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Abstrakt

V¢ely zaujimaji v hospodafstvi velmi diileZitou roli. Nejen Ze jsou zdrojem celé fady
produktid vyuzivanych v potravinafstvi nebo majici terapeutické ucinky (véeli vosk,
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zatazeni kment P. larvae do klasifika¢niho systému ERIC I-IV se pouziva metoda PCR,
pro spolehlivé zatfazeni pouzivanych sbirkovych kmenil bude potieba metodu PCR dale

optimalizovat.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK



CILE PRACE

Soucasti teoretické ¢asti bude vypracovani literarni reSerSe zabyvajici se problematikou:

e imunitni systému vcel se zaméfenim na obranné mechanismy proti bakterialnim
nakazdm

e metody a testovani antimikrobidlnich latek

e moznosti praktického vyuziti fasy Chlorella sorokiniana

V praktické ¢asti budou provedeny experimenty se zameienim na:

e optimalizace metod pro stanoveni antimikrobidlni aktivity extraktd z fasy vici
riznym sbirkovym kmentim Paenibacillus larvae

e optimalizace metody PCR pro zafazeni sbirkovych kmenti P. larvae do
mezinarodniho klasifikacniho ramce genotypti ERIC I-1V



1 UVOD

V dnesni dob¢ hraje vcelaistvi v zemé&délstvi velmi dilezitou roli. Véely ndm poskytuji
nejen produkty vyuzivané v potravinafstvi (med, pyl), ale také produkty, které maji
terapeutické ucinky (vceli vosk, propolis, mateti kasicka, vceli jed). Mimo to se vcely
podileji také na opylovani hospodaiskych plodin, ¢imz zvySuji mnozstvi a kvalitu Grody.
Vcelaistvi se tak stalo nepostradatelnym a v ptipadé, ze je vCelstvo nakazenou néjakou
nemoci, musi byt ihned zakroceno, aby nedoslo k rozsifeni. Mezi velmi nebezpecné
bakterialni onemocnéni véely medonosné (Apis mellifera) patii mor vceliho plodu
zpusobené bakterii Paenibacillus larave. Tato bakterie napada mladé vceli larvy a
zpusobuje jejich smrt. Jedinym ze zptsobtl, jak toto onemocnéni potlacit, je aplikace
antibiotik. AvSak postupem Casu se zvysuje odolnost bakterii i proti tomuto jedinému
1€ku, proto ani pouziti antibiotik nezaruc¢i vyléceni celého nakazeného vcelstva. Navic
pouzivani antibiotik proti v&elim nakazam je v Ceské republice a ostatnich zemich
Evropské unie zakazano, kviili mozné kontaminaci vcelich produktt. Z tohoto diivodu je
potfeba najit alternativni zpiisob, jak vcelstva pfed takto nebezpe¢nymi nemocemi

ochranit.

Jeden z alternativnich zpusobt, jak zvysit odolnost véel proti nemoci mor v¢eliho plodu,
je pouzivani extraktu fasy Chlorella sorokiniana jako potravinovy doplnék. Tato fasa
vykazuje antimikrobialni G¢inky proti P. larvae a pravé této problematice je vénovana
moje bakalafskd prace. Konkrétné jsou testovany inhibi€ni uCinky vodnych a

acetonovych extrakti fasy.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Imunita jednotlivych v€el a mikrobialni patogeny

Hlavnim ukolem je chrénit organismus pfed vné&j$imi nepfiznivymi podminkami
prosttedi nebo pfed napadenim Skodlivych organismt vyskytujicich se v piirod¢.
Dostane-li se tento patogen do organismu zdravého jedince, muze zpusobit rtuzna
onemocnéni nebo dokonce i smrt. Mezi hlavni funkce imunitniho systému patii
obranyschopnost (rozpoznani vnéj$ich Skodlivin), autotolerance (rozpoznani vlastni
tkdn¢€) a imunitni dohled (rozpoznani vlastnich starych, poskozenych nebo zmutovanych

bunck) (Hoftejsi a Bartitkova, 2005).

Existuji dva typy imunitniho systému — nespecificky a specificky. U bezobratlych
zivoCicht se vyskytuje nespecificky imunitni systém nazyvany také jako neadaptivni ¢i
vrozeny. Buiiky a molekuly zajist'ujici tuto imunitu, jsou v organismu stale pfitomny,
proto se tyto organismy vyznacuji velmi rychlou imunitni odpovédi. Na rozdil od
obratlovcl majicich pfevdzné specificky (adaptivni) imunitni systém, se u bezobratlych
nevyskytuje imunologickd pamét’ (HofejSi a Bartinikova, 2005). U vcel je imunitni
systém jednotlivych véel tvofen tfemi slozkami — fyzikalni bariérou, buné¢nou imunitou

a humoralni imunitou.

2.1.1 Fyzikalni bariéry

Mezi fyzikalni bariéry u hmyzu fadime kutikulu, sténu trachei nebo sténu stieva, jejich
hlavni funkci je zabranit priniku patogenu do intracelularniho prostiedi organismu
(Hofejsi a Bartinkova, 2005). Pronikne-li patogen skrz tuto bariéru, dojde k rychlé

aktivaci dalSich dvou slozek imunitniho systému — bunécné a humoralni imunity.

2.1.2 Buné¢na imunita
Buné¢na imunita se fadi mezi nespecifickou imunitu, ktera je zprostiedkovana pomoci

imunitnich bun€k schopnych branit se proti patogeniim. Tuto funkci zajist'uji bunky
hemolymfy — hemocyty. Mechanismy, jakymi se buiiky mohou chranit, jsou rizné. Patii
mezi n¢ fagocytéza (pohlceni patogenu bunkou), nodulace (vychytavani patogenu
agregaci hemocytil), enkapsulace (obaleni vétSich patogenti imunitni buiikou), koagulace

(srazeni hemolymfy) nebo tvorba cytotoxickych latek (Turner, 1994).



Ostrou hranici mezi bunécnou a humoralni imunitou nelze piesné stanovit, protoze ob¢
tyto Casti imunitniho systému spolu tzce souvisi. Velmi dilezitou roli nékterych
hemocytd je syntéza molekul, které se Gi¢astnici humoralni imunity (Lavine a Strand,

2002)



2.2 Humoralni slozka imunitniho systému
Do humoralni (latkové) imunity fadime latky vyskytujici se v organismu, které maji

imunitni funkci. Miizeme je charakterizovat podle rozdilnych vlastnosti, mechanismu
pusobeni nebo také podle rizného zastoupeni u jednotlivych druhti. Mezi humoralni
slozky fadime antimikrobidlni peptidy, aglutininy (lektiny), fenoloxidasovou kaskadu a

lysozym (Turner, 1994).

Latky zodpovédné za imunitni odpovéd’ organismu jsou syntetizovany buitkami
imunitniho systému (hemocyty) nebo také v tukovém télese (tkan, kterd funkcéné
odpovida sav¢im jatram). Obsah téchto latek ¢asto zavisi na pohlavi a fazi vyvoje (Turner,

1994, Laughton et al., 2011)

2.2.1 Antimikrobialni peptidy
Antimikrobidlni peptidy (AmP) jsou geneticky kddované polypeptidy dlouhé 30 — 60

aminokyselin. Vyznacuji se svoji tepelnou stabilitou, kladnym nabojem a s tim souvisi i
izoeletricky bod peptidii v bazické oblasti. Antimikrobialni peptidy jsou ribozomalné
syntetizované¢ v bunkach tukového tclesa nebo v hemocytech, odkud jsou poté
vylucovany do hemolymfy. AmP se vyskytuji prakticky ve vSech Zivych organismech,
jak u prokaryot, tak i u eukaryot véetné ¢lovéka (Li et al., 2012, Yi et al., 2014).

V dnesni dobé je podle databaze antimikrobialnich peptida (APD, Antimicrobial
Peptide Database) znamo 277 AmP vyskytujicich se u hmyzu a jsou klasifikovany do ¢tyf
skupin: cecropiny, hmyzi defensiny, peptidy bohaté na prolin a peptidy bohaté na glycin
(Lietal., 2012).

a) Cecropiny
Cecropin patii historicky mezi prvni antimikrobidlni peptid izolovany
z hmyzi hemolymfy. V peptidovém fetézci o délce 35-39 aminokyselin jsou
obsazeny viechny aminokyseliny kromé cysteinu (Li et al., 2012). Radi
se mezi linearni peptidy tvofici dva a-helixy, kde N-terminalni ¢ast je silné
bazicka a C-terminalni ¢ast hydrofobni (Neubauerova et al., 2009)

b) Hmyzi defensiny
Defensiny se fadi do skupiny cyklickych kationickych peptidi bohatych na
cystein (Li et al., 2012). Cely peptidovy fetézec je sestaven z 36 — 51
aminokyselin tvofeny z Sesti rezidui cysteinu, mezi kterymi jsou vytvoieny 3

disulfidové mustky (Bulet et al., 1999). Tyto 3 disulfidové mustky stabilizuji
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celou strukturu tvofenou N-koncovou smyckou, jednim o-helixem a parem
anti-paralelné B-skladanymi listy (Otvos, 2000).

c) Peptidy bohaté na prolin
Tyto peptidy patii také do skupiny kationickych, nikoliv v§ak cyklickych ale
linedrnich. Vyznacuji se vysokym obsahem prolinu ve svych fetézcich a to
alespon 25 % (Li et al., 2012). Krom¢ prolinu zde mtizeme nalézt i bazické
aminokyseliny (arginin, lysin) tvofici dublety a triplety s prolinem v sekvenci
Pro-Arg-Pro nebo Pro-Lys-Pro. Dle délky fetézce je délime na kratké, kam
muzeme zafadit napf. apidaecin, drosocin nebo metalnikowin a dlouhé, kam
patii napt. abaecin (Bulet et al., 1999). Apidaecin a abaecin byly izolovany
z v¢ely medonosné (Apis mellifera), drosocin a metchnikowin z rodu
Drosophila (Vilmos a Kurucz, 1998).

d) Peptidy bohaté na glycin
Peptidy bohaté na glycin jsou takové peptidy, které maji ve své primarni
struktufe zvySeny obsah glycinu (tzv. G doména) alespont na 14 — 22 %
(Hultmark, 1993, Li et al., 2012). Mezi vyznamné zastupce obsahujici jednu
nebo vice téchto G domén patii attaciny nebo diptericiny (Vilmos a Kurucz,
1998).

2.2.2 Aglutininy (lektiny)

Hlavni funkci aglutinint je aglutinovat neboli shlukovat cizorodé ¢astice nebo bunky
(bakterie, prvoci), z ¢ehoz je odvozen i jejich nazev. Aglutinace zapoéne, dojde-li k
navazani aglutinint na urcité uhlikaté struktury nachazejici se na povrchu téchto

cizorodych bunék (Gupta, 2001). Schopnost aglutinace maji zejména lektiny.

Lektiny patii do velké skupiny proteinti s vysokou afinitou ke glykosylované ¢asti na
povrchu bakterialni membrany, na kterou se vazou. Takto navazané lektiny jsou pak
schopny aglutinovat cizorodé c¢astice, které mohou byt snaze fagocytovany nebo
enkapsulovany (Boman a Hultmark, 1987). Ke spravnému fungovani jsou pro lektiny
nezbytné vapenaté ionty Ca?*, které funguji jako vazebna mista pro sacharidy nebo jako

stabilizatory molekul lektinu (Turner, 1994).

2.2.3 Fenoloxidasova kaskada
Fenoloxidasova kaskada je soubor enzymatickych procest, ktery se t€astni imunitni

reakce u bezobratlych zivocichti. Koneénym produktem této kaskady je enzym



fenoloxidasa (PO, EC 1.14.18.1), ktery katalyzuje oxidaci fenolti na chinony. Chinony
poté neenzymové polymeruji na melanin (Soderhall a Cerenius, 1998). Melanin,
uplatiiujici se v procesu melanizace (Obr. 1), je tmavy pigment, ktery se hromadi kolem
patogenu pii jeho pruniku do organismu a vytvaii noduly nebo kapsule (Boman a

Hultmark, 1987, Soderhall a Cerenius, 1998)

Melanin ma i ochranou funkci, kdy dochézi k jeho hromadéni na poskozeném misté a
vytvafi tak mechanickou bariéru, kterd zabrani vstupu patogenu a jeho mnozeni (Boman

a Hultmark, 1987).

PO se v hemolymf¢ vyskytuje v neaktivni form¢ zymogenu profenoloxidasy (proPO),
kterd se nejprve musi aktivovat. Aktivacni systém (Obr. 2) je spuStén navazanim
mikrobialnich slozek (B-1,3-glukany, peptidoglykany a lipopolysacharidy) na
cytoplazmatickou membréanu buné€k hostitele, na které se navaZzou rozpoznavaci proteiny
(BGRP, LGRP, PGRP) a dochazi tak ke spusténi kaskady serinovych proteas. Na konci
této kaskady dojde k aktivaci profenoloxidasovych aktivujicich enzymi, které
proteolytickym Stépenim prevedou zymogen proPO na aktivni formu PO. Mechanismus
aktivace proPO je regulovan inhibitory serinovych proteas zvané serpiny (Soderhall a

Cerenius, 1998, Gonzalez-Santoyo a Cordoba-Aguilar, 2012, Zhang et al., 2016).
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Obr. 1: Proces melanizace ve Ctyfech krocich: 1 — rozpoznani patogena pomoci specifickych
molekul (napf. lipopolysacharidy), 2 — hromadéni hemocytd kolem patogena, 3 — tvorba melaninu
v hemocytech, 4 — uvolnéni melaninu a enkapsulace patogena (pievzato a upraveno dle
Gonzalez-Santoyo a Cordoba-Aguilar, 2012).
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Obr. 2: Schéma aktivac¢niho systému profenoloxidasy u hmyzu. Systém je spustén po navazani
rozpoznavacich proteini (BGRP, LGRP, PGRP) na B-1,3-glukany, lipopolysacharidy nebo
peptidoglykany nachazejici se na povrchu patogena (pfevzato a upraveno dle
Gonzalez-Santoyo a Cordoba-Aguilar, 2012).

2.2.4 Lysozym
Lysozym (EC 3.2.1.17) je antibakterialni enzym zpusobujici lyzy grampozitivnich (G+)

bakterii, které se vyznacuji silnou vrstvou peptidoglykanu. Hydrolyticky ptisobi na vazbu
B-1,4-glykosidu mezi N-acetylmuramovou kyselinou a N-acetylglukosaminem
Vv peptidoglykanu (mureinu) nachazejici se v bakterialni bunécné sténé a také na vazbu
mezi dvéma homopolymery N-acetylglukosaminu v chitinu vyskytujici se v bunétné
sténé hub (Van Herreweghe a Michiels, 2012).

V zéavislosti na rozdilné sekvenci aminokyselin a enzymatickych vlastnostech,
muzeme lysozomy rozdé€lit na nckolik typl. V Zivocisné fisi jsou zndmy celkem
3 typy: c-typ (chicken — kufeci), g-typ (goose — husi) a i-typ (invertebrate — bezobratly).
Zatimco u obratlovcl se vyskytuji pouze prvni dva typy, u bezobratlych jsou znamy
vSechny tii. Jak uz napovida néazev, tak nejtypiCtéjsi a také jedinecny pro bezobratlé
zivocichy je i-typ (Van Herreweghe a Michiels, 2012). V¢éeli lysozymy jsou pomérné
malé molekuly (cca 15 kDa) a Glinski a Jarosz (1993) uvade¢ji, ze v hemolymf€ dospélych
véel a vjejich larvach se vyskytuji v koncentraci 5-25 pg.ml™?. Dojde-li k napadeni
organismu patogenem, miize se tato koncentrace U larev zvysit az na 1300 ug.ml a u

dospélych véel na 40 pg.ml™.



2.3 Bakterialni patogeny vcely medonosné (Apis mellifera)
Vcely nejsou dilezité jen diky produkci medu, ale patii také mezi vyznamné opylovatele

zeméde€lskych a zahradnickych plodin. Chov vcelstev ma proto velky dopad na
celosvétové zemédelstvi. Dospélé vcely nebo jejich plod mizou byt napadeny celou
Skalou patogennich organismt (bakterie, viry, prvoci, houby). K hospodarsky
nejvyznamnéj$im chorobam vcel patii bakteridlni onemocnéni postihujici plod. Je to mor
v¢eliho plodu (American foulbrood, AFB) zpisobeny bakterii Paenibacillus larvae a
hniloba vceliho plodu (European foulbrood, EBF), kterou zplisobuje bakterie
Melissococcus plutonius (Forsgren, 2010).

2.3.1 Paenibacillus larvae
Bakterie P. larvae se fadi mezi G+ bakterie mirn¢ zakiiveného ty¢inkovitého tvaru a

dlouhé 2,5 — 5 um, které maji tendenci tvofit fetézce. Jsou to sporulujici bakterie tvotici
velmi odolné spory (proti teplu i chemikaliim) ovéalného tvaru dvakrat tak dlouhého nez

Sirokého (Shimanuki, 2000).

Spory jsou vysoce infekéni pouze pro larvalni stadia veel, a to zejména u larev starych
12-36 hodin, ktera jsou nejnachylnéjsi (Bamrick a Rothenbuhler, 1961). Do téla vceli
larvy se dostanou prostiednictvim potravy, osidluji stievo, kde se masivné mnozi, aniz by
porusovaly integritu tkdn¢ stfevniho epitelu. Béhem tohoto stadia ziji bakterie v symbidze
s larvou jako komenzaly, tj. Zivi se potravou pfijatou larvou. Takto namnoZené bakterie
pak pronikaji pfes stievni epitel do té€lni dutiny a zplsobuji proteolyticky rozklad celé
larvy a jeji naslednou smrt (Genersch, 2010). Z uhynulych larev se vlivem pfitomnosti
bakterie tvofi nahnédld, mazlava, polotekuta hmota (Obr. 3), kterou se dospélé véely
snazi z Ulu vyklidit. Odvickovavaji tmaveé zbarvend vicka plasti (Obr. 4), ¢imz dojde
K uvolnéni fadoveé miliont spor a dochazi tak k nakazeni dalSich v&elich larev (Genersch,
2008).

K nakazeni bakterii P. larvae mtze dojit naptiklad pfi loupeni, kdy ,,v¢ely zlod&jky*
pronikaji do infikovanych vcelstev, ,,vylupuji“ je a do svych vlastnich ali pfinasi
nakazené medné zasoby. Opaénym piipadem jsou ,,v¢ely toulavé®, které ,,uplaceji* véely
zodpovédné za hlidani ulu svymi medovymi zdsoby, které mohou nakazit jejich kolonii.
Kromé téchto tzv. pfirozenych cest prfenosu bakterie mezi véelstvy jsou mozné pienosy
zpusobené samotnym vcelafem. Ten mize vyménovat med nebo plasty mezi riiznymi

veelstvy, které mohou byt sporami P. larvae uz kontaminované (Genersch, 2008).



Obr. 3: Mazlava, polotekutd hmota vznikla z infikované larvy bakterii P. larvae (pouzito se
svolenim autora Mgr. J. Danihlika, Ph.D.)

2.3.2.1 Klasifikace Paenibacilus larvae
Analyzou metody polymerazové ftetézové reakce (PCR), zalozené na rozdilech

repetitivnich elementech ERIC (enterobacterial repetitive intergenic consensus), miizeme
P. larvae rozdélit do ¢tyf skupin podle genotypu, které jsou pojmenované ERIC I,
ERIC II, ERIC 1ll a ERIC IV (Genersch et al., 2006). Tyto genotypy se od sebe 1isi
riznymi fenotypovymi vlastnostmi, pfedev§im virulenci — schopnosti vyvolat infekci a
morfologii bakteridlnich kolonii. Kolonie genotypti ERIC IT a ERIC III se vyznacuji svym
typickym oranzovym zbarvenim, ¢imz se 1iSi od zbylych dvou genotypi, které jsou spiSe
bilé az Sedé. Rozdily miizeme pozorovat také pod elektronovym mikroskopem, kde spory
u ERIC I maji hladky povrch, ERIC Il maji povrch hrbolaty a svym vzhledem ptipominaji
strukturu mozku a u ERIC III a IV jsou vidét rizné velké vyvyseniny (Genersch et al.,
2005, Ashiralieva a Genersch, 2006). Nejdelsi dobu virulence ma genotyp ERIC I, ktery
dokaze usmrtit vSechny napadené larvy béhem 12 dni, zatimco zbylé tii genotypy uz do

tydne (Genersch et al., 2006).



Obr. 4: Tmavé vi¢ko plodu po nakaZeni bakterii P. larvae znazornéné Cervenym krouzkem
(pouzito se svolenim autora Mgr. J. Danihlika, Ph.D.)

Udajt o rozsitenosti genotypti ERIC bakterie P. larvae v riznych zemich je pomémé
malo. Nejcastejsi genotyp zptsobujici AFB po celém svété je ERIC I, ktery je povazovan
za ,klasicky“ genotyp P. larvae. V Evropé byl izolovin v Némecku, ve Svédsku
(Genersch, 2010), ve Finsku (Pentikainen et al., 2009) a Rakousku (Loncaric et al., 2009).
Genotyp ERIC II se vyskytuje zejména v Evrop¢, ale byl nalezen i v Asii nebo Arabii
(Schafer et al., 2014), zatimco genotypy ERIC 111 a ERIC IV byly izolovany velmi ztidka,

proto nemaji moc velky vyznam (Bassi et al., 2015).

2.3.2 Melissococcus plutonius
M. plutonius je G+ kulovita bakterie blizka k rodu Enterococcus, ktera netvoii spory.

Vegetativni forma se vyskytuje voln¢, v parech nebo v fetézcich rizné délky.

Hniloba vceliho plodu, kterou tato bakterie zptisobuje, postihuje pfedevsim otevieny
(nezavickovany) plod. Bakterie se dostavaji s potravou do zaludku, kde dochazi k jejich
mnozeni a soutéZeni o Ziviny z potravy mezi infikovanou larvou a patogenem, coz vede

ke hladovéni a nasledné smrti larev (zhruba ve stati 4 dnit) (Forsgren, 2010). Uhynulou
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larvu pozname diky zméné zbarveni z perlové bilé barvy na svétle Zlutou, casto
doprovazené ztratou segmentace. U pokrocilejsiho stadia nemoci se miize barva ménit na
hnédou nebo az na SedoCernou barvu. Dal§im dikazem je neobvykld poloha larvy

Vv plodové buiice. Misto klasické polohy je larva pfekroucend nebo natazena podél stény
(Obr. 5).

Nekteré organismy, které nezptisobuji hnilobu vceliho plodu, mohou ovlivnit zdpach
¢i konzistenci mrtvého plodu. Mezi tyto sekundarni patogeny patii Paenibacillus alvei,
Enterococcus faecalis, Achromobacter euridice a Brevibacillus laterosporus (Forsgren et
al., 2013).

Obr. 5: V¢eli larva napadena bakterii M. plutonius oznacena ¢ervenym krouzkem (pouzito se
svolenim autorky E. Forsgren)
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2.4 Vyziva vcel se zamérenim na jeji vyznam na rozvoj AFB nebo EFB
Mezi zakladni komponenty vyzivy vcel fadime sacharidy, bilkoviny, tuky, mineralni

latky, vitaminy a vodu, kter¢ jsou dulezité pro jejich rust, vyvoj a rozmnozovani. Hlavnim
zdrojem sacharidl je nektar a med, zbylé nepostradatelné latky, dilezité zejména pro
spravny vyvoj a rust mladych véel a larev, jsou pak ziskdvany ve formé pylu. Sacharidy
tvofi velkou cast vceli potravy. Jsou vyuzivany zejména jako zdroj energie svalové
aktivity, dale slouzi k zajisténi teploty v ulu nezbytné k zivotu nebo na produkci vosku

(Standifer et al., 1978).

Hlavnim zdrojem bilkovin a tuki je pyl, jehoz sloZeni zavisi na jeho ptivodu. Obsah
proteinii se pohybuje v rozmezi 7-30 %. Pyl, v jakém jej véely ukladaji v burnikach,
obsahuje 20-22 % proteint. N&které proteiny obsazené Vv pylu, dilezité hlavné pro vyvoj
larev a mladych véel, jsou na rizné AMK deficientni. Tyto aminokyseliny mohou byt pro
vcCely esencialni, samy si je nedokdzi syntetizovat, a proto by v€ely mély mit pfisun pylu
s velkym a riznorodym mnozstvim aminokyselin, které uspokoji jejich nutri¢ni hodnoty.
Lipidy jsou pravdépodobné vyuzivany larvami a mladymi dospélymi véelami jako zdroj
energic a pro syntézu rezervniho tuku a glykogenu. V pylu se vyskytuje také velké
mnozstvi vitamind, pifedev§im vitamint skupiny B, ale v malém mnozstvi i vitaminy

skupiny A, C a D (Standifer et al., 1978, Lampeitl, 1995).

Pyl, jakoZto bilkovinna potrava, je vyuzivan dvojim zpisobem. Star$i larvy délnic a
trubci jej konzumuji ptimo jako smés medu, pylu a mateti kaSiCky. Naopak mladé larvy
délnic a trubch dostavaji Cistou mateti kaSi€ku Vv prvnich ¢tyfech dnech a larvy matek
dostavaji ¢istou matefti kaSicku az do zavickovani. Tento zplisob se oznacuje jako nepiima

konzumace pylu (Lampeitl, 1995).

Voda slouZzi ptedev§im jako rozpoustédlo pro husty nektar a med, pro udrZzovani
optimalni vlhkosti v ulu a pro chlazeni vzduchu uvniti Glu za horkych dnd (Standifer et
al., 1978).

2.4.1 U¢inky véelich produkti na AFB nebo EFB

Mor vceliho plodu (AFB) postihujici vceli larvy je vysoce infekéni a destruktivni
onemocnéni, které je Casto smrtelné pro celé vcelstvo. Snizuje produkci medu na
minimum a naopak zvySuje naklady pro vcelare, ktefi se musi o napadena vcelstva
postarat (Bastos et al., 2008). V nekterych zemich (napt. USA) k boji proti AFB pouzivaji

antibiotika (tetracyklin) ¢i chemoterapeutikum sulfathiazol. Tyto latky vSak nezneskodni
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infek¢ni endospory, dokazi potlacit pouze klinické ptfiznaky. Bylo také prokdzano, ze
pozivani antibiotik vede k bakterialni rezistenci nebo ke kontaminaci véelich produktt
(Eguaras et al., 2005). V Evropské unii je pouziti téchto latek zakazano, nebot’ véely se
fadi k hospodatskym zvifatim, jejichZ produkty nesmi obsahovat stopy jakychkoliv 1€ka.
Postizena v¢elstva musi byt utracena a spalena vcetné ulu a dal§iho vcelatského vybaveni.
Proto je v posledni dobé vénovana zna¢nd pozornost vyvoji alternativnich 1é¢ebnych
metod zaloZenych na uplatiiovani pfirodnich antimikrobialnich latek, jako jsou éterické

oleje nebo propolis (Isidorov et al., 2017).

2.4.1.1 Propolis

Pivod propolisu je v rostlinnych pryskyficich, které jsou shromazdovany vcelami.
Propolis je celosvétoveé znamy pro svoje antimikrobialni vlastnosti (Bastos et al., 2008).
Antimikrobidlni aktivita téchto pfirodnich antibiotik je dana ptitomnosti fenolickych
latek: flavonoidové aglykony (necukerna slozka glykosidii vdzana na cukernou slozku
glykosidovou vazbou), fenolické a hydroxyskoticové kyseliny (Kujumgiev et al., 1999).
mirného pasma) a mirného pasma Evropy je pryskyfice z topolu ¢erného (Populus nigra),
btizy pytité (Betula pubescens) a topolu osika (Populus tremola) (Isidorov et al., 2014).
I kdyz vcely ze stejného vcelstva sbiraji pryskyfice z vice nez téchto tii dfevin, mizeme
evropskou pryskyfici rozdélit do tii typl na zékladé specifického chemického sloZeni:
topolovy, btfizovy a osikovy typ. Riizné chemické slozeni pravdépodobné odrazi 1
rozdilnou antimikrobialni aktivitu riznych propolisii na P. larvae (Isidorov et al., 2017).
Vyssi antimikrobialni aktivita byla prokézana u topolového a btizového typu, které maji

zvySeny obsah flavonoidt (Popova et al., 2007, Mihai et al., 2012, Bilikova et al., 2013).

2.4.1.2 Med

Med mizeme definovat jako sladkou hmotu, kterou véely tvoii z nektaru nebo medovice
ziskanych z rostlin. Ve svém tcle je obohacuji o dalsi latky a vznikly produkt je poté
uskladiovan v plastech (Lampeitl, 1995). Cilem tohoto uskladiiovani a zrani je pfeména
tekuté a mikrobidlné nestalé pfirodni §tavy na hutné a mikrobialné stalé zimni zasoby —
sloZzky chemického sloZeni medu patfi: voda, cukry, kyseliny, bilkoviny, aminokyseliny,

tuky, mineralni a aromatické latky (Vesely et al., 2003).
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Antimikrobialni vlastnosti medu jsou znamy uz tisice let (Zumla a Lulat, 1989). Za
antimikrobidlni aktivitu je zodpovédny peroxid vodiku, vysokd osmolarita, kyselost,
aromatické kyseliny a fenolické slouceniny (Molan, 1992a, Molan, 1992b). Vysoka
osmolarita medu je dana kvili vysoké koncentraci cukri (az 85 %) jako jsou fruktosa,

sacharosa, glukosa, maltosa a dalsi (Lee et al., 2008).

V ramci svého vyzkumu Lee et al. (2009) z medu izolovali bakterialni druh, ktery
vykazoval vysokou antimikrobialni aktivitu proti G+ i G— typim bakterii, nasledn¢ byl
identifikovan jako Paenibacillus polymyxa. Tato bakterie produkuje latky Géinné proti

druhu Paenibacillus larvae, pivodci moru véeliho plodu (Lee et al., 2009).

2.4.1.3 Materi kaSicka

Dospélé vcéely krmi rostouci larvy rlznou potravou v zéavislosti na pohlavi, staii a
Vv zavislosti na tom, do jaké kasty larva spada (matka, trubci, délnice). Mateii kaSic¢kou,
ktera je sekretovana hltanovymi a mandibuldrnimi zlazami délnic, jsou krmeny pouze
larvy matek. Obsahuje kromé 10-hydroxy-2-decenové kyseliny, ktera ma antimikrobialni
ucinek, také proteinové slozky s antimikrobialni aktivitou. Mezi tyto proteiny se fadi
defensin (neboli royalisin), ale i fada dalSich proteint, a cela tato skupina proteind se
oznacuje jako MJRPs (major royal jelly proteins). V matefi kasSicce se vyskytuje asi 80 %
téchto proteintu (Vezeteu et al., 2016). Rozlisujeme celkem 9 gent (MJRP1 — 9)
vyskytujici se v genomu v¢ely medonosné (Buttstedt et al., 2013). Tyto proteiny, zejména
MJRP1 a MJRP2, vykazuji inhibi¢ni G¢inky proti M plutonius, bakterii zpUsobujici
hnilobu v¢eliho plodu (EFB) a také na sekundarni patogeny této nemoci (E. faecalis, B.

pumilus, P. alvei and B. laterosporus) (Vezeteu et al., 2016).
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2.5 Metody studia antimikrobialnich latek
Mezi globalni problémy patii i mimo jiné zvysujici se bakteridlni rezistence vici

nekterym antibiotiklim, cozZ ma za nasledek 1 zvySujici se pocet netcinnych lé¢ebnych
metod. Z tohoto diivodu je proto velmi dtilezité objevovani novych latek s antibiotickymi
ucinky. Mezi hlavni zdroje antimikrobiélnich latek patii mikrobidlni a rostlinné produkty,
které mohou poskytovat Sirokou skalu komplexnich a strukturné odlisnych sloucenin. Pro
vyhodnoceni nebo sledovani antimikrobialni aktivity se vyuZzivaji zejména difuzni testy
(kvalitativni stanoveni) a dilu¢ni (kvantitativni stanoveni) metody, které slouzi pro
stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). Dale pak mezi mén¢ pouzivané
metody patii napt. bioluminiscen¢ni metody nebo pritokova cytometrie (Balouiri et al.,

2016).

2.5.1 Difuzni metody

2.5.1.1 Diskova difuzni metoda
Tato metoda byla popsana v roce 1940 (Heatley, 1944) a patii mezi oficidlni metody

pouzivané v mnoha mikrobiologickych laboratofich pro rutinni testovani mikrobilni
citlivosti. Je zaloZena na inokulaci daného mikroorganismu na povrch kultivaéniho média
na Petriho miskéch, na jehoz povrch jsou umistény papirové disky o priméru 6 mm
obsahujici testovanou inhibi¢ni latku (Balouiri et al., 2016). Po inkubaci za vhodnych
podminek dochazi k uvolnéni antimikrobialni latky, ktera v ptipadé¢ pozitivniho vysledku
vytvoti okolo disku zonu (inhibi¢ni zo6nu) v dusledku inhibice bakterialniho rastu. Je-li
testovand bakterie vic¢i antimikrobidlni latce rezistentni, inhibi¢ni z6na se nevytvofi
(Votava et al, 2010). Podle velikosti praméru inhibi¢nich zén ziskame kvalitativni
vyhodnocenti, které pak porovname s kritérii dle CLS (Clinical and Laboratory Standards)
a uréime, zda je bakterie citliva, stfedné citliva nebo rezistentni (Jorgensen a Ferraro,
2009). Z pouhého inhibi¢niho u¢inku v§ak nepozname, jestli doslo k usmrceni bakterii
nebo ne, a proto nemizeme urcit, zda ma antimikrobidlni latka baktericidni (usmrceni
bakterii) nebo bakteriostatické uc¢inky (zpomaleni rastu bakterii). Také touto metodou
nedokdzeme zjistit minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC). D4 se vypocitat pouze
pfiblizné MIC a jen pro nékteré mikroorganismy a antibiotika. Velké vyhody ma vSak
V jednoduchosti provedeni, nizké finan¢ni nakladnosti a moZnosti otestovat ohromné

mnozstvi mikroorganismd a antimikrobialnich latek (Balouiri et al., 2016).
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2.5.1.2 Metoda vyuZivajici koncentra¢niho gradientu (E-test)
Metoda vyuziva kombinaci principt difuzni i dilu¢ni (fedici) metody a slouzi k urc¢eni

MIC. Je zaloZena na vytvoifeni koncentracniho gradientu testované antimikrobialni latky
Vv kultiva¢nim médiu (Balouiri et al., 2016). Tenké plastové prouzky (E-testové prouzky),
obsahujici gradient antimikrobidlni latky, jsou umistény na inokulovanou plochu
agarového média. Tato latka nésledné¢ pronikd do média, inhibuje rist daného
mikroorganismu a vytvari kontinudlni koncentracni gradient testované antimikrobidlni
latky podél prouzku. Po inkubaci se vytvofii elipsoidni inhibi¢ni zéna. Hodnotu MIC
odecteme v misté, kde se prolina okraj prouzku s hranici rastu bakterie (Obr. 6). Metoda
je nejvhodnéjsi pro zjistovani MIC jedné nebo dvou antimikrobidlnich latek nebo
kultiva¢ni podminky). Jeji vyhodou je snadna proveditelnost, avSak cena jednoho
E-testového prouzku se pohybuje okolo 2 — 3 USD, proto pii testovani vice latek maze

tato metoda vyjit pomérné draho (Jorgensen a Ferraro, 2009).

Obr. 6: Testovani antimikrobialnich latek vancomycin (VA), daptomycin (DM) a linezolid (LZ)
se Staphylococcus aureus metodou koncentra¢niho gradientu na Mueller-Hinton agaru (pfevzato
od Jorgensen a Ferraro, 2009). Cervena Sipka znazoriiuje misto, kde se odecita hodnota MIC.

2.5.2 Chromatografie na tenké vrstvé (TLC) — bioautograficka
Zacatky spojeni mikrobiologického testu s chromatografii se vazou k roku 1946, kdy

Goodbal a Levi zkombinovali papirovou chromatografii (PC) s kontaktni bioautografii

16



ke stanoveni riiznych antibiotik. O 15 let pozd¢ji byla zavedena ve stejné oblasti
chromatografie na tenké vrstvé (TLC). Metody byly popsany jako jednoduché,
reprodukovatelné a vysoce citlivé. Bioautografickda TLC metoda je kombinaci klasické
TLC metody a obou biologickych a chemickych metod detekce. Radi se sem agarova
difuze, pfima bioautografie a test s vrchnim agarem (Choma a Grzelak, 2011, Balouiri et
al., 2016). Prvni ptfezkoumani uplatnéni bioautografie v papirové a tenkovrstevné
chromatografii bylo v roce 1973 od Betina (1973). Autor nezdiraznil pouze vyhody
metody, jako jsou napf. rychlost a vSestrannost, ale také zdtraznil obtize kvantitativni

interpretace ziskanych vysledkd.

2.5.2.1 Agarova difuze

Tato metoda, patfi mezi nejméné vyuzivané. Je zalozena na principu difuze
antimikrobidlni latky z chromatogramu (PC nebo TLC) na agarovou plotnu piedem
naockovanou testovanym mikroorganismem. Po probéhnuti difuze (n¢kolik minut az
hodin) se chromatogram odstrani a miska s agarem se da kultivovat. V mistech, kde byla
antimikrobialni latka v kontaktu s agarovou plotnou, se objevi inhibi¢ni zony (Balouiri et
al., 2016).

2.5.2.2 Pfima bioautografie
Podle Balouri et al. (2016) patii pfima bioautografickd metoda mezi nejpouzivané;jsi

metody ze vSech tii uvedenych. Vyvinutd TLC vrstva je bud’ ponofena do mikrobidlni
suspenze nebo je bakterialni suspenzi nastiikana. Poté se za vlhkych podminek inkubuje
48 hod pii 25 °C. Pro vizualizaci mikrobialniho ristu se pouzivaji tetrazoliové soli (napf.
fialovy p-jodonitrotetrazolium), které se ptiisobenim dehydrogenas v zivych bunkach
zméni na odpovidajici intenzivné zbarveny formazan. Tyto soli se nastfikaji na
bioautogram, ktery se da znovu inkubovat na 24 hod pti 25 °C nebo po dobu 3 — 4 hodin
pii 37 °C. Do pouzivaného Mueller Hinton agaru je doporucené piiddvat dostatecné
mnozstvi kapaliny kvili dobré ptilnavosti TLC vrstvy a k udrZzovéani vlhkého prostredi
pro bakteridlni rast. Tato metoda je vhodna pro vSechny znamé houby nebo bakterie

(Balouiri et al., 2016).

2.5.2.3 Vrchni agar

Metoda vrchniho agaru je zaloZena na principu obou ptfedchozich metod. TLC vrstva se
zalije rozehfatym tekutym médiem. Aby se testovand latka v médiu dobie rozptylila,
mohou byt TLC vrstvy nékolik hodin pfed inkubaci vystaveny nizkym teplotam. Po
inkubaci za vhodnych podminek v zavislosti na testovacich mikroorganismech se
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provede barveni tetrazoliovym barvivem. Stejné jako pfima bioautograficka metoda tak i
tato metoda miize byt pouzita pro vétSinu mikroorganismu. Poskytuje dobfe viditelné
rustové inhibicni zény a neni citlivd na zneciSténi. Muzeme konstatovat, ze
TLC-bioautografickd metoda je jednoducha, efektivni a levna technika pro separaci
slozité smési, ktera zaroven dokaze lokalizovat aktivni slozky na TLC vrstve. Kvali témto
vyhoddm muiize byt provadéna v sofistikovanych i malych laboratofich, které maji
minimalni vybaveni. MlZze také slouzit pro detekci antimikrobidlnich latek v zivotnim

prostiedi a v potravinach k hledani novych antimikrobialnich 1éka (Balouiri et al., 2016).

2.5.2 Dilué¢ni metody

Diluéni neboli fedici metody jsou jedny z nejvhodnéjSich metod ke stanovovani MIC,
nebot’ podle nich miizeme urcovat koncentraci testované antimikrobialni latky v pevném
testované antimikrobidlni latky, pti které miizeme uz pozorovat inhibi¢ni rist testované¢ho

mikroorganismu. Udéava se V jednotkach mg.ml™* nebo mg.I** (Balouiri et al., 2016).

2.5.2.1 Dilu¢ni metoda v tekutém médiu
Tato mikro a makro fedici metoda tekutého média patfi mezi nejzékladnéjsi

antimikrobidlni metody slouzici pro stanovovani MIC. Postup zahrnuje dvojnasobné
fedéni antimikrobialni latky (napt. 1, 2, 4, 8, 16 a 32 mg.ml™), které se ptipravuje bud’ ve
zkumavkach s minimalnim objemem 2 ml (makrofedéni) nebo po mensich objemech za
pouziti 96-jamkové mikrodesticky (mikrotfedéni). Do nafedénych objemil antimikrobidlni
latky se poté inokuluje bakterialni suspenze sledovanych bakterii a provede se inkubace
za vhodnych podminek v zavislosti na testované bakterii (Balouiri et al., 2016). Po
kultivaci se zjiStuje stupenn zakaleni média — vizualni zplsob. Je-li médium zakalené,
K inhibici bakterialniho ristu nedoslo a naopak je-li ¢iré, doslo k inhibici bakterialniho
rustu. Mezi dal$i zptisoby hodnoceni vysledkd 1ze pouzit turbidimetrické stanoveni,
méfeni optické denzity nebo piimé stanoveni poctu bunék pomoci pocitacich komurek

(Votava et al, 2010)

MIC je nejnizsi koncentrace antimikrobialni latky, kterd zcela inhibuje riist organismu
ve zkumavkach nebo pii mikrofedéni pozorovatelné pouhym okem. Na rozdil od
mikrofedici metody ma makrofedici fadu nevyhod. Je zdlouhava, pro kazdy test se musi

rucné piipravit antimikrobidlni roztok, ptfi kterém hrozi 1 velké riziko moznych chyb a
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vyzaduje celkem velké mnoZzstvi €inidel a dostatecny prostor. Miniaturizace této techniky

(pouziti mikrodesticek) ziskala mnohem vétsi uplatnéni.

Velikost mikroorganismi, rust média, inkubaéni doba a pfiprava bakterialni suspenze
hraje dulezitou roli v urCovani hodnoty MIC, proto byla tato metoda standardizovana

pouze pro aerobni bakterie, kvasinky a vlaknité houby (Balouiri et al., 2016).

2.5.2.2 Agarova dilu¢ni metoda
U fedici agarové metody se rizné koncentrace antimikrobialni latky ptidavaji do

rozehtatého tekutého média, které se poté necha ztuhnout. Nasledné se agarova plotna
naockuje bakterialni suspenzi. Tato metoda se ¢asto doporucuje pro urc¢eni MIC u obtizné
kultivovanych bakterii, jako jsou anaerobni nebo bakterie rodu Helicobacter (Balouiri et
al., 2016).

2.5.3 Time-kill test

Time-kill test (sledovani fungicidniho u¢inku v Case) je nejvhodn&jsi metoda pro
stanoveni baktericidniho a fungicidniho ucinku. Ukazuje zavislost antimikrobidlniho
efektu na case nebo koncentraci. Provadi se v tekutém kultivacnim médiu pomoci ti
zkumavek obsahujici bakterialni suspenzi o 5 x 10° KTJ.ml? (KTJ = kolonii tvoiici
jednotka). Prvni a druhd zkumavka obsahuji obvykle testovany extrakt o findlni
koncentraci 0,25 x MIC a 1 x MIC a tfeti je pouzita jako kontrola ristu. Inkubace se
provadi v riznych ¢asovych intervalech (0, 4, 6, 8, 10, 12 a 24 hod). Poté se vypocita
procento mrtvych bunék v porovnani se zkumavkou, kterd slouzila jako kontrola,
stanovenim poctu zivych bunck v kazdé zkumavce metodou pocitdni na agarové plotné

(Balouiri et al., 2016).

2.5.4 ATP bioluminiscen¢ni test
Test je zalozen na méfeni adenosintrifosfatu (ATP) nachazejiciho se ve vSech zivych

organismech, kde slouzi jako forma chemické energie. Mnozstvi ATP se proto vyuziva
pro odhad antimikrobidlni populace ve vzorku. Bioluminiscenéni mechanismus je
vicestupiovy proces, ktery vyzaduje zejména piitomnost substratu luciferinu, kysliku
(O2), hofe¢natého kationtu (Mg?*) a ATP. D-luciferin je v ptitomnosti ATP, Mg?* a
luciferasy pfeveden na enzymové vazany luciferyl-adenylat, ktery je nasledné oxidovan
na oxyluciferin a dochazi k uvolnéni svétla (Chollet a Ribault, 2012). Mnozstvi

emitované¢ho svétla se méfi pomoci luminometru a je vyjadireno jako relativni svételna
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jednotka (RLU), ktera mtize byt vyjadirena v jednotkach RLU/mol ATP (Balouiri et al.,
2016).

Bioluminiscen¢ni stanoveni se obecné pouziva k monitorovani Cistoty vzduchu a
kvality vyrobkti hlavné v potravinarském primyslu a v mensi mife také ve
farmaceutickém primyslu. Pouziva se taky jako test cytotoxicity, pii hodnoceni vlivu
biofilmii in situ nebo Kk antimikrobialnimu a antimykobakterialnimu testovani.
Dostupnost citlivych luminometri a mnoha komerénich ATP-bioluminiscen¢nich sad
umoznila vyvoj raznych protokoli a aplikaci v priimyslové mikrobiologii. V soucasné
dob¢ je ATP-bioluminiscence béznou technologii pouzivanou ke sledovani kontaminace
Vv potravinach, napojich ¢i v kosmetice. Hlavni vyhodou je rychlost, ktera poskytuje
kvantitativni vysledky. Bylo prokazéno, Ze tato technika miize poskytnout vysledky
béhem 3-5 dnti, kdezto konvekéni fedici technika vyZzaduje 3-4 tydny inkubace (Balouiri
et al., 2016, Chollet a Ribault, 2012).
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2.6 Rasa Chlorella spp.

Mikroskopické fasy patii mezi mikroskopické fotosyntetické organismy, které se
vyskytuji ve sladkovodnich i motskych vodéach. Jsou to primitivni rostliny, tj. nemaji
kofeny, stonky, listy a také nemaji sterilni pokryti kolem reprodukénich bunék. Jejich
primarnim fotosyntetickym pigmentem je chlorofyl. Jednd se o riiznorodou skupinu
prokaryontnich a eukaryontnich mikroorganismt s jednobunécnou nebo jednoduchou
vicebunécnou strukturou, kterd jim umoziuje piezit v extrémnich podminkach a
dlouhodob¢ prosperovat. Pti fotosyntéze dokazou diky své jednoduché struktufe rychle a
mnohem efektivnéji vyuzit energii ze slunecniho zateni k produkci olejii a sacharidi nez
jiné rostliny. Eukaryotické fasy mizeme na zdklad¢ jejich pigmentace a biologické
(Chlorophyta), cervené fasy (Rhodophyta) a rozsivky (Bacillariophyta). Dle rozdilnych
latek, které tas potiebuji pro svlij rist, je délime na autotrofni a heterotrofni. Autotrofni
fasy pottebuji pro sviij rlst pouze svétlo a anorganické slouceniny (CO2, dusi¢nanové a
fostatové soli), zatimco heterotrofni fasy jsou nefotosyntetické a vyzaduji proto pro sviij
rust externi zdroj organickych latek (napf. vytvofené jinymi organismy). Existuji také
fasy, které jsou schopné jak fotosyntézy, tak pfijmu externi organické latky. Tyto fasy

jsou oznacovany jako mixotrofni (Brennan a Owende, 2010, Baicha et al., 2016).

Rod Chlorella patii mezi nejznamé;jsi skupinu mikroskopickych fas. Jedna se o velmi
rozsdhlou a vSudypfitomnou (téZ ubikvitni) skupinu zejména jednobunécnych,
sladkovodnich ftas (existuji 1 moiské ¢i symbiotické), patiici do kmene
Chlorophyta — zelené tasy. Podle soucasnych informaci patii do tzv. pravého rodu
Chlorella pét druhti: Ch. vulgaris, Ch. lobophora, Ch. sorokiniana, Ch. heliozoae, a Ch.
variabilis (Huss et al., 1999, Proschold et al., 2010,) Nedavné fylogenetické studie
prokazaly, ze morfologické znaky rodu Chlorella jsou sdileny i dal$imi liniemi v ramci
tiidy Chlorophyceaec a Trebouxiophyceae (Neustupa et al., 2009). Ve tfide
Trebouxiophyceae patii zastupci rodu Chlorella do celedé Chlorellaceae, ktera se
rozdéluje na dv¢ sesterské skupiny: Parachlorella a Ch. sensu stricto (Krienitz et al.,
2004). Toto rozdé¢leni je zaloZeno na analyzach ultrastruktury, pfedevsim pak na syntéze
bunééné stény autospor u druhti obou skupin (Yamamoto et al., 2005) a je tedy v dnesni

veédecké sfére akceptovano (Obr. 7).

Druhy rodu Chlorella jsou ve vétsingé odborné literatury popsany ve vegetativnim

stavu jako kokalni, kulovité, sférické az elipsoidni fasy o rozmérech 5-10 um (Obr. 8).
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Tvarové a velikostni odliSnosti jsou zplsobeny vnéjS$imi 1 vnitinimi faktory, mezi které
patii stafi, ziviny, environmentalni nebo kultivacni podminky. Pievazné ziji solitérné
nebo tvoii kolonie (maximalné¢ do 64 bun¢k) vétSinou bez slizového obalu. Béhem
bunééného cyklu nevytvaieji bi¢iky (Bock et al., 2011). V jeji cytoplazmé se nachazeji
pouze dva pary centriol, které jsou pravdépodobné pozustatkem bicikatych ptedki.
V dusledku absence bic¢iku je Chlorella nepohybliva. Kazda bunka obsahuje jeden
chloroplast. Ten byva rozdélen na dva piiblizn¢ stejné laloky a obsahuje zakladni
fotosynteticka barviva, jako jsou chlorofyl a a b doplnéné luteinem, P-karotenem,

neoxantinem a violaxantinem.

Bunééna sténa tvori piiblizné 13,6 % hmotnosti a jeji slozeni je nasledujici (Atkinson et

al., 1972):

e proteiny — 27%

o lipidy —9,2%

o q-celuloza — 15,4%
e hemiceluloza — 31%
e glukosamin — 3,3%

e popelovina obsahujici Fe a Ca —5,2%

Vysledna tloustka bunééné stény se odviji od rychlosti ristu, ¢im je vétsi, tim vice jsou
bunééné stény ten¢i. Bunécnou sténu lze pozorovat pomoci elektronového mikroskopu
jako dvé vrstvy sloZené z mikrofibril uloZenych ve dvou smérech, které spolu s ostatnimi
slozkami tvofi kontinualni matrix (Northcote et al., 1958). Kazda butika obsahuje jedno
kulovité jadro a jeden pyrenoid, ktery ale nemusi byt vzdy ptitomen (Bock et al., 2011).
Pokud je, byva ulozen centrdlné a vjeho okoli se nachdzi homogenni matrix
z granularnich Skrobovych zrn. V jeho bezprostiedni blizkosti se nachazi jedna
mitochondrie a mikrotélisko obsahujici enzymy a dal$i dilezité latky. Mitochondrie
prochazi skrze chloroplast a v téchto mistech se vytvaii trojrozmérna retikularni sit’, ktera

je bézna u jednobunéénych organismu z fise Plantae (Atkinson et al., 1972).
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Chlorella lobophora SAG 37.88 FM205833

Chlorella vulgaris SAG 211-11b FM205832

Chlorella sorokiniana SAG 211-8k FM205834

Didymogenes anomala SAG 18.91 FM205839

Actinastrum hantzschii SAG 2015 FM205841

Chlorella Micractinium sp. CCAP 211/11F FM205877
clade 100*

Meyerella planktonica Itas 2/24 S-1w AY543040 + AY543045

Hegewaldia parvula CCAP 283/1 FM205842

Dictyosphaerium sp. UTEX731 GQ176861

100/93/88
Dictyosphaerium sp. SAG70.80 GQ176860
Dictyosphaerium sp. CCAP 222125 GQ176862
59/-/80] Dicloster acuatus SAG 41.98 FM205848
90/M00/99 | Closteriopsis acicularis SAG 11.86 FM205847

— Dictyosphaerium ehrenbergianum CCAP 222/57 GQ176855
Dictyosphaerium ehrenbergianum CCAP 222/11A GQ176854
100"} pictyosphaerium ehrenbergianum UTEX75 GQ176856

Dictyosphaenium ehrenbergianum CCAP 222110 GQ176857

100* 100*
Dictyosphaerium ehrenbergianum CCAP 22214 GQ176858
72/90/99-|-_

Parachlorella

clade Dictyosphaerium ehrenbergianum CCAP 222/23 GQ176859

100* | Dictyosphaerium sp. ACOI 1988 GQ176863

l Dictyosphaerium sp. CCAP 22211C GQ176864

97/93/80 —— Parachlorella bejerinckii SAG 2046 FM205845
ML /MP / NJ

100" Parachlorella kessleri 1AM C-143 AB162911

100* Strain BAFC CA10, Laguna Verde, Argentina HM744739

0.02 Parachlorella kessleri SAG 211/11g FM205885

Obr. 7: Nejpravdépodobnéjsi fylogeneticky strom rodu Chlorella. Za kazdym nazvem druhu je
nazev piislusného kmene a piistupové &islo do databaze GenBank. Cisla jednotlivych uzla
pfestavuji bootstrap hodnoty (stupeni podpory jednotlivych vétveni vzhledem k vstupnim datiim)
pro metody maximum likelihood (ML), maximum parsimony (MP) a neighbor joining (NJ). 100*
znamena 100% podporeni v§emi tfemi metodami (pfevzato od Juarez et al., 2011)
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2.6.1 Kultivace rasy Chlorella spp.
K jejich rychlému riistu dochazi za adekvatnich podminek. Béhem fotosyntézy produkuji

biomasu, jak zndzorfiuje uvedena rovnice:
svétlo + CO2 + H20 + ziviny — biomasa + Oz (Baicha et al., 2016)

Kultivace fasy vyzaduje pouziti vhodného média bohatého na Ziviny a soli, které¢ jim
umoziuji rychly rast. Rychlost rlstu je ovlivnéna také fadou fyzikalné-chemickymi a
svétlo a mnozstvi uhliku v médiu. Dalsim faktorem je teplota, se zvySujici se teplotou
roste produkce biomasy. Chisti (2008) uvadi, Ze optimalni teplota pro rist je v rozmezi
20-30 °C. Vysoké koncentrace CO2 rovnéz zvySuji tvorbu biomasy, avSak zaleZi na typu
fasy (Singh a Singh, 2014). Kultivace také vyzaduje provzdusiovaci systémy, které
zabezpecuji piisun CO2 nutného pro fotosyntézu a stabilizaci pH. Rovnomérné rozlozeni
je zajisténo mirnym promichavanim. Na zaklad¢ svého metabolismu se fasy rozde€luji do

¢tyt skupin (Baicha et al., 2016):

e fotoautotrofni
e heterotrofni
e mixotrofni

e fotoheterotrofni

Obr. 8: Fotografie bunétné kultury fasy druhu Chlorella sorokiniana (pfevzato z
http://botany.natur.cuni.cz/algo/database/node/104).
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Fotoautotrofni kultivace je nejrozsifené;si kultivacni systém, nebot’ téméf vSechny fasy
mohou pouzivat anorganicky uhlik a svétlo k ziskani chemické energie prostfednictvim
svétla. V heterotrofnim metabolismu nedochazi k fotosyntéze, organicky uhlik je pfimo
pfeménovan na jiné organické slouceniny potfebné pro rust a je tak zdrojem uhliku 1
energie soucasn¢. Hlavni vyhodou tohoto metabolismu je, Ze fasy dokdzou rychle rist a
produkovat biomasu i za nepfitomnosti svétla. Mixotrofni metabolismus, ktery mtze byt
fototrofni, heterotrofni nebo oboji, vyuzivd k produkci biomasy prostiednictvim
fotosyntézy jako zdroj uhliku CO; a organické slou¢eniny (Baicha et al., 2016). Kultivace
vV mixotrofnich podminkéch vykazuje nejrychlejsi rast fasy a také vys$si produkci biomasy
Vv porovnani s fototrofnimi nebo heterotrofnimi kulturami (Yu et al.,, 2009).
Fotoheterotrofni metabolismus je kombinaci heterotrofie a fototrofie. Mikroorganismy
majici tento metabolismus vyuzivaji svétlo jako zdroj energie a organické latky jako zdroj

uhliku (Baicha et al., 2016)

Kultiva¢ni systémy pro fasy se rozdé¢luji na oteviené nebo uzaviené. Volba vhodného
kultiva¢niho systému je rozhodujici pro péstovani a zavisi na konkrétnim druhu. Déle se
zohlednuji néklady na cely proces, zdroje CO2 a zivin. VétSina kment se péstuje v
uzavienych fotobioreaktorech. Oteviené systémy, jako jsou velkoplo$né sladkovodni

nadrze, jsou vhodné jen pro nékteré kmeny (Baicha et al., 2016).

2.6.2 Vyuziti asy Chlorella spp.
Rasa Chlorella je diky svému vysokému obsahu bilkovin (cca 60 %) vyuZivana jako

potravinovy dopln€k. Poskytuje vSechny esencidlnich aminokyseliny, ale také fadu
vitamint (C, A, B, B2, Bs, Bs, Be, kyselina listova, Bi2, K) a mineralnich latek (fosfor,
zinek, vapnik, Zelezo, hoi¢ik). Aminokyseliny podporuji srde¢ni ¢innost, nartst svalové
hmoty a také mohou byt vychozimi latkami pro tvorbu hormont (Merchant and Cynthia,
2001, Rathousky, 2008, Tang a Suter, 2011). Vitaminy jsou zase nezbytné pro spravné
fungovani organismu. Vyborny antioxidantem je vitamin A, ktery dokdze pfeménovat
volné radikaly do méné reaktivni podoby (Bulkova, 2011). Kombinace velkého mnozstvi
vitaminu B2, kyseliny listové a zeleza, mize piispét ke zlepSeni anémie a hypertenznich
poruch (Tang a Suter, 2011). Nakano et al. (2010) ve své studii zkoumali preventivni
ucinky dopliikkli z fasy na tyto poruchy u t€hotnych Zen a prokdzali, Ze ptipravky z fasy

Chlorella snizuji riziko vzniku anémie ¢i hypertenze.
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Nejcasteji vyskytujici se polysacharidy v bunééné sténé tas jsou sulfatové estery
oznacované jako sulfiatové polysacharidy, které vykazuji antivirové, antioxidacni a
protinadorové Gc¢inky a také jsou Siroce pouzivany jako potravinaiska aditiva (Vaz et al.,

2016).

Kromé¢ aminokyselin, peptidl, proteinii, vitaminti, sacharidii a nukleovych kyselin
obsahuje Chlorella ve vodé rozpustny komplex znamy jako Chlorella growth factor
(CGF), slozen pfevazné z aminokyselin, bilkovin a nukleovych kyselin, pochazejici
pravdépodobné z bunéénych jader fas. CFG miize zvySenim poctu a aktivitou makrofaga
posilit imunitni systém (Merchant and Cynthia 2001, Tang a Suter, 2011). Dale ma také
CGF schopnost regenerace tkané nebo prebiotické ucinky. ZvySuje rychlost rastu stfevni
mikrofléry, podporuje rist laktobacill, zlepSuje vstfebavani zivin a také ma schopnost

vylucovat toxiny z téla konzumenta (Rathousky, 2008).

Chlorella obsahuje ze v§ech dosud znamych rostlin nejvétsi mnozstvi chlorofylu, ktery
se podili nejen na fotosyntéze, ale ma také velmi piiznivé vlivy na organismus. Bylo
prokazéano, ze vykazuje antimikrobidlni Gi€inky proti n€kolika patogenim v potravinach
(Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli a Staphylococcus aureus)
(Tang a Suter, 2011, Guedes et al., 2011) Antibakteridlni aktivita je pravdépodobné
zpiisobena vysokou produkci mastnych kyselin s dlouhym fetézcem, které byly pfitomny
u extraktll s nejlepSimi antimikrobialnimi G¢inky (Guedes et al., 2011). Dalsi vyznamnou
latkou obsazena v tase je chlorellin. Nazyva se pfirodnim antibiotikem, dokaze zastavit
nebo Uplné potlacit vzniklé infekce a na rozdil od syntetickych antibiotik neposkozuje

stfevni mikrofloru (Rathousky, 2008).

2.6.2.1 Vyuziti iasy Chlorella spp. ve véelarstvi
Chlorella se hodi jako potravinovy doplnék, nebot’ ma pozitivni vysledek na rist a

zvySeni produktivity véelstev (Eremia et al., 2013). Protoze n¢které druhy fas mohou byt
vysoce jedovaté pro savce a ptaky, bylo studovano, zda maji toxiny z fas insekticidni
ucinek na vcely. Mnoho alkaloidii majici toxicky t¢inek mutze byt 1 insekticidni. Tato
fasa vSak toxicitu vici véelam nevykazovala. Vystaveni vcel jejich vlivu nevedlo k jejich
poskozeni (Barker, 1977). Krom¢ téchto studii se v soucasné dobé provadi vyzkum
inhibi¢nich uc¢inkt Chlorelly na néktera onemocnéni véelstev, jako je napf. mor v¢eliho
plodu (AFB). V mnoha zemich se AFB 1é¢i pomoci antibiotickych latek, jako je

Sirokospektralni antibiotikum oxytetracyklin. V Evropské unii je vSak pouzivani
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antibiotik zadkonem zakézéno a klinicky nemocné vcelstva se likviduji spalenim. Tato
situace vola po alternativnich cestach podpory ozdraveni a prevence chorob u chovanych
vcelstev, které¢ jsou v souladu se zakony Evropské unie a také vyhovuji soucasnym

trendiim zeleného konzumerismu.

Vyssi rostliny jsou povazovany za dulezité zdroje bioaktivnich molekul, z nichz
nékteré¢ vykazuji antimikrobidlni G¢inek. Na zaklad¢ toho byly zkoumény biologické
ucinky celé fady riznych ptirodnich produktd jako jsou napft. allicin, thymol, citral,
geraniol, mastné kyseliny a esencialni oleje. V fad¢ studii bylo prokazano, ze tyto latky
vykazuji ristové inhibi¢ni G¢inek proti nékolika v¢elim chorobam vcetné AFB (Flesar et
al., 2010). Rasy obsahuji celou fadu latek vyuzitelnych v tomto sméru a v posledni dobg
je jim vénovana zna¢nd pozornost. Sulfatované polysacharidy ziskané zfas byly
testovany ke kontrole ristu mikrosporidie Nosema ceranae, parazita ohrozujiciho dospélé
jedince vcely medonosné, aby se snizily Skodlivé Gi€inky na hostitele a tim se snizily ztraty
vcelstev. Studie u nékterych latek z této skupiny skutecné prokazaly pokles v pritomnosti
parazita, coz se projevilo poklesem mortality véel. Tyto slibné vysledky jen potvrzuji

soucasny trend pouziti fas pii kontrole onemocnéni véelstvech (Roussel et al., 2015).
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2.7 Potravinové dopliiky pro zvySeni odolnosti vcel k nakazam
Mezi velké obavy vcelaia patii obdobi, kdy je nedostate¢né mnozstvi pylu a v disledku

toho véely velmi rychle spotiebovavaji své vlastni pylové zasoby. Neni-li k dispozici pyl,
muze se snizit produkce veelich plodii nebo dokonce i uplné zastavit. Aby bylo zachovano
siln¢ vcelstvo dilezité pro opylovani a vyrobu medu, pouzivaji se riizné dopliiky stravy a
pylové nahrazky. Tyto alternativni dopliiky stravy podporuji také zdravy rozvoj vcelstev

a tim 1 jejich vykonost (Morais, 2013).

Ve své studii Flesar et al. (2010) testovali celkem 26 riznych pfirodnich chemickych
latek a 19 Cistych extraktd (napf. z blahoviéniku, vaviinu ¢i rozmarynu) proti P. larvae,
bakterii zpisobujici AFB. Ze vSech testovanych ptirodnich latek byl nejvétsi inhibi¢ni
i¢inek pozorovan u sanguinarinu, ktery mél MIC 4 mg.ml™, dale pak u thymoquinonu,
kapsaicinu, trans-2-hexanalu nebo kyseliny nordihydroguajaretové. U extraktl byla
pozorovana nejmensi MIC z vytazku chmelu otacivého (Humulus lupulus) nebo z myrty
obecné (Myrtus communis). Diky nizké toxicité vici véelam a znaénému inhibi¢nimu
ucinku proti P. larvae by mohly byt tyto pfirodni latky pouzity jako alternativa k potlaceni
AFB (Flesar et al., 2010). N¢které publikace dokonce ukazuji, Ze urcité kmeny P. larvae
jsou odolné viici oxytetracyklinu a jejich hodnoty MIC mohou dosahovat az 32 mg.ml™,

coz je daleko vyssi hodnota nez testovaného sanguinarinu (Miyagi et al., 2000).

Gastrointestinalni trakt véel je velmi slozity systém, ktery obsahuje pomérné pestré
spektrum mikrobti. Studie prokazaly, Ze bakteridlni probiotika mohou vyvolat imunitni
odpovéd’ (Evans a Lopez, 2004), a prispét tak k udrzeni zdravych vcelstev. V disledku
toho vzrostl védecky zajem o tyto bakterie travici soustavy a moznosti jejich vyuZiti jako
alternativa k tlumeni ndkaz ve vcelafstvi. Yoshiyama a Kimura (2009) se ve svém
vyzkumu zabyvali pravé témito bakteriemi a jejich inhibi¢nimi G¢inky na P. larave a
zjistili, ze stfevni bakterie z v¢ely vychodni japonského plemene Apis cerana japonica,
zpusobuji inhibi¢ni rust P. larvae. V dalsich studiich Wu et al. (2014) zjistili, Ze tyto
bakterie maji také inhibi¢ni ucinek proti M. plutonius. Stievni bakterie této vcely
vykazovaly antagonisticky ucinek proti M. plutonius z véely medonosné, a proto by

mohly byt pouzity jako biologicky prostfedek ke kontrole EFB (Wu et al., 2014).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Chemikalie
Aceton (Lach-Ner, CR)

Agar (Carl Roth, Némecko)

DNA standard 2-Log-Ladder (0,1 — 10,0 kb) (BioLabs, USA)
GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, USA)

Glukosa (Sigma-Aldrich, USA)

GoTaq polymerase Green Master Mix (Promega, USA)
Hydrogenfosfore¢nan draselny (Penta, CR)

Chlorid sodny (Carl Roth, Némecko)

InstaGene Matrix (BioRad, USA)

Isopropanol 70% (Lach-Ner, CR)

Kvasni¢ny extrakt (Carl Roth, Némecko)

Kyselina ethylendiamintetraoctova (Sigma-Aldrich, USA)
Kyselina nalidixova (Sigma-Aldrich, Italie)

Kyselina octova (Lach-Ner, CR)

Mueller Hinton broth (Carl Roth, Némecko)

PCR voda (Sigma-Aldrich, USA)

Primery (Sigma-Aldrich, USA)

Pyruvat sodny (Sigma-Adrich, Japonsko)

Resazurin sodna stl (Sigma-Aldrich, USA)

SeaKem LE Agarosa (Lonza, USA)
Tetracyklin-hydrochlorid (Fluka, Cina)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich, Némecko)
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3.1.2 Biologicky material

Bakterialni kmeny pouZité pro testovani byly ziskany ze sbirky referenénich kmenti Ceské
sbirky mikroorganismi Masarykovy Univerzity v Brn¢ (Czech Collection of

Microorganisms, Masaryk University Brno, Czech Republic).
Testované bakterialni kmeny:

— Paenibacillus larvae CCM 38
— Paenibacillus larvae CCM 39
— Paenibacillus larvae CCM 4483

— Paenibacillus larvae CCM 4484
— Paenibacillus larvae CCM 4485
— Paenibacillus larvae CCM 4486
— Paenibacillus larvae CCM 4487
— Paenibacillus larvae CCM 4488

— Paenibacillus larvae CCM 5680

K rozliseni genotypu ERIC I-IV byly pouzity referencni kmeny Paenibacillus larvae

ERIC | a Paenibacillus larvae ERIC II poskytnuty od Evy Forsgren ze Svédska.

3.1.3 Pristroje a vybaveni
Analytické vahy (Denver Instrument, Némecko)

Autoklav 2540 EKA (Tuttnauer, Némecko)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Densitometr DEN-1 (Biosan, Lotyssko)

Digitélni fotoaparat (SONY, Japonsko)

Digitalni predvazky (Radwag®, CR)

Elektroforeticky systém MBE-150 (Major Science, USA)
Elektromagnetickd michacka Intelli Stirrer (BioSan, LotySsko)
Flowbox Bioban (Steril, Italie)

Gel Doc EZ Imager systém (Bio-Rad, USA)

Chlazena centrifuga 5418 R (Eppendorf, Némecko)
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Inkubétor Q-CELL (Verkon, CR)

Minicentrifuga MCF 2360 (Vitrum, Ceska republika)

Multifunkéni reader Synergy H1 (BioTek, USA)

PCR T100 termocykler (Bio-Rad, USA)

Spektrofotometr Lightwave Il (Biochrom, VVB)

Termostat CH-100 (BioSan, Loty$sko)

Tiepacka PSU-10i (BioSan, LotySsko)

Ultrazvukova lazen K5 (Kraintek, CR)

Vortex V-1 (BioSan, Lotyssko)

3.1.4 Priprava extrakti z iasy Chlorella sorokiniana
Vodné a acetonové extrakty byly poskytnuty ve formé susiny Ing. Petrou Urajovou, Ph.D.

z Mikrobiologického tstavu Akademie véd v Tieboni. Vodné extrakty byly z fasy

autotrofni (CA), heterotrofni (CHM) a autotrofni degradované (CAD). Autotrofni fasa

byla péstovana venku na svétle, heterotrofni fasa byla péstovana v tanku ve tme a jako

médium byla pouzita glukosa. Autotrofni degradovana tasa se péstovala stejné jako fasa

autotrofni, liSila se pouze v jediném rozdilu, a to Ze po sklizni byla ponechédna na svétle.

Acetonové extrakty pak nesou oznaeni 593 a 871. Tyto extrakty ve form¢ suSiny byly

poté rozpustény ve sterilni vodé piip. acetonu na koncentraci 10 mg.ml=.

3.1.5 Pouzité roztoky a média

Fyziologicky roztok: 0,9% NaCl s 1% glukosou

Resazurin: 0,01% (w/v) vodny roztok

Resazurin: 0,03% (w/v) vodny roztok

TAE (Tris-acetat-EDTA) pufr (500 ml): 121 g Tris; 28,55 ml ledové kyseliny
octové; 50 ml 0,5M EDTA

MYPGP agar: 10 g.I"t Mueller Hinton broth, 15 g.I kvasniény extrakt, 3 g.1*
K2HPO4, 1g.1"2 pyruvat sodny, 20 g.1I't agar (pevné médium)

MYPGP agar: 10 g.I't Mueller Hinton broth, 15 g.I* kvasniény extrakt, 3 g.1*
K2HPO4, 1g.1"! pyruvat sodny (tekuté médium)

Do kazdého piipravovaného média urcené¢ho k difuznim testim bylo po autoklavovani

pfidano 8 ml 10% glukosy a 8 ml kyseliny nalidixové na celkovy objem 400 ml. Do kazdého
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tekutého média uréeného ke stanovovani MIC bylo po autoklavovani ptidano 8 ml 10%
glukosy na celkovy objem 400 ml.
TAE pufr byl pfed pouzitim 50x ziedén.

3.2 Metody

3.2.1 Priprava bakteridlni suspenze
Ze zmrazeného bakterialniho kmene P. larvae byla pfipravena bakterialni suspenze

rozsuspendovanim ve fyziologickém roztoku na vyslednou hustotu 0,5 jednotky
McFarlanda (Votava et al., 2010). Suspenze byla rozetfena pomoci vatové tyéinky ve
ttech riiznych smérech (cca pod tthlem 60°) na MYPGP agaru v Petriho miskach a ty byly
poté inkubovany 2 — 3 dny pii 37 °C.

3.2.2 Oc¢kovani média bakteridlnim kmenem pfimo
Po uplynuti doby inkubace byla z narostlych kolonii pfipravena bakteridlni suspenze

rozsuspendovanim ve sterilni vodé€ na vyslednou hustotu 0,5 McFarlanda a naockovéana
pomoci vatové ty¢inky na MYPGP agar v hranatych Petriho miskach (120 x 120 mm) ve
ttech riznych smérech. Po zaschnuti bakteridlni suspenze byla miska s médiem

pfipravena k testovani extrakti fasy.

3.2.3 Oc¢kovani média bakteridlnim kmenem metodou zalité kultury
Po uplynuti doby inkubace byla z narostlé kolonie pfipravena bakteridlni suspenze

rozsuspendovanim ve sterilni vodé o hustoté 0,5 McFarlanda. Suspenze (2 ml) byla
pfidavéana do tekutého média (50 ml), které poté bylo nalito do hranaté Petriho misky
(120 x 120 mm).

3.2.4 Testovani pomoci difuznich testi
Testovani bylo provadéno nekolika zpisoby. Extrakty byly aplikovany pfimo na misku,

na papirové disky, do uméle vytvofenych jamek ¢i na zalitou bakterialni Kulturu.
Koncentrace vodnych a acetonovych extraktii byla 10 mg.ml™. Po naneseni extraktd
Z fasy byly misky inkubovany dnem vzhiiru 48 h pti 37 °C. Po ukonceni inkubace byly

zméteny pruméry inhibi¢nich zon.

3.2.4.1 Aplikace extrakti rasy primo na inokulované médium
Na Vvyznacena mista bylo na povrch naockovaného pevného média aplikovano 10 pl

extraktu fasy. Testovani bylo zprvu provadéno pro kazdy kmen a extrakt jednou. Nakonec
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bylo zvoleno testovani v triplikatech a pro kazdy kmen dvakrat. Po zaschnuti byly misky

vlozeny do inkubatoru.

3.2.4.2 Aplikace extraktii Fasy na zalitou kulturu
Po zaschnuti média obsahujici bakterialni suspenzi bylo na vyznacena mista na povrchu

média aplikovano 10 pl extraktu fasy. Testovani bylo zprvu provadéno pro kazdy kmen
a extrakt jednou. Nakonec bylo zvoleno testovani v triplikatech a pro kazdy kmen

dvakrat. Po zaschnuti byly misky vlozeny do inkubatoru.

3.2.4.3 Aplikace extrakti rasy do uméle vytvorenych jamek v médiu
Do pevného média byly vykrojeny jamky (primér 3 mm). Poté bylo médium naockovano

testovanym bakteridlnim kmenem. Po zaschnuti bylo do jamek napipetovano 10 pl

extraktu.

3.2.4.4 Aplikace extrakta rasy na papirové disky

Kultivaéni médium bylo naockovano testovanym bakteridlnim kmenem. Po zaschnuti
byly na vyzna¢end mista polozeny papirové disky, na které bylo aplikovano 10 pl

extraktu.

3.2.3 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace
Byla ptipravena bakteridlni suspenze rozsuspendovanim ve sterilni vodé, ktera byla poté

ptidavana do tekutého MYPGP média az do hodnoty absorbance 0,1 (ODgoo). Z MYPGP
média s bakterialni kulturou byl odebran 1 ml, ktery byl centrifugovan (10 min,
8800 x g). Po odstranéni supernatantu byl k peletu pfidan 1 ml 70% isopropanolu, ¢imz
doslo k usmrceni bakteridlnich bunék. Byla provedena inkubace pti pokojové teploté po

dobu 60 min za ob&asného promichavani.

Pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace byla pouzita 96-jamkova mikrotitracni
desticka. Do kazdé jamky bylo napipetovano 50 pl bakterialni suspenze v MYPGP médiu
a 50 pl vodného extraktu fasy. Byla vytvofena koncentrani fada extraktl
s koncentracemi 5 mg.mlt — 0,039 mg.ml?. K fedéni bylo pouzito tekuté kultivacni
médium — MYPGP. Nasledné bylo pro detekci zivych a mrtvych bun€k do kazdé jamky
pfiddno 10 pl modrého barviva resazurin o koncentraci 0,3 mg.ml™?. V pfitomnosti zivé
bunky je modry resazurin redukovan prenosem elektront v dychacim fetézci na rizovy
produkt — resofurin. V kultivaénim médiu bez ptitomnosti bakterii je velmi stabilni, ale
v piitomnosti  bakterii dochdzi krychlé redukci plsobenim napt. NADPH

dehydrogenasy. (Mariscal et al., 2009). Kontrolni vzorky byly pfipraveny z bakterialni
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suspenze usmrcenych buné¢k (100 pl), bakteridlni suspenze zivych bunck (100 pl),
tekuttho MYPGP média (100 pl), 50 pl bakteridlni suspenze s piidavkem 50 pl
antibiotika tetracyklinu (TTC, 200 umol.I"*) a 50 pl bakterialni suspenze usmrcenych
bunck s 50 pl extraktu. Testovani bylo pro kazdy vodny extrakt a kontrolni vzorek
aplikovano v triplikatech. Takto pfipravend mikrotitracni desticka byla za stalého tiepani
inkubovéna ve tmé pii 37 °C po dobu 12 h. Po kultivaci byla odec¢itana MIC podle

zabarveni bakterialni suspenze.

3.2.4 1zolace DNA z Paenibacillus larvae
Odebrané bakterialni kolonie byly rozsuspendovany v 1 ml sterilni vody. Suspenze byla

centrifugovana (1 min, 10000 x g) a k peletu bylo poté pfidano 200 ul lyza¢niho pufru
InstaGene Matrix. Prob&hla inkubace pii 56 °C po dobu 30 minut. Po inkubaci byl vzorek
10 s promichan na vortexu a znovu inkubovan, tentokrat pfi 100 °C a 8 min. Po inkubaci
byl vzorek opét promichan na vortexu a poté centrifugovan (3 min, 10000 x g). Nakonec

byl odebran supernatant, ktery obsahoval vyizolovanou DNA.

3.2.5 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA
Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA bylo provddéno na multifunkénim

readeru Synergy H1. Na specifickou desticku Take3 byly nanaseny vzorky DNA (2 pl) v
duplikatech. Jako slepy vzorek byla pouzita destilovana voda (2 pl) nanesena také
v duplikatu. Byla zméfena absorbance vzorku (pomér Azeonm/A2gonm) a vypoctena

koncentrace DNA.

3.2.6 PCR pro rozliSeni genotypu P. larvae v systému primeria ERIC
Pro zatazeni sbirkovych kmenti P. larvae metodou PCR byly pouzity primery ERICIR a

ERIC2 (Genersch et al., 2006). Sekvence primert jsou uvedeny v Tabulce 1.

3.2.6.1 Priprava PCR smési

Z jednotlivych slozek (Tab. 2) byla do mikrozkumavek piipravena reakéni smés na PCR.
Objemy danych slozek byly pfizpisobeny mnozstvi vzorki (v€etné pozitivni a negativni
kontroly). Objem pfidavané PCR vody se ménil dle mnozstvi objemu DNA tak, aby
celkovy objem byl 12,5 ul. Koncentrace DNA ptiddvana do reakéni smési byla ptiblizné
100 ng.ul L. Pfipravena reakéni smés byla poté spolu s DNA pipetovana do stripi, tak aby
celkovy objem byl 12,5 ul (napt. 1 ul DNA + 11,5 pl reakéni smési PCR). Jako negativni
kontrola byla pouzita PCR voda, kter4 byla pfidavana misto DNA. Pozitivni kontrolou

byla vyizolovana DNA z referen¢nich kmenu P. larvae ERIC | a ERIC II.
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Tab. 1: Sekvence primerti pouzivané pii PCR reakci pro rozliseni genotypti ERIC

Primer Sekvence primeru (5-3")
ERIC1IR ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC
ERIC2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG

Tab. 2: SloZeni reakéni smési pro PCR k rozliSeni ERIC

Slozka Objem (pl) na jednu reakci
PCR voda 4,25
Primer ERIC1R (10 mmol.I*%) 0,50
Primer ERIC2 (10 mmol.I*%) 0,50
GoTaq polymerasa premix 6,25
DNA (100 ng.pul?) 1,00

3.2.6.2 Podminky PCR reakce
Vzorky obsahujici v§echny sloZzky PCR smési byly promichany a kratce centrifugovany.

Poté byly vzorky umistény do pfistroje a byl nastaven program na rozliSeni ERIC
(Tab. 3). Kroky 2 — 4 byly opakovany 34x (Genersch et al., 2006). Po skon¢eni PCR

reakce je pristroj nastaven na teplotu 4 °C.

3.2.7 PCR pro typizaci bakterie Paenibacillus larvae
K uréeni, jedna-li se o bakterii P. larvae, byly pouzity primery AFB Fw a AFB Rew

(de Graaf et al., 2013), jejichz sekvence jsou uvedeny v Tabulce 4.

3.2.7.1 Piiprava PCR smési
Z jednotlivych slozek (Tab. 5) byla do mikrozkumavek ptipravena reakéni smés na PCR.

Objemy danych slozek byly pfizptisobeny mnozstvi vzorki. Objem pfidavané PCR vody
se ménil dle mnozstvi objemu DNA tak, aby celkovy objem byl 12,5 pl. Pfipravena
reak¢ni smes byla poté spolu s DNA pipetovéna do stripti, tak aby celkovy objem byl 12,5
pl (napt. 1 ul DNA + 11,5 pl reakéni smési PCR).
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Tab. 3: Program PCR reakce pro rozliseni genotypt ERIC

Krok Teplota (°C) Cas (min)
Pocatek denaturace 95 2:00
Denaturace 94 1:00
Ptipojeni primert 53 1:00
Syntéza DNA 72 2:30
Posledni cyklus 72 5:00
Chlazeni 4 )

Tab. 4: Sekvence primert pouzitych k ureni P. larvae

Primer Sekvence primeru (5°-3")
AFB Fw CTTGTGTTTCTTTCGGGAGACGCCA
AFB Rew TCTTAGAGTGCCCACCTCTGCG

Tab. 5: Slozeni reakéni smési pro PCR k urceni P. larvae

Slozka Objem (ul) na jednu reakci
PCR voda 4,25
Primer AFB Fw (10 mmol.I*%) 0,50
Primer AFB Rew (10 mmol.I*%) 0,50
GoTaq polymerasa premix 6,25
DNA (100 ng.pl?) 1,00

3.2.7.2 Podminky PCR reakce
Vzorky obsahujici v§echny slozky PCR smési byly promichény a kratce centrifugovany.

Poté byly vzorky umistény do pfistroje a byl nastaven program na ureni P. larvae
(Tab. 6). Kroky 2 — 4 byly opakovany 35x (de Graaf et al., 2013). Po skon¢eni PCR

reakce je pristroj nastaven na teplotu 4 °C.

3.2.8 Detekce PCR produktii metodou gelové agarosové elektroforézy
Byl ptipraven 0,8% (w/v) agarosovy gel (0,8 g agarosy, 100 ml 1x TAE pufru). Suspenze

byla peclivé rozvarena v mikrovinné troubé a po zchladnuti byla nalita do elektroforetické
vanicky. K vizualizaci DNA bylo pouZito barvivo GelRed. Poté byl vloZen hiebinek a gel
byl nechan ztuhnout. Po ztuhnuti byl hiebinek vyndan a vanicka s gelem byla vloZena do
elektroforetického systému s 1x TAE pufrem. Do jamek byly nanaSeny vzorky DNA
ziskané zPCR (6 pl) a marker (4 pl), slouzici jako standard velikosti
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produkti (0,1 — 10,0 kb). Elektroforéza probihala pti konstantnim napéti 80 V, 1 hod. Po

ukonceni byl gel pomoci Gel Doc EZ Imager systému vyfocen a vyhodnocen.

Tab. 6: Program PCR reakce pro urceni P. larvae

Krok Teplota (°C) Cas (min)
Pocatek denaturace 95 2:00
Denaturace 93 1:00
Pfipojeni primert 55 0:30
Syntéza DNA 72 1:00
Posledni cyklus 72 5:00
Chlazeni 4 00
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Difuzni testy
Aplikace vodnych a acetonovych extrakti fasy na plotnu MYPGP média inokulované

bakterialnim kmenem P. larvae metodou papirovych diski se pro testovani
antimikrobialnich ucinkd jevila jako nevhodna. Testovani jsem provedla jak na plotné
naockované piimo (viz kapitola 3.2.4.1), tak i na plotn¢ naockované metodou zalité
kultury (viz kapitola 3.2.4.2). Inhibi¢ni zony se pfi aplikaci na papirové disky u vodnych
extraktti (CA = autotrofni fasa, CAD = autotrofni degradovana fasa, CHM = heterotrofni
fasa) netvotily vilbec a u acetonovych extraktl se vytvofila inhibi¢ni zéna pouze u
jednoho ze dvou testovanych extrakti — 593. Acetonovy extrakt 871 nevykazoval Zadné
antimikrobialni u¢inky. Shabudeen et al. (2016) pouzili k ur¢eni antimikrobialni aktivity
fasy Chlorella vulgaris taky difuzni disky a méli pozitivni vysledek, inhibi¢ni zony se
vytvofily. Moznym divodem, pro¢ se pii mém experimentu inhibi¢ni zény netvorili je
ten, Ze ja aplikovala na disk 10 pl a Shabudeen et al. (2016) 150 ul extraktu. lbrahim et
al. (2015) aplikovali 50 pl extraktu (vodny a ethanolovy) tasy Chlorella vulgaris do
uméle vytvorenych jamek (primér 6 mm) a po inkubaci s inokulovanou G+ bakterii
pozorovali inhibi¢ni zény. V mém piipadé po aplikaci extrakti tasy Chlorella
sorokiniana do uméle vytvotrenych jamek (viz 3.2.4.3) nedochazelo k tvorbé¢ inhibi¢nich
z6n nebo se u nékterych bakteridlnich kment tvofily jen zény s malymi, nepatrnymi
priméry. Koncentraci extraktli jsem méla niz&i (10 mg.ml?), nez které pouzili
Ibrahim et al. (2015) (100 — 500 mg.ml™) a taky jsem do jamky nanasela mensi mnozstvi
(10 pl). Daleko lepsi vysledky vykazovala metoda, kdy jsem extrakty fasy aplikovala
pfimo na povrch inokulovaného média (Obr. 7). U této metody jsem pozorovala tvorbu
inhibi¢nich zon jak u vodnych extraktl, tak i u acetonovych extraktii fasy. Avsak pfi
aplikaci acetonovych extraktli pfimo na misku s médiem inokulovaného bakteridlni
kulturou, se tvofila inhibi¢ni zoéna i u pouzité kontroly — aceton. Aceton je polarni
organické rozpoustédlo, které uz samo o sob¢é vykazuje antimikrobialni G¢inky, patrné
tak doslo k usmrceni bakterii a vytvofeni inhibi¢ni zony. Pro dalsi testovani jsem z tohoto
divodu zvolila aplikaci acetonovych extraktii na médium se zalitou bakteridlni kulturou,
kde byla bakterialni kultura rozprostfena v celém médiu, nikoliv pouze na povrchu. Pro
vodné extrakty fasy jsem jako kontrolu pouzila sterilni vodu, kterd nevykazovala zadné

antimikrobidlni ucinky (Obr. 9), proto jsem pii dalSim testovani pouZzivala pravé tuto
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metodu aplikace extrakt. Aplikaci vodnych a acetonovych extraktii fasy jsem provadéla

v triplikatech a pro kazdy bakterialni kmen P. larvae v duplikatu.

4.1.2 Difuzni testy vodnych extrakti rasy
Vodné extrakty fasy jsem aplikovala v triplikdtech pifimo na MYPGP médium

inokulované bakteridlnim kmenem na povrchu. Na vyznacené misto jsem nanasela 10 pl
extraktu o koncentraci 10 mg.ml. Vsechny tfi typy vodnych extraktl vykazovaly
inhibi¢ni G¢inky proti testovanym bakterialnim kmentim P. larvae (Obr. 10). Nejsilngjsi
antimikrobidlni G€inky mél vodny extrakt CA, ktery tvofil témét u vSech bakteridlnich
kmeni inhibi¢ni zony o velikosti 10 mm. Vyjimkou byly pouze kmeny CCM 4488 a
CCM 5680, jejichz inhibi¢ni zony dosahovaly velikosti 7 — 8 mm. Naopak nejcitlivEjsi
bakterialni kmeny byly CCM 38 a CCM 39, které tvofily zony nejcastéji o velikosti
10 mm a kmen CCM 39 dokonce i 11 mm. Vodny extrakt autotrofni degradované fasy
(CAD) vykazoval o néco mensi inhibi¢ni U¢inky nez extrakt autotrofni fasy (CA).
Vznikajici inhibi¢ni zony nejcastéji dosahovaly primért 8 mm. U vétSiny bakteridlnich
kment byly velikosti inhibi¢nich zén v triplikatech rozdilné, avsak po zprimeérovani

dosahovaly vSechny velikosti 8 mm. Vyjimkou byly jen kmeny CCM 38 a CCM 4484,

jejichz zony mély pii kazdém testovani 8 mm. Nejmensi antimikrobialni Gi¢innost

Obr. 9: Porovnani aplikace acetonovych (A) a vodnych (B) extraktl fasy pfimo na misku (levy
sloupec na obrazku A i B) a do uméle vytvorenych jamek (pravy sloupec obrazku na A i B).
Koncentrace vodnych i acetonovych extraktd byla 10 mg.ml? a byly aplikovany po 10 ul (0,1 mg
na spotu).
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Obr. 10: Inhibi¢ni zony vodnych extraktii aplikované na médium inokulované bakteridlnim
kmenem P. larvae CCM 4483. Extrakty byly nanaseny po 10 pl, coz odpovida mnozstvi 0,1 mg
(10 mg.ulY). V prvnim fadku je extrakt autotrofni fasy, ve druhém fadku je extrakt heterotrofni
fasy, ve tfetim fadku je extrakt autotrofni degradované fasy. V poslednim fadku je sterilni voda
jako kontrola.

vykazoval vodny extrakt CHM, ktery sice vytvofil u ttech kment (CCM 39, CCM 4485,
CCM 4486) inhibi¢ni zoénu o velikosti 10 mm, avSak u vétSiny testovanych kment se
priméry inhibi¢nich zon pohybovaly okolo 7 — 8 mm. U kmentt CCM 4488 a CCM 5680

narostly inhibi¢ni zony pouze o velikosti 7 mm..

Proti G+ bakteriim (Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes a Enterococcus
faecalis), mezi které patii i P. larvae, vykazuje antimikrobialni aktivitu i fasa Chlorella
vulgaris, kterou se ve svych studiich zabyvaly Ibrahim et al. (2015). Inhibi¢ni zony se
tvotily ale pouze o velikosti 6 mm a to i1 pii aplikaci koncentrace extraktu
100 — 500 mg.ml, tedy vétsi nez byla aplikovana koncentrace extraktu fasy Chlorella

sorokiniana.

Na grafech (Obr. 11) mizeme vidét, Ze testované bakterialni kmeny byly vici vodnym
extraktim rtzné citlivé. Priméry inhibi¢nich zony extraktl z autotrofni fasy (CA) se
pohybovaly v rozmezi 6 — 11 mm (one-way ANOVA df = 8, p = 0). U vodného extraktu

autotrofni degradované fasy (CAD) nebyly priméry inhibi¢nich zon tak rozdilné.

40



Nejmensi zony mély v priméru 7 mm a nejvétsi 10 mm. Velikost zon se v§ak mezi sebou
statisticky neliSila (one-way ANOVA df = 8§, p = 0,4). Inhibi¢ni zény u vodného extraktu
heterotrofni fasy (CHM) se pohybovaly také v rozmezi 7 — 10 mm, kmeny byly k tomuto
extraktu rizné citlivé (one-way ANOVA df =8, p =0,0001). U vodnych extraktii CA a
CHM byla hodnota p mensi nez 0,05, plati tedy alternativni hypotéza (Hz), ktera odpovida
ruzné citlivosti testovanych bakteridlnich kment. U vodného extraktu CAD byla hodnota
p veétsi nez 0,05, plati zde proto nulova hypotéza (Ho), ktera tikd, Ze velikosti inhibi¢nich

zon pro vSechny bakterialni kmeny byly podobné.
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Obr. 11: Velikosti inhibi¢nich zén u vodnych extraktl fasy testované na vSech sbirkovych
bakterialnich kmenech P. larvae. A — priméry inhibi¢nich zony pro vodny extrakt autotrofni fasy.
B — pruméry inhibi¢nich zoén pro vodny extrakt autotrofni degradované tfasy. C — pruméry
inhibic¢nich zon pro vodny extrakt heterotrofni fasy (n = 6 pro kazdy kmen).
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4.1.3 Difuzni testy acetonovych extrakti rasy
Acetonové extrakty 593 a 871 jsem aplikovala po 10 pl (10 mg.ml?) na povrch

inokulovaného média metodou zalité¢ kultury (viz kapitola 3.2.3), coZ odpovidalo
mnozstvi 0,1 mg. Na rozdil od vodnych extrakti, kde se tvofily inhibicni zony u vSech tii
extraktu, tak u acetonovych extraktti vykazoval antimikrobialni G¢inek pouze extrakt 593.
Acetonovy extrakt 871 neprojevoval zadné inhibi¢ni U¢inky vacéi ani jednomu
bakterialnimu kmenu P. larvae (Obr. 12). Pouze dochazelo k tvorbé nazelenalého
krouzku v misté jeho aplikace, coZ nejspi§ zplsobilo samotné zbarveni tohoto extraktu.
Inhibi¢ni zény extraktu 593 byly mnohem vét§i nez u extrakti vodnych. Velikost
vytvotenych inhibi¢nich zén se pohybovala okolo 20 mm. Nejvétsi antimikrobidlni
ucinek vykazoval extrakt 593 proti bakteridlnim kmenim CCM 38, CCM 4486 a CCM
4487. U kmene CCM 38 méla inhibi¢niho zéna velikost dokonce 1 24 mm. Naopak
nejvice rezistentni se proti tomuto extraktu jevil kmen CCM 4484, kterému se vytvofily
inhibi¢ni zény pouze u tii ze Sesti testovani. Z tohoto diivodu jsem jej musela vyradit
z vyhodnocovani krabicovymi grafy, kde nelze ud¢lat graf pouze ze tii hodnot

(Krzywinski a Altman, 2014).

Obr. 12: Inhibiéni zony acetonovych extraktii aplikované na médium inokulované bakterialnim
kmenem P. larvae CCM 39. Extrakty byly nanaseny po 10 pl, coz odpovida mnozstvi 0,1 mg
(10 mg.ul™Y). V prvnim fadku je extrakt 593, ve druhém fadku je 871. V poslednim fadku je aceton
jako kontrola.
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Obr. 13: Velikosti inhibiénich z6n u acetonového extraktu fasy 593 testovany proti vSem
sbirkovych bakterialnich kmenech P. larvae (n = 6 pro kazdy kmen).

Na krabicovém grafu (Obr. 13) vidime, ze velikosti zon se mezi bakteridlni kmeny
P. larvae statisticky pfilis§ nelisily (one-way ANOVA, df =7, p = 0,457). Diky ziskané
hodnoté p vime, Ze plati nulovd hypotéza (Ho), nebot’ hodnota p je vétsi nez 0,05.
Inhibi¢ni zony se tvofily v rozmezi 13 — 24 mm. Nejvétsi rozdily ve velikosti inhibi¢nich
z6n byly u kmene CCM 39, kde nejmensi primér inhibi¢ni zony byl 13 mm a nejvetsi 23

mm. Naopak nejmensi rozdily byly u kmeni CCM 4488 a CCM 5680.

Ibrahim et al. (2015) testovali kromé& vodného extraktu fasy Chlorella vulgaris i
antimikrobialni uc¢inky ethanolového extraktu fasy proti G+ bakteriim. Vysledky byly
opét podobné, nebot vytvofené inhibi¢ni zdény dosahovaly menSich rozmérh
(6 — 11 mm) i pfesto, ze koncentrace pouzitého extraktu Chlorella vulgaris byly vétsi

(100 — 500 mg.ml™) nez koncentrace extrakti Chlorella sorokiniana (10 mg.ml™?).

Byly testovany 1 antimikrobidlni G€¢inky acetonového, ethanolového a chloroformového
extraktu fasy Chlorella vulgaris proti G+ i G— bakteriim. Jejich studiem se zabyvali
Shabudeen et al. (2016) a ve svém vyzkumu prokazali, Ze vykazuji inhibi¢ni ucinky.
Koncentrace aplikovanych extraktl fasy byla vsak opét vyssi (100 mg.ml™) a velikosti
inhibi¢nich z6n byly mensi v porovnani s inhibi€énimi zonami acetonového extraktu fasy

Chlorella sorokiniana.
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Antimikrobialni u¢inky proti P. larvae vykazuji i vytazky a esencialni oleje z nékterych
rostlin. Gonzalez a Marioli (2010) testovali antimikrobialni aktivitu u celkem 10 rostlin
a vétsSina Z nich vykazovala antimikrobidlni u¢inky. Také esencidlni oleje z bylinnych
rostlin, jako jen napf. tymian, saturejka a oregano, kterymi se zabyvali Alippi et al.

(1996), vykazuji antimikrobialni u¢inky proti P. larvae.

4.2 Stanoveni MIC vodnych extraktii rasy pro bakterialni kmeny

P. larvae
MIC bakterialnich kment P. larvae jsem stanovovala pomoci 96-jamkové mikrotitra¢ni

desticky se vSemi vodnymi extrakty fasy (CA, CAD, CHM). Prvni pokus o ur¢eni MIC
pouze dle stupent zakalu v jednotlivych jamkach (Votava et al., 2010) s bakterialni
suspenzi nebyl Gspésny. Proto jsem podle Damiani et al. (2014) pro dalsi testovani
pouzila barvivo resazurin 0,01 % (w/v). Do kazdé jamky bylo pfidavano 10 pl barviva,
avSak ur¢eni MIC bylo i nadale obtiZzné, misto jasného fialového a riZového zbarveni
bylo pozorovéno tmavé rtuzové a svétle rizové zbarveni (Obr. 14). Kvili tomuto
problému byla koncentrace resazurinu zvysena na 0,3 mg.mlt. MIC byla stanovovana
z triplikath vSech vodnych extraktl. Jako nejuicinnéjsi vodny extrakt se jevil extrakt CA,
ktery vykazoval nejsilngj$i antimikrobialni u¢inky (Tab. 9). MIC dosahovala u
bakterialnich kmenti CCM 4484 a CCM 4486 pouze 0,039 mg.ml™?. U dalsich dvou
vodnych extraktli takto nizka MIC nebyla pozorovana. Nejvice rezistentni vii¢i tomuto
extraktu byly pouze bakteridlni kmeny CCM 39 a CCM 4483, které mely MIC
0,625 mg.ml. Pro ostatni kmeny P. larvae byla MIC extraktu CA 0,156 mg.ml™ nebo
0,312 mg.ml. Vodny extrakt CAD nemél tak silné inhibiéni uéinky jako extrakt CA
(Tab. 9). Jeho nejnizsi MIC byla 0,078 mg.ml™* u kmene CCM 4486, ktery se jevil jako
nejcitlivéjsi. Ostatni kmeny byly mnohem odolnégjsi, u kmenli CCM 4483 a CCM 4488
byla stanovena MIC az 1,25 mg.mlI a u kmeni CCM 39 a CCM 5680 dokonce az
2,5 mg.mlt. Extrakt heterotrofni fasy (CHM) mél antimikrobidlni w¢inky nejslabsi
(Tab. 9). U vétsiny kmenti P. larvae byla stanovena MIC 2,5 mg.ml? a pouze u dvou
kmenti (CCM 4484 a CCM 4487) byla MIC 0,625 mg.ml™. Nejcitlivéjsi byl vii¢i tomuto
extraktu opét bakteridlni kmen CCM 4486, u kter¢ho byla stanovena MIC
0,156 mg.ml2.
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Tab. 9: Primérné hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace vodnych extraktli pro bakterialni
kmeny P. larvae méfenych pomoci resazurinu

Oznaceni kmene P. larvae Vodné extrakty tasy

CA CAD CHM

Koncentrace (mg.ml?)

CCM 38 0,156 0,625 1,25
CCM 39 0,625 2,5 2,5
CCM 4483 0,625 1,25 2,5
CCM 4484 0,039 0,156 0,625
CCM 4485 0,312 1,25 2,5
CCM 4486 0,039 0,078 0,156
CCM 4487 0,156 0,312 0,625
CCM 4488 0,156 1,25 2,5
CCM 5680 0,312 2,5 2,5

Jako kontrola bylo pouZzito mj. antibiotikum TTC (200 umol.1%), ktery by mél byt natolik
ucinny, aby dokazal usmrtit bakteridlni buiky. Jak vSak miZeme vidét na
Obr. 14-A, k usmrceni bakterii nedoslo, bakterialni suspenze byla zbarvena do rizova.
Tento roztok TTC jsem pfipravovala asi pal roku pied tim, nez byla MIC stanovovéna,
coz patrn¢ zpusobovalo jeho neucinnost. Byl proto pfipraven cerstvy roztok, ktery

vykazoval antimikrobialni u¢inky (Obr. 14-B).
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Obr. 14: Porovnani zbarveni média s bakterialni suspenzi po pridavku resazurinu o koncentraci
0,1 mg.ml! a bakteridlniho kmene CCM 39 (A) a resazurinu 0 koncentraci 0,3 mg.ml! a
bakterialniho kmene CCM 38 (B). Koncentrace extrakti vfadach: A — 5 mg.ml,
B —-2,5mg.ml?, C - 1,25 mg.ml?, D — 0,625 mg.ml, E — 0,312 mg.ml?, F - 0,156 mg.ml?,
G - 0,078 mg.ml?, H - 0,0,39 mg.ml. Sloupce 1 — 3: CA extrakt, sloupce 4 — 6: CAD extrakt,
sloupce 7 — 9: CHM extrakt. 10 — 12A: TTC (100 pmol.l), 10 — 12B: mrtvé buiiky,
10 — 12C: zivé buiky, 10 —12D: MYPGP médium, 10 — 12E: suspenze mrtvych bun¢k + CA
extrakt (10 mg.ml?), 10 — 12F: suspenze mrtvych bun&k + CAD extrakt (10 mg.ml?),
10 — 12G: suspenze mrtvych bunék + CHM extrakt (10 mg.ml™).
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MIC jsem stanovovala podle toho, k jaké barevné zméné doslo. Zmenil-li se ptivodné
modry resazurin na fialovy, tak bakterialni buniky byly usmrceny. Pokud doslo ke zméné
na rizovy produkt, znamenalo to, Ze bakteridlni buiiky usmrceny nebyly. V posledni fadé
v mikrotitracni desticce, kde byl resazurin fialovy, jsem odecetla MIC. Na Obr. 15 vidime
vysledek z testovani vodnych extraktl fasy s bakteridlnim kmenem CCM 4487. Pro CA
extrakt jsem stanovila MIC v #adku F, ktera odpovida 0,156 mg.ml™. U CAD extraktu
vidime posledni fialovy fadek v fadé E, kde je koncentrace CAD extraktu 0,312 mg.ml™.
Pro posledni extrakt CHM jste stanovila MIC 0,625 mg.ml™, tedy v fadku D.

r @ M m O O ® »

Obr. 15: Stanoveni MIC vodnych extrakt s bakterialnim kmenem CCM 4487. Koncentrace
extraktd v fadach: A — 5 mg.ml?, B — 25mg.ml?, C — 1,25 mg.ml?, D — 0,625 mg.ml?,
E - 0312 mgml?, F-0,156 mg.ml%, G - 0,078 mg.ml?, H — 0,0,39 mg.ml™
Sloupce 1 — 3: CA extrakt, sloupce 4 — 6: CAD extrakt, sloupce 7 — 9: CHM extrakt. 10 — 12A:
TTC (100 pmol.1'%), 10 — 12B: mrtvé buiiky, 10 — 12C: Zivé buiiky, 10 — 12D: MYPGP médium,
10 — 12E: suspenze mrtvgch bunék + CA  extrakt (10 mgml?),
10 — 12F: suspenze mrtvych bunék + CAD extrakt (10 mg.mlt), 10 — 12G: suspenze mrtvych
bun&k + CHM extrakt (10 mg.ml™).
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4.3 Klasifikace P. larvae podle genotypu ERIC I-1V
Podle protokolu de Graaf et al. (2013) jsem k izolaci DNA pouzila lyza¢ni pufr InstaGene

matrix, izolovanou DNA jsem pak zfedila na koncentraci 100 ng.ul™.

Pted zacatkem méfteni bylo nutné optimalizovat pfidavané mnozstvi DNA do PCR smési.
Otestovala jsme celkem sedm rtiznych objemi, resp. koncentraci DNA (1 pl; 1,5 pl; 2 pl;
2,5 ul; 3 ul; 3,5 ul a 4 pl) které odpovidaly dané koncentraci 100 ng.ul™?. Z vysledki
(Obr. 16) jsem poté vybrala ptidavani DNA po 1 ul, kde se tvotilo nejvice viditelnych
bandi. Déle bylo tfeba optimalizovat koncentraci pouzitého markeru (BioLabs). Vyrobci
udavaji koncentraci 1000 pg.ml™?, tato koncentrace byla v§ak vysokd, nebot byly piilis
vyrazné a nerozdélené bandy. Po zfedéni na koncentraci 250 pg.ml* poskytoval marker

bandy rozdélené a Iépe Citelné.

4.3.1 Typizace bakterialnich kmeni P. larvae
K typizaci bakterie P. larvae jsem pouzila primery (Tab. 4) podle de Graaf et al. (2013),

kteti dale uvadéji, Ze cilovy produkt PCR pro bakterii P. larvae je tvofen 1106 pary bazi
(bp, base pair). Uréila jsem, ze referen¢ni kmeny ERIC I a ERIC II patii mezi P. larvae,
nebot’ u obou kment vznikly PCR produkty v dané velikosti (Obr. 17).

1000 bp

500 bp

Obr. 16: Testovani vhodné koncentrace DNA izolatu bakterialniho kmene CCM 39. 1: 1 ul DNA
(130 ng.pul™?); 2: 1,5 ul DNA; 3: 2 ul DNA; 4: 2,5 ul DNA; 5: 3 ul DNA; 6: 3,5 ul DNA; 7: 4 ul
DNA,; 8: marker (1000 pl.ml?).
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Obr. 17: Rozliseni bakterie P. larvae pro ERIC | a ERIC II. 1: ERIC | (103 ng.ml?), 2: ERIC Il
(100 ng.mlY), 3: marker (250 ul.ml™).

4.3.2 Klasifikace bakterialnich kmenu P. larvae do systému ERIC I-1V
Pro Kklasifikaci bakterii P. larvae do systému ERIC jsem pouzila primery (Tab. 1)

navrzené Versalovic et al. (1994). Produkty PCR byly separovany v 0,8% agarosovém
gelu, podle typickych bandi je mozné jednotlivé genotypy rozlisit. Genersch et al. (2006)
uvadéji, ze pro ERIC I a ERIC 11 je typicky band produkt o velikosti 970 bp. K rozliseni
genotypu ERIC I a II slouzi produkt o velikosti 2800 bp, ktery je pravé charakteristicky
pro ERIC II a produkt o velikosti 1200 bp, ktery je naopak typicky pro genotyp ERIC I.
Genotyp ERIC III se vyznacuje dvéma bandy produktt o velikosti mezi 1500 — 2000 bp.
Takto velké produkty se vykytuji také u ERIC I a ERIC 11, av§ak u ERIC III neni produkt
0 velikosti 970 bp charakteristicky pro ERIC I a 1l (viz Obr. 18).
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Obr. 18: Charakteristické velikosti PCR produktti znazornéné hvézdi¢kou nebo Sipkou pro dané
genotypy ERIC I-1V. 1: marker, 2 — 5: referenéni bakterialni kmeny pro ERIC I, 6 — 8: referen¢ni
bakterialni kmeny pro ERIC II, 9: referencni bakterialni kmen pro ERIC III, 10 — 13: referencni
bakterialni kmeny pro ERIC IV (pfevzato od Genersch et al., 2006)
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Kromé téchto rozdili popisuji Ashiralieva a Genersch (2006) i barevné rozdily mezi
genotypy. ERIC II a ERIC III se vyznacuji oranzovym zbarvenim bakterialnich kolonii,
¢imz se od zbylych dvou odliSuji. ERIV I a ERIC IV maji spiSe naSedlé kolonie.
Z testovanych kmend mél jako jediny oranZové kolonie kmen CCM 38, proto je mozZné,
ze se jedna o ERIC II nebo ERIC III. Pravdépodobné;jsi je vSak ERIC II, jehoz vyskyt je
vV Evropé¢ velmi casty, na rozdil od ERIC III (i ERIC IV), ktery byl izolovén jen velmi
ziidka (Genersch, 2010, Bassi et al., 2015). Avsak prokazat se mi to nepodafilo a ani
ostatni bakterialni kmeny jsem nemohla zaradit do jakého genotypu dle ERIC systému
patii, nebot’ nejvyraznéjsi bandy se pohybovali pouze okolo 400 bp a ani u jednoho
kmene nebyly pozorovany bandy specifické pro dany genotyp ERIC (Obr. 19). Stejny
vysledek jsem pozorovala i u testovanych referen¢nich kmentt — ERIC | a ERIC II.
ZKusila jsem navysit poéet opakovani 2 — 4 kroku (rozvolnéni DNA — pfipojeni primert
— syntéza DNA) z 34 na 50 cyklu jak uvadi Bassi et al. (2015). Pii vys$$im poctu cykld,
nez je 30, se také zvysuje riziko degradace polymerasy, coz pravdépodobné nastalo
Vv naSem piipad€, a proto nebylo mozné sbirkové kmeny P. larvae klasifikovat. Do
reak¢éni smési PCR jsem piidavala GoTaq polymerasu Green Master Mix, zatimco Bassi
et al. (2015) pouzivali FastStart Taq DNA polymerasu (Roche), pomoci které dokazali
ptifadit kazdy ze 117 testovanych bakteridlnich kment P. larvae Kk ur¢itému ERIC
genotypu. Vétsinou se jednalo o nejrozsifencjsi genotyp ERIC I a pouhych 16 se fadilo
mezi ERIC II. Nepodafilo se mi urcit do jakého genotypu patii mé testované sbirkové
kmeny P. larvae, proto bude potfeba nadale metodu optimalizovat a vyzkouset ptipadné

jiny kit polymerasy.

Obr. 19: Rozliseni genotyptt ERIC pro kazdy kmen P. larvae. 1: CCM 38 (122 ng.ul), 2: CCM
39 (130 ng.pul?), 3: CCM 5680 (153 ng.ult), 4: CCM 4483 (160 ng.ul?), 5: CCM 4484
(140 ng.ult), 6: CCM 4485 (150 ng.ul?), 7. CCM 4486 (140 ng.ul?), 8: CCM 4487
(118 ng.ul), 9: CCM 4488 (130 ng.ul?), 10: marker (250 pl.ml?), 11: ERIC 1 (101 ng.ul), 12:
ERIC II (80 ng.ult), 13: PCR voda
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5 ZAVER

V teoretické Casti jsem vypracovala literdrni reSerSi o imunitnim systému vcel se
zamé&fenim na obranné mechanismy proti bakteridlnim ndkazam, dale pak o metodéch a
testovani antimikrobialnich latek a také o moznostech praktického vyuziti fasy Chlorella

sorokiniana.

Predmétem mé praktické ¢asti bylo optimalizovat metodu pro stanoveni antimikrobialni
aktivity vodnych a acetonovych extrakti fasy Chlorella sorokiniana vici riznym
sbirkovym kmenum P. larvae. Jako nejvhodnéjsi se jevila metoda aplikace extraktl fasy
pfimo na médium, které bylo v pfipadé vodnych extraktl inokulované na povrchu a u
acetonovych extraktt byla bakterialni kultura do média zalita. Pfi aplikaci extraktl na
difuzni disky nebo do umeéle vytvofenych jamek v médiu dochazelo k slabé nebo zZadné
antimikrobialni aktivité. Nejsilngjsi inhibi¢ni u¢inky z vodnych extrakti vykazoval CA
extrakt, ktery tvofil v priméru nejvétsi inhibicni zony v porovnani s CAD a CHM

extraktem. U acetonovych extrakti vykazoval antimikrobidlni aktivitu pouze extrakt 593.

Déle jsem stanovovala pomoci 96-jamkové mikrotitra¢ni desticky MIC vodnych extraktii
fasy se vSemi testovanymi bakterialnimi kmeny P. larvae. Nejvétsi antimikrobialni
aktivitu mél opét CA extrakt, jehoZ hodnoty MIC dosahovaly niZSich hodnot nez u

extrakti CAD nebo CHM, ¢imz jsem si potvrdila vysledek z pfedchoziho experimentu.

Poslednim bodem bylo metodou PCR =zafadit testované kmeny P. larvae do
mezinarodniho klasifikaéniho ramce genotypti ERIC I-IV. Metodu se vSak nepodatilo

optimalizovat, proto jsem nebyla schopna dané bakterialni kmeny zatadit.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AFB American foulbrood (mor v¢eliho plodu)
AmP antimikrobialni peptidy

CA autotrofni fasa

CAD autotrofni degradovana tasa

CGF Chlorella growth factor

EFB European foulbrood (hniloba véeliho plodu)
ERIC enterobacterial repetitive intergenic consensus
G- gram-negativni

G+ gram-pozitivni

CHM heterotrofni fasa

KTJ kolonii tvofici jednotka

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

MJRP major royal jelly protein

oD optical density (optickd hustota)

PC papirova chromatografie

PCR polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
PO fenoloxidasa

proPO profenoloxidasa

RLU relativni svételna jednotka

TAE Tris-acetat-EDTA pufr

TTC tetracyklin
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