH se miZe projevit ve fyziologii bakterii ve smyslu spusténi SOS reakci a tim i
zvysené rezistence proti antibiotiklm (Miller et al. 2004). Abychom otestovali tuto hypotézu, oddélili
jsme proces alkalizace media s ampicilinem a rist bakterii.

Ampicilin jsme pred pfidanim do ZAG vystavili alkalickému prostfedi co nejpodobnéj$imu prostiedi
na miskach. Do zkumavky jsme aplikovali ZBG, ampicilin a agens (amoniak nebo TRIS) kterym jsme
zvy$ovali pH na hodnotu cca 8,5 (coZ odpovidd hodnoté pH na ZAG vystavenému tfidennimu
pGsobeni makul nebo roztoku ¢pavku) a ponechali 24h ve 27°C. Poté jsme tento roztok pridali do
ZAG tak, aby zde konecnd teoretickd koncentrace ampicilinu (tj. kdyby nedoslo k jeho rozkladu)
odpovidala 300 pg/ml (obr. 6.7 schéma). Pfidavek tohoto roztoku neovlivnil pH ZAG a to z(stalo na
hodnoté 7,2. Po vyseti S. marcescens na toto medium narostlo 47 % (pfi zvySovani pH ¢pavkem;
obr. 6.7a), resp. 100 % (pfi zvySovani pH TRISem; obr. 6.7b) kontroly na mediu bez ampicilinu.

Kdy? jsme do zkumavky aplikovali pouze ZBG a ampicilin (pH tohoto roztoku bylo 7,2), nechali 24h ve
27°C a poté smisili s ZAG (teoreticka koncentrace ampicilinu 300 pg/ml), S. marcescens na takovém
mediu nevyrostla. Ztoho plyne, Ze v prvnim pfipadé doslo kinaktivaci ampicilinu v prostredi se
zvysenym pH simulujicim podminky v agaru vystavenému pUlsobeni makul nebo roztoku ¢pavku,
popfripadé agar, jehoZ pH bylo vyseno TRISem (srv. obr. 6.3 a 6.6).

Aby jsme ovéfili, zda ampicilin neni rozkladan nékterou ze slozek Zivného media, stejny postup jsme
zopakovali za pouziti fosfatového pufru a TRISu. | zde doslo k inaktivaci ampicilinu. Dokonce jsme u
kolonii vysetych na ZAG s pfidavkem takto inaktivovaného ampicilinu pozorovali stejny pribéh
morfogeneze kolonii jako na kontrolnim ZAG, z éeho? vyplyvd, Ze koneéna koncentrace ampicilinu

poklesla pod 5 pug/ml (obr. 6.7c srv. s obr. 6.2).
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~|(PH7,2) /240 - [+amoniak (pH 8,4) /24h

schéma: a U

7BG (pH 7,2) 1240 1l UZBG+ amp M 786 + amp

[

3 ml roztoku ZBG/FP,
antibiotika a pfipadné
amoniaku/TRISu pro
zvyseni pH bylo
inkubovano 24h v 27°C I,

Poté byly roztoky
aplikovany kazdy b
do 100 ml ZAGu . s
e 1§28 (pH 7,2) 240 11 B 12BG + amp 286 + amp
(pH 7.2) /24h |+TRIS (pH 8,5) /24h
__;;_Fﬂ_
i
¥ ZAG byl po
aplikaci 3 ml
} roztoku nalit do C. §s
\ Petrho misekc pH | FIFP (oH7,2) /240 11 ETFP + amp M Flep + amp
zlistalo vzdy 7,2 - (pH 7.2) /24h +TRIS (pH 8,5) /24h

Obrazek 6.7: Vliv ampicilinu, vystaveného 24h plisobeni prostfedi se zvySenym pH, na preiiti
bakterii S. marcescens.

a) ZBG alkalizovany &pavkem: (i) kontrola bez ampicilinu; (i) ZAG s 300 pg/ml ampicilinem z ZBG s
neutralnim pH; (iii) ZAG s 300 pg/ml ampicilinem z ZBG s pH zvy$enym &pavkem

b) ZBG alkalizovany TRISem: (i) kontrola bez ampicilinu; (ii) ZAG s 300 pg/ml ampicilinem z Zivného
bujonu s neutralnim pH; (i) ZAG s 300 pg/ml ampicilinem z ZBG s pH zvy$enym pomoci TRISu

c) fosfatovy pufr alkalizovany TRISem: (i) kontrola bez ampicilinu; (ii) ZAG s 300 pg/ml ampicilinem z
ZBG s neutralnim pH; (iii) ZAG s 300pg/ml ampicilinem z fosfatového pufru s pH zvy$enym pomoci

TRISu; dokumentace 3. den rlstu

6.7. Zavéry

Na zakladé vyse uvedenych vysledkl jsme dosli k zavéru, Ze role ¢pavku pfi indukované resistenci na
antibiotika spociva v alkalizaci prostfedi, ve kterém se ampicilin inaktivuje. Podporu pro tuto
hypotézu mlzZeme najit i v literature:

Penicilin je nestabilni v kyselém prostiedi, vyhodou ampicilinu je aminoskupina, ktera vaze elektrony

a snizuje tak nukleofilitu celé molekuly. Ta se diky tomu stdva vice stabilni v kyselém prostredi (Tsuji
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et al. 1978). Na druhou stranu je méné stabilni v prostfedi neutralnim a alkalickém (Van Krimpen et
al. 1987). Degradacni drdha ampicillinu v alkalickém prostfedi byla dokumentovdna v
(Robinson-Fuentes et al. 1997). Také tetracyklin neni v alkalickém prostredi stabilni (Hlavka, &
Boothe, 1985).

Nase vysledky ovSem nevyluCuji i jinou roli épavku pfi zvySené resistenci, nez je degradace

antibiotika.

Kim et al. 2013 ukazali vliv plynnych molekul vylu¢ovanych B. subtilis na expresi zhruba 1/3 vsech
genU recipientni populace E. coli. Mimo jiného nasli vliv na spousténi genl persistence skrze
toxin/antitoxin—systém. Nejprve nechali na populaci E. coli rostouci na agaru na poloviné délené
misky pUsobit tékavé latky z narlstu B. subtilis rostouciho ve druhé poloviné délené misky (B. subtilis
produkuje mix asi 30 volatilnich latek). Takto ovlivnéné bunky E. coli byly sebrany a po rozredéni
umistény do tekutého media obsahujici inhibi¢ni koncentrace ampicilinu (tj. 100 ug/ml). Po tfech
hodinach této ampicilinové lazné je vyseli a sledovali pomér prezivSich u ovliviiovanych a kontrolnich
bakterii. Zjistili, ze ovlivnéné E. coli prezili pobyt v prostfedi s ampicilinem zhruba 8x lépe nez
neovlivnéné. Jako induktor persistence (tj. spoustéc toxin-antitoxin systému) urcili dvé z volatilnich
latek produkovanych bakteriemi B. subtillis 2,3-butandion a kyselinu glyoxylovou. Ve zmifiovanych
30 volatilnich Iatkach produkovanych B. subtilis ¢pavek chybi.

Udélali jsme predbézny pokus za pouZziti amoniaku k ovlivnéni bakterii pred pobytem v antibiotiku.
Nase predbéziné vysledky naznacuji, Ze u amoniakem ovlivnénych bakterii také dochazi ke zvySeni
poctl prezivsich v prostredi s antibiotiky — dostdvame ¢tyfnasobné vice preZivsich neZ z neovlivnéné

populace.
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7.Zavér

Na rozdil od béznych mnohobunéénych organismd nemaji bakterie vlastni systém izolace od vnéjsich
vlivl pro Ucely ontogeneze. My mizZeme nabidnout prostiedi Petriho misky, ve kterém bude kolonie

od okolnich vztah( izolovana. Zde se ukaze morfogeneze mnohobunécéného celku — kolonie.

V ndvaznosti na minuld zjisténi jsme identifikovali amoniak jako morfogen zplsobujici prechod od
rastu struktury mezikruzi k rastu struktury lemu.

Béhem vyvoje kolonie jsme také pozorovali zmény pH media v jejim okoli - nejprve acidifikaci okoli
(pH 7,2 -> pH 6) do vzddlenosti nékolika milimetr( od okraji kolonie, pozdéji naopak alkalizaci
prostfedi na pH 8,6 a to v rozsahu celé Petriho misky. Stfidani téchto tfi fazi (neutralni, acidické a
alkalické) casové koreluje se zménami rlstu struktur kolonie (stfed, mezikruZzi, lem). Acidifikace
media je zplsobena pravdépodobné produkty metabolismu glukosy, v mediu bez glukosy acidifikaci
nepozorujeme. Faktor, ktery ovliviiuje pfechod z acidické do alkalické faze jsme znovu urcili jako
amoniak.

Zda se, 7Ze acidifikace media je dulezita pro rlst struktury mezikruZi, zaroven to vsak neni jedina
podminka. Jak ukazuje rdst na mediu s ampicilinem v rozmezi 10 pg/ml az 200 pg/ml, kde acidickou

fazi rlistu kolonii pozorujeme, ale struktura mezikruzi se neobjevi.

,Gnotobiologické” zkoumani S. marcescens, S. rubidaea a E. coli ukdzalo rozmanité typy vzdjemnych
interakci: ObrUstani kolonii S. marcescens koloniemi S. rubidaea; repulze rlstu E. coli vlivem kolonii
S. marcesens; pohlcovani kolonii S. rubidaea koloniemi E. coli nebo tvorbu Sirokého bilého lemu
kolem kolonii morfotypu F S. marcescens plsobenim narUstu E. coli, S. rubidaea a dokonce i jeho
dcefinym morfotypem M.

V chimérickych koloniich prfedpokladame rovnomérné rozloZzeni bakterii obou typl po obvodu
inokulacni kapky, ale ve vysledku je okraj zcela zabran jednim z partnert. V tomto uspofradani se
odrazi jiz popsané vzajemné interakce, takZe pozorujeme prevladnuti S. rubidaea nad S. marcescens,
kde S. rubidaea uplatni svou vlastnost obrlst, a prevladnuti E. coli, nad S. rubidaea, kde je vidét
Castecna snaha S. rubidaea o rozrosteni se do prostoru, ale zahy je uvéznéna proudy E. coli
v pripadé chiméry S. marcescens a E.coli jsme pozorovali obé varianty prevladnuti. Predpokladame,
Ze zalezi na prvnich momentech po inokulaci, zda dojde k situaci, Ze se E. coli rozroste, kde dojde
k zdvodu, zda se E. coli rozroste do prostoru a zamezi tak S. marcescens od moznosti dalsiho
rozristani, nebo jestli S. marcescens stihne dostatecné rychle vyprodukovat repulzni faktor a

zabranit tak E. coli vrilstu. Smés vsech tfi klonll potom ukazuje kombinaci vSech predchozich
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interakci. Pozorovali jsme dva moziné vysledky: prevlddnuti S. rubidaea nebo E. coli, kde
predpokladame, Ze znovu zaleZi na zavodu S. marcescens a E. coli — vitéz se potom utkd se S.
rubidaea. Tyto vztahy jsme sumarizovali do systému analogickému s hrou kamen-nlzky-papir.

Zaroven pracujeme na vytvoreni metody pro neinvazivni detekci pomérud jednotlivych klonl podle
plynnych fingerprintQ. Byla navriena prvni verze matematického modelu k propocitani pomérd
jednotlivych klonl ve smési ze sloZeni plynnych latek. Tato metoda by v dalsim kroku mohla vést
také k diagnostice superinfekci nebo infekci, kde se nachazi nékolik infekénich variant, z dechu

pacienta.

Ukazali jsme vliv ampicilinu na morfogenezi kolonii S. marcescens morfotypu F jiz od Urovné radové
nizsi, nez ktera snizovala pocet kolonii ve vysevu oproti kontrole.

Vysvétleni indukce resistence na ampicilin pozorované Heal & Parsonsem, které podali Bernier et al.,
Ze se jedna o zménu fyziologie bakterii smérem k resistenci, se v nasem systému nepotvrdilo — resp.
ukazali jsme, Ze role ¢pavku pfi indukované resistenci na antibiotika spocivd spiSe v alkalizaci
prostiedi, ve kterém se ampicilin inaktivuje. Zaroven jsme ukdzali, Ze signalni populace, kterou Heal
& Parsons poutzili, byla schopna jiz béhem 24h alespon ¢astecné alkalizovat sousedni kompartment.
Pfimo tim ale nevylucujeme roli ¢pavku ve zméné fyziologie bakterii vedouci ke zvySené odolnosti
proti antibiotikim. Naopak, nase predbéiné vysledky ukazuji, Ze bakterie vystavené plsobeni
amoniaku tésné pred pobytem v prostfedi s ampicilinem pfezivaly se ¢tyfnasobnou Uspésnosti proti

neovlivhéné kontrole.
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