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V diplomskem delu smo raziskali vpliv viskoznosti na fiziologijo bakterije
Escherichia coli. Preverili smo vpliv hidrofobno modificirane hidroksietil celuloze
(HMHEC) na fizikalno-kemijske lastnosti gojis¢ in sposobnost E. coli za
razgradnjo HMHEC-a. HMHEC v razponu koncentracije od 0 do 1 % (w/V)
ni pomembno vplival na pH ali koncentracijo raztopljenega kisika v gojiscu.
Sposobnost E. coli za razgradnjo HMHEC-a smo preverili z merjenjem
koncentracije redukcijskih koncev. E. coli ni bila sposobna razgraditi HMHEC.
Hitrost rasti v odvisnosti od viskoznosti smo spremljali z merjenjem opticne
Aktivnost metabolizma in pretok ogljika skozi centralne metabolne poti smo
spremljali preko endogene respiracije, celokupne dehidrogenazne aktivnosti in
merjenjem aktivnosti glukoza-6-fosfat dehidrogenaze, piruvat Kkinaze in
fosfofruktokinaze. Pri viskoznosti, ki je bila 16 mPas ali visja, se je metabolna
aktivnost zniZala, tako na nivoju skupnih dehidrogenaz, kot tudi pri produkciji CO,.
Z viskoznostjo se je statisticno znacilno povecala aktivnost glukoza-6-fosfat
dehidrogenaze. PoviSana viskoznost je za E. coli predstavljala stres, ki se je odrazil
v zmanjSani hitrosti rasti, nizjem kon¢nem Stevilu celic ter znizanimi aktivnosti
piruvat kinaze in fosfofruktokinaze. Vpliv viskoznosti na bakterijske medvrstne
odnose smo proucevali s tremi sevi: E. coli, V. ruber in mutanto bakterije V. ruber,
ki ne proizvaja prodigiozina. Razli¢ne tipe kokultur smo gojili pri treh razli¢nih

cev v

statisti¢no znacilno vplivala na odnose med bakterijami gojenimi v kokulturah.
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In this work we have studied the effect of viscosity on physiology of the bacterium
Escherichia coli. Viscosity of the medium was changed with Hydroxyethyl
cellulose (HMHEC). HMHEC in a concentration range from 0 to 1 % (w/V) did not
significantly affect the pH or the concentration of dissolved oxygen in the culture
medium. We determined the ability of E. coli to enzymatically degrade HMHEC by
measuring the concentration of sugar reducing ends. E. coli was not able to degrade
HMHEC. The effect of viscosity on the growth rate of E. coli was determined
by optical density measurements (ODegso) of culture medium. The growth rate was
lowest at the highest viscosity. The metabolic activity and carbon flow rate were
monitored by endogenous respiration, total dehydrogenase activity, and metabolic
flow through glycolisis. At the viscosity of 16 mPas or higher the metabolic
activity decreased both at the level of total dehydrogenase activity and production
of CO,. Glucose-6-dehydrogenase activity increased significantly with viscosity.
Increased viscosity of the growth media induced stress response in E. coli, which
caused a reduction in growth rate, the final CFU number, activity of pyruvate
kinase and phosphofructokinase. The influence of viscosity on bacterial
inter-species relationships was studied with E. coli, V. ruber WT, and mutant
V. ruber unable to produce prodigiosin pigment. Different types of co-cultures were
grown at three different viscosities of the media and corresponding Malthusian
fitness was calculated. Viscosity did not significantly affect the relationship
between the co-cultured bacteria.
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1 UVvOD

Bakterije so v nenehnem stiku s svojim okoljem. Okolje je vse tisto, kar bakterijske celice
obdaja in vpliva na njihovo rast in delovanje. Pomembni dejavniki okolja, ki vplivajo na
mikrobno rast in so dobro raziskani, so: temperatura, pH, osmolarnost in dostopnost kisika.
Mikroorganizmi so v svojem mikrookolju obdani s teko¢inami, ki se neprestano gibljejo,
gibanje tekocin in posledi¢no notranje trenje tekoCin podaja viskoznost. Vpliv viskoznosti

na fiziologijo bakterij je slab3e poznan.

Viskoznost gojisca vpliva na obnaSanje tekocin. V Cistilnih napravah je stopnja delovanja
mikroorgnizmov v aktivnem blatu odvisna od viskoznosti. Viskoznost igra pomembno
vlogo v mnogih tehnoloskih procesih, predvsem v proizvodnji barv, kjer uporabljajo
razli¢na gostila za ¢im bolj enakomeren nanos barve na povrsino. Viskoznost barvil je
pomembna tudi v tiskarski industriji (npr. velikost kapljice, poraba barvila, debelina sloja
in enakomernost nanosa, resolucija tiska oz. loCljivost barvne lestvice). V Zivilski
tehnologiji je viskoznost hrane pomembna tako iz senzori¢nega in estetskega kot tudi
mikrobioloSkega vidika, saj gostila znizujejo vodno aktivnost in podaljSujejo obstojnost
zivila. Pri bolnikih s cisticno fibrozo je viskoznost sluzi (mukusa), nadvse pomemben
dejavnik, saj zaradi povecCane viskoznosti in posledicno zastajanja sluzi v pljucih
mukociliarno dvigalo ne uspe odstraniti sluzi, le-ta pa predstavlja gojis¢e za razli¢ne
bakterije, izmed Katerih je patoloSko najpomembnejSa bakterija Pseudomonas aeruginosa,

ki povzroc¢a hude pljucnice.

Vpliv viskoznosti gojisc¢a na rast in delovanje bakterij je bil opisan pri po Gramu negativni
bakteriji Vibrio ruber (Bori¢ in sod., 2012), pri ostalih bakterijah je vpliv viskoznosti
slabSe poznan. V ta namen smo izbrali po Gramu negativno bakterijo Escherichia coli
K-12 MG1655, ki spada med najbolje proucene bakterije. Uporabili smo orodja in metode,
ki so bile razvite za sledenje fiziologije bakterij in doloc€ili nacin njihove prilagoditve na

spremembe viskoznosti v okolju.
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1.1 NAMEN IN HIPOTEZE DELA

Namen diplomskega dela je prouciti fiziologijo bakterije E. coli v razlicno viskoznih

dejavnik okolja, ki lahko vpliva na rast in metabolizem bakterij, manj pa na odnose med
razli¢nimi bakterijami, gojenimi v kokulturah. Do sedaj se vplivu viskoznosti na fiziologijo
bakterij ni posvecalo veliko pozornosti, zato bo diplomsko delo prispevek k prepoznavanju

viskoznosti kot pomembnega fizikalnega dejavnika okolja.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

V diplomskem delu smo postavili naslednje hipoteze:
« hidrofobno modificirana hidroksietil celuloza spremeni viskoznost, ne pa tudi
drugih fizikalno-kemijskih lastnosti gojisc;
« Dbakterija E. coli ne razgradi hidrofobno modificirane hidroksietil celuloze, ki jo
uporabljamo za spreminjanje viskoznosti gojisc;
o sprememba viskoznosti gojis¢ vpliva na:
o rast bakterije E. coli,
o metabolno aktivnost bakterije E. coli,
o pretok ogljika skozi centralne metabolne poti pri bakteriji E. coli;

e zVviSanjem viskoznosti se ne spremenijo bakterijski medvrstni odnosi.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 VPLIV DEJAVNIKOV OKOLJA NA FIZIOLOGIJO BAKTERN

Na rast in delovanje bakterij vplivajo mnogi okoljski dejavniki, med katerimi imajo
kljuéno vlogo temperatura, pH, slanost, dostopnost hranil, koncentracija kisika, redoks
stanje in UV sevanje (Kim in Gadd, 2008). Spremembe fizikalno-kemijskih pogojev
v naravnem okolju predstavljajo za bakterije stres, ki se mu morajo prilagoditi.

Temperatura je eden najpomembnejSih okoljskih dejavnikov, ki vpliva na rast in
prezivetje mikroorganizmov. Razlikujemo med Stirimi skupinami mikroorganizmov, glede
na njihov temperaturni optimum, in sicer: psihrofili (0-10 °C), ki uspevajo pri nizkih
temperaturah, mezofili, ki uspevajo pri srednjih temperaturah (10-40 °C), termofili
z visokim temperaturnim optimumom (40-70 °C) ter hipertermofili z optimumom pri zelo

visokih temperaturah (70-95 °C in vec¢) in ekstremni hipertemofili (> 100 °C). E. coli je

tipicen mezofil z optimalno temperaturo v kompleksnem gojiscu 39 °C, maksimalno
temperaturo 48 °C ter minimalno temperaturo 8 °C. Bakterije se na okolje z visjo
temperaturo od njihovega optimuma prilagajajo z izrazanjem proteinov toplotnega Soka.
Ti preprecujejo denaturacijo celiénih struktur in molekul, pomagajo pri zvijanju proteinov
ter omogocajo lazjo translokacijo proteinov v membrani (Kim in Gadd, 2008). Odziv na
toplotni Sok uravnavata sigma faktorja 6E in ocH. Z viSanjem temperature se poveca tudi
fluidnost membrane, zato se vanje vgradijo nasi¢ene mascobne kisline, ki povecajo
rigidnost (Sinensky, 1974). Obratno se zgodi pri hladnem Soku, pri Cemer bakterije
Vv svojih membranah akumulirajo nenasi¢ene mascobne kisline (Sinensky, 1974; Kim in
Gadd, 2008). E. coli poleg sprememb v sestavi membrane tudi zniza hitrost rasti in nivo

metabolizma (Ivanci€ in sod., 2009; Ivancic, 2012).

S pH vrednostjo podajamo kislost oz. alkalnost okolja. Vsak organizem uspeva
pri dolo¢enem razponu pH vrednosti okolja in obicajno znasa 2-3 enote pH okrog
pH optimuma. Vecina naravnih okolij ima pH med 5 in 9. Organizmom, ki najbolje
uspevajo pri nizkih pH vrednostih, pravimo acidofili, medtem ko alkalofili naseljujejo

okolja z visokim pH. Veéina mikroorganizmov, vkljuéno z E. coli, spada v skupino
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neutrofilov s pH optimumom med 6 in 8. Kljub razli¢cnim pH vrednostim zunanjega okolja
mora biti znotrajceli¢ni pH blizu nevtralnega, da ne pride do poskodb makromolekul, ki so

obcutljive na kislo oz. bazi¢no okolje (Madigan in Martinko, 2006).

Glede na to, kako dobro so se organizmi zmozni prilagoditi na slanost okolja, jih uvrstimo
med ne-halotolerantne, halotolerantne, halofile ter ekstremne halofile, ki za rast

potrebujejo 15-30 % soli (Madigan in Martinko, 2006). Bakterije se prilagajajo na
spremembe v slanosti okolja 0z. osmotski stres tako, da bodisi vzdrzujejo koncentracijski
gradient s Crpanjem anorganskih ionov v celico, bodisi sintetizirajo oz. koncentrirajo
kompatibilne organske topljence. (Oren, 2001; Madigan in Martinko, 2006). Pri obeh
procesih se porablja energija v obliki ATP (Oren, 2001), kar se odraZza na slabsi rasti ter
intenzivnejSem metabolizmu (Danevcic, 2006). Odziv bakterij na spremembe v slanosti
okolja se kaze tudi v prilagojeni sestavi in urejenosti njihovih membran (Lindblom in
Rilfors, 1992). E. coli spada med ne-halotolerantne mikroorganizme.

Dostopnost hranil je eden izmed poglavitnih dejavnikov, potrebnih za rast. Ko bakterijam
zmanjkuje hranil, najprej zaustavijo rast (Madigan in Martinko, 2006), obenem se v celicah
sprozijo prilagoditveni procesi, ki vkljucujejo: znizanje sinteze proteinov, povisanje
koncentracije (p)ppGpp (Kim in Gadd, 2008), ki poveca izrazanje sploSnega regulatorja
rpoS (oS), zaradi katerega se spremenita velikost in oblika celice, ter sestava membrane
(Kim in Gadd, 2008).

Koncentracija kisika je pomembna v aktivnem metabolizmu in rasti aerobnih kultur, kjer
se kisik porablja. Nizje koncentracije kisika aktivirajo druge poti metabolizma, kot so
uporaba alternativnih prejemnikov elektronov in fermentacija. Posledi¢no se spremeni
potek CCK, aktivacija encimov kot sta fumarat reduktaza in nitrat reduktaza, ter aktivnost
glioksilatnega cikla in metabolizma masc¢ob (Kim in Gadd, 2008). E. coli spada med
fakultativne anaerobe, kar pomeni, da bolje raste v prisotnosti kisika, lahko pa raste tudi

v anaerobnih okoljih, takrat vrsi anaerobno dihanje ali fermentacijo.
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UV sevanje letalno ucinkuje na mikroorganizme, saj poskoduje DNA in onemogoci
prepisovanje in prevajanje genetskih informacij (Qiu in sod., 2004). Bakterije preprecujejo
poskodbe, nastale kot posledica UV sevanja, s kopi¢enjem pigmentov (melanin,
karotenoidi in drugi) v svojih membranah ali slojih spor, ki absorbirajo pri valovnih
dolzinah v UV obmo¢ju. Splosno razsirjeni so tudi popravljalni mehanizmi, ki vkljucujejo
rekombinacijo, fotoreaktivacijo ter izrezovanje poSkodovanih mest z endonukleazami
(Goosen in Moolenaar, 2008). Bakterije pri poskodbah DNA aktivirajo tudi SOS odziv, pri
¢emer morajo biti celice metabolno aktivne. Pri E. coli je SOS odziv reguliran s proteinom
RecA, ki nastane na mestih poskodb DNK in aktivira samocepitev proteina LexA (Butala
in sod., 2011). Ze manjse po3kodbe vodijo v izraZanje genov lexA, recA, uvrA, uvrB in
uvrD, Kkaterih cilj je popraviti nastale poskodbe. Ce jim to ne uspe, se aktivira $e izrazanje
genov sulA, umuD in umuC. Protein SulA ustavi celi¢no delitev z inhibicijo oblikovanja
proteinskega obrofa FtsZ, kar stimulira popravljanje poskodb s sistemom UmuDC

(Lehninger in sod., 2004).

2.2 VISKOZNOST KOT DEJAVNIK OKOLJA

2.2.1 Viskoznost

Viskoznost je fizikalna lastnost tekoCin, ki pove, kako se tekoc¢ina odzove na deformacijo
zaradi delovanja striznih sil ter kakSno je notranje trenje tekoCine pri pretakanju. Bolj
viskozne tekocine se tezje pretakajo in mesajo, saj pocasnejse plasti teko¢ine zadrzujejo
hitrejSe. V smeri, ki je pravokotna na plast tekocine, zato nastane gradient hitrosti
(strizna hitrost). Med sosednjima plastema pa deluje strizna sila (F), ki je sorazmerna
velikosti sti¢ne ploskve S in strizni hitrosti. Pri ravnih plasteh, kjer se hitrost spreminja le
V pre¢ni smeri, je strizna hitrost enaka 6v/dy, to je spremembi hitrosti na enoto precne
razdalje (enacba 1):

dv,
dy

F=7S

(1)
Sorazmernostni koeficient 1 imenujemo koeficient viskoznosti oziroma viskoznost. Enota

zanjo je 1 kgm™s™ = Nsm™ = Pas (paskal sekunda). Na viskoznost vpliva temperatura,
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in sicer se z visanjem temperature viskoznost tekofine manjsa, od tlaka pa je neodvisna
(Stepisnik, 1997). Glede na viskoznost lo¢imo razli¢ne tipe tekocin: newtonske in
nenewtonske. Za newtonske tekoCine velja, da sta strizna napetost in prirastek hitrosti
premo sorazmerna, medtem ko za nenewtonske tekoc¢ine omenjeno ne velja. Nenewtonske
tekocCine se po viskoznosti locijo na tiksotropne, reopekticne, dilatatne in pseudoplasti¢ne.
Tiksotropne so bolj pogoste, zanje velja, da se njihova viskoznost pod vplivom sile
s casom zmanjsa, reopekticnim tekoCinam pa se viskoznost s ¢asom poveca (Batchelor,

2000; Kirby, 2010).

2.2.1.1 Meritev viskoznosti

Merjenje viskoznosti se opravlja z razli¢nimi instrumenti oz. tehnikami, ki so odvisni od
obmocja meritev. Tako lo¢imo merjenja viskoznosti na makroskopski in mikroskopski
velikostni skali. V diplomskem delu smo viskoznost merili na makro skali z rotacijskim

reometrom.

2.2.1.2 Spreminjanje viskoznosti gojis¢

Za spreminjanje viskoznosti gojiS¢ se uporabljajo polimeri, ki temeljijo na ogljikovih
hidratih (agar, agaroza, celuloza, karboksimetil celuloza) ter proteinih (Zelatina).
Hidrofobno modificirana hidroksietil celuloza (HMHEC), ki smo jo uporabili kot gostilo
v tem diplomskem delu, se proizvaja v ve¢ razli¢icah in se uporablja v Sirokem naboru
industrijskih aplikacij (npr. gostila za barve in barvila, zobne kreme in kozmeti¢ni izdelki),
kakor tudi v proizvodnji zivil. HMHEC je hidrofobno modificirana hidroksietil celuloza, Ki
ima na hidroksietilno skupino vezano razli¢no Stevilo alkilnih skupin (MS faktor). Gre za
stabilen, bel praSek, ki je dobro topen v vodi. Vodna raztopina HMHEC je prozorna in ne

omejuje merjenja opti¢ne gostote.



.....

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Enota medodd. Studija mikrobiologije, 2014

2.2.1.3 Vpliv viskoznosti na bakterije

Vecina Studij, kjer se bakterije uporabljajo kot modelni organizmi, se izvaja pri dveh
voda z viskoznostjo od 0,8 do 1,8 mPas; odvisno od temperature (Fofonoff, 1962) ter
v visoko strukturiranih viskoznih biofilmih z viskoznosjo od 1 Pas do 10° Pas
(Hall-Stoodley in sod., 2004). Obstajajo znatne razlike v genski ekspresiji ter fiziologiji
med bakterijami teh dveh ekstremov (Davey in O'Toole G, 2000; Resch in sod., 2006;
Resch in sod., 2005). Kaj se dogaja v okoljih z vmesno viskoznostjo, ni dobro znano,
razen v primeru bakterije Vibrio ruber, katerega odziv na poviSano viskoznost je bil

nedavno opisan (Bori¢ in sod., 2012).

2.2.1.4 Gibanje bakterijskih celic v viskoznem okolju

Viskoznost znatno vpliva na gibanje bakterij, pri cemer oblika, velikost in obiCkanost
bakterij igrajo pomembno vlogo. Gojiséa z visoko viskoznostjo bolj prizadenejo gibanje
kokov in kratkih palck kot dolgih, zavitih bakterij, npr. iz rodov Campylobacter ali
Spirochaetes (Nakamura in sod., 2006; Shigematsu in sod., 1998). Bakterije s polarno
namesSCenim bickom se gibljejo pocasneje kot lateralno obickane bakterije pri isti
viskoznosti v okolju, Kjer vrednosti ne presegajo 60 mPas. Minimalna imobilizacijska
viskoznost (MIV) je tista vrednost viskoznosti, pri kateri so celice imobilizirane. MIV
za bakterijo E. coli znasa 60 mPas, medtem ko je pri spirohetah 1000 mPas ali ve¢
(Greenberg in Canale-Parola, 1977). Bakterije se na razlicne nacine prilagajajo
spremembam viskoznosti. Bakteriji Leptospira interrogans in Treponema denticola
spremenita celicno morfologijo, kar jima omogoca dobro gibljivost v visoko viskoznih
s cemer spremeni pH vrednost Zelodénega mukusa in s tem vpliva na viskoelasti¢nost
mucina, da se lazje giblje (Celli in sod., 2009). Dolo¢eni vibriji tvorijo peritrihe bicke pri
poviSani viskoznosti (Atsumi in sod., 1996), nekatere bakterije, ki so Ze peritriho obickane,

pa na povrsini tvorijo Se ve¢ bickov (McCarter, 2004).
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2.2.1.5 Vpliv viskoznosti na rast

Z viSanjem viskoznosti gojis¢ se spremeni mnogo dejavnikov, povezanih z rastjo bakterij.
Difuzija hranil, kisika, celi¢nih presnovkov ter antibiotikov se upocasni (Borriello in sod.,
2004). V biofilmih tako nastanejo gradienti, ki predstavljajo stres za bakterije, saj je npr.
koncentracija kisika lahko do 30-krat vi§ja v tekoCini nad biofilmom kot v njegovi
notranjosti (Folsom in sod., 2010). Bakterije se najprej odzovejo z upocasnjeno rastjo, ki se
pri istih bakterijskih sevih iz 0,6-0,8 h™ v teko¢ih kulturah zniZa na 0,01-0,08 h™
v biofilmih (Borriello in sod., 2004; Folsom in sod., 2010). Upocasnjena rast bakterij
v biofilmih je vsota veCih dejavnikov, ne samo spremembe viskoznosti, saj gre za

kompleksen fizioloski odziv.

2.2.1.6 Vpliv viskoznosti na metabolizem

Bistvena razlika med planktonskimi bakterijami ter bakterijami znotraj biofilmov je
v izrazanju njihovih genov (Bentley in Meganathan, 1982; Folsom in sod., 2010;
Greenberg in Canale-Parola, 1977). Za bakterijo E. coli velja, da se priblizno 38 % vseh
genov izraza razli¢no v tekoc¢i kulturi v primerjavi z biofilmom istega seva. V manjs$i meri
so izrazeni geni, Ki so povezani z metabolizmom, v veéji meri pa geni, ki so udeleZeni
v podvajanju DNA (Prigent-Combaret in sod., 1999). Kljub temu se v biofilmih
v primerjavi s plankonskimi celicami povisa izrazanje genov gluA, gudB in gimS ter genov,
Ki nosijo zapis za proteine, sodelujo¢e v ciklu citronske kisline (CCK), kar vodi v povisano
glikolizo in fermentacijo. PoviSana je tudi pot pentoze fosfata, ki celice oskrbi s sladkorji
in poveca njihovo redukcijsko mo¢ (Resch in sod., 2006), sinteza kompleksnih
aminokislin, aktivirajo se stresni geni (npr. geni za alkalni Sok ter geni za detoksifikacijo
reaktivnih Kisikovih zvrsti — katalaza, peroksidaza, superoksid dismutaza), zmanjsa pa se
sinteza toksinov (Resch in sod., 2005). Ugotovljeno je bilo, da spremembe v viskoznosti
g0ojis¢ vplivajo tako na primarni kot na sekundarni metabolizem bakterije Vibrio ruber
(Bori¢ in sod., 2012). Visoka viskoznost predstavlja stres za bakterijo Vibrio ruber, ki se
kaZe v poviSani stopnji respiracije, predvsem v povisanju aktivnosti glukoze-6-fosfat-
dehidrogenaze, ki direktno vodi v pot pentoze fosfata, ter celokupne dehidrogenazne

aktivnosti, ki vibriju najverjetneje sluzi za ohranitev gibanja pri povisanih viskoznostih.
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Viskoznost vpliva tudi na sintezo sekundarnega metabolita prodigiozina, Ccigar
potimikrobno delovanje nudi vibriju kompetitivno prednost v okolju (Stari¢ in sod., 2010).
Pri niZjih viskoznostih se sinteza prodigiozina za¢ne prej ter traja dlje ¢asa, medtem ko se
pri visjih viskoznostih pigment sintetizira le kratek Cas in ga zato nastane manj (Bori¢ in
sod., 2012). ViSanje viskoznosti ima podoben wvpliv na glive. Pri glivi
Aspergillus carbonarius, ki je pomembna v Zivilski mikrobiologiji, so opazili zmanjSano
hitrost rasti in spremembe v sekundarnem metabolizmu (zmanjSana sinteza toksi¢nega
metabolita ohratoksina), ki so jih pripisali razlicni porazdelitvi hranil in kisika
(Kapetanakou in sod., 2011). Posebno dobro so opisane razlike v fiziologiji med
planktonskimi celicami ter biofilmi pri bakterijah, ki uspevajo v obeh oblikah rasti in so
medicinsko pomembne. Tako je znano, da je v biofilmu bakterije Streptococcus aureus
17-krat bolj izraZzena fumarat dehidrogenaza, kar vodi v ve¢jo produkcijo Kisline ob tvorbi
energije. Celice se z zakisanostjo spopadejo s sintezo ureaze, ki razcepi ureo do amoniaka
in ogljikovega dioksida (Resch in sod., 2005).

2.2.1.7 Vpliv viskoznosti na bakterijske medvrstne odnose

Bakterije so v naravnih okoljih prisotne v mesanih kulturah, kjer s pomoc¢jo komunikacije,
tekmovanja in sintrofije optimalno delujejo. Obstajajo Stirje glavni tipi medvrstnih
odnosov, ki odrazajo fitnes posameznega organizma v prisotnosti drugega (West in sod.,
2007). Kadar obstaja med sevoma soZitje, imata oba korist 0z. pozitiven fitnes.
V parazitskem odnosu ima korist le prejemnik, medtem ko pri amenzalizmu en bakterijski
sev izloca protimikrobno snov, ki zavira rast drugega seva. V naravi se redko pojavlja
Cetrti tip medsebojnih odnosov, saj imata pri t.i. kljubovalnem odnosu oba udelezena seva
negativen fitnes (Foster in Bell, 2012). Viskoznost vpliva na odnose med bakterijami, saj
so v viskoznem okolju prisotne le lokalne kompeticije med sevi na istem obmocju ob istem
casu, medtem ko v okolju z nizko viskoznostjo med sabo tekmujejo vsi prisotni sevi
(Czaran in Hoekstra, 2009). V biofilmih, ki so sestavljeni iz ve¢ vrst, sta prisotna tako
sozZitje kot tekmovanje, katerih posledice se odraZzajo na strukturi, razvoju in delovanju
biofilma (Moons in sod., 2009). Bakterije v biofilmih izlo¢ajo antibiotike, ki sluZzijo
zagotavljanju prednosti sevu, ki jih izlo¢a, lahko pa sluzijo tudi medceliénemu

signaliziranju, Ki sluzi vzdrzevanju mikrobnih zdruzb (Linares in sod., 2006).
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2.3 BAKTERUA Escherichia coli KOT MODELNI ORGANIZEM

V diplomskem delu smo kot modelni sistem za proucevanje vpliva viskoznosti na
fiziologijo bakterij uporabili bakterijo E. coli, ki spada v druzino enterobakterij znotraj
rodu gamaproteobakterij. Gre za po Gramu negativno, fakultativno anaerobno bakterijo
palicaste oblike. E. coli je del mikrobiote tankega ¢revesa endotermnih organizmov, Kjer
proizvaja vitamin K2 (Bentley in Meganathan, 1982) in preprecuje naselitev patogenih
bakterij znotraj tankega crevesa. Doloceni serotipi povzrocajo zastrupitve pri ljudeh, pri
¢emer gre najveckrat za oralno-fekalni prenos bolezni (Hudault in sod., 2001). E. coli in
njej sorodne bakterije so sposobne horizontalnega prenosa dednega materiala znotraj

populacije, ki obsega tako konjugacijo kot tudi transdukcijo ter transformacijo.

E. coli je najbolj raziskan prokariontski modelni organizem. Gojeni sevi so dobro
prilagojeni na laboratorijsko okolje in so za razliko od divjih tipov izgubili sposobnost rasti
v Crevesju, mnogi tudi niso ve¢ zmozni tvorbe biofilmov (Vidal in sod., 1998). E. coli so
uporabili kot pionirski organizem pri razli¢nih odkritjih, kot so konjugacija (Lederberg in
Tatum, 1946), bakteriofagna genetika, z njo so razloZili topografijo genske strukture
(Benzer, 1961) ter opazovali evolucijske premike v laboratorijih, npr. speciacijo znotraj
populacije, ki je delu populacije omogocila acroben metabolizem citrata (Blount in sod.,

2008). Metabolizem E. coli je zelo dobro poznan (Lehninger in sod., 2004; Boyer, 2005).

Dolga zgodovina raziskovanja ter pripravnost za genetske manipulacije je bakterijo E. coli
uvrstila med pomembne delovne organizme v sodobnem bioloSkem inZeniringu ter
industrijski mikrobiologiji (Lee, 1996). Bakterija E. coli se uporablja kot gostiteljski
organizem za izdelavo rekombinantne DNA s pomocjo plazmidov in restrikcijskih
encimov in kot tak predstavlja osnovni mikroorganizem v biotehnologiji (Russo, 2003).
Ena izmed prvih uporabnih aplikacij rekombinantne DNA tehnologije je bila manipulacija
bakterije E. coli za proizvodnjo ¢loveskega inzulina (Tof, 1994), sicer pa se uporablja za
izdelavo Stevilnih heterolognih proteinov (Cornelis, 2000). V mutantah E. coli lahko
izrazimo proteine z ve¢ disulfidnimi vezmi (Bessette in sod., 1999) in celo proteine,
Ki potrebujejo post-translacijske modifikacije, kot je glikozilacija (Wacker in sod., 2002).

Modificirani sevi se uporabljajo v izdelavi cepiv (Howard in sod., 2013), bioremediacijah
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(Chen in Wilson. 1997), produkciji biogoriv (Howard in sod., 2013) ter imobiliziranih

encimov (Cornelis, 2000).

V diplomskem delu smo proucili odziv E. coli v obmocju srednje viskoznosti med 0,8 ter
29,4 mPas. To so viskoznosti, ki jih bakterije velikokrat sre¢ajo v naravnih habitatih, npr.
viskoznost ¢loveskega mukusa, sline ter solz (Lai in sod., 2009). Prav tako se s poviSanimi
viskoznostmi soocajo v biotehnoloskih procesih, kjer bi nam poznavanje fiziologije odziva

na povisano viskoznost koristilo v smislu optimizacije biotehnoloskih postopkov.

11
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3 MATERIALI IN METODE DELA

3.1 MATERIAL

3.1.1 Kemikalije

« 1,3 5-trifeniltetrazolijev formazan (TTF) M,, = 303,37 g/mol (Fluka, Svica)

e 1 4-ditio-DL-treitol C4H100,S, (DTT) My, = 154,25 g/mol (Fluka, Svica)

o 2,3,5-trifeniltetrazolijev klorid (TTC) C19H15CINg My, = 334,81 g/mol
(Merck, Nem¢ija)

e 2-propanol C3HgO My, = 60,1 g/mol (Merck, Nemcija)

e 96 % (V/V) etanol C,HsOH M, = 46,07 g/mol (Merck, Nemcija)

e aceton C3HgO M= 58,08 g/mol (Merck, Nemcija)

o adenozin-5’-difosfat dinatrijeva sol (ADP) C1oH13NsNa,O10P2 My, = 471,17 g/mol
(Fluka, Svica)

e adenozin-5’-trifosfat dinatrijeva sol hidrat (ATP) C10H14NsNa,O13P3-H,0
M,y = 569,15 g/mol (Fluka, Svica)

« agar-agar (Biolife, Italija)

e agaroza (Sigma, ZDA)

o amonijev klorid NH4CI My, = 53,49 g/mol (Merck, Nemdija)

e brezvodni metanol CH3;0H M, = 32,04 g/mol (Merck, Nemcija)

 cetil trimetil amonijev bromid (CTAB) CH3(CH,)1sN(Br)(CHsz)s My, =
364,45 g/mol (Sigma, ZDA)

e destilirana voda (demineralizirana voda)

o D-fruktoza-6-fosfat dinatrijeva sol dihidrat C¢H1;Na,OgP-2H,0 M,, = 340,1 g/mol
(Fluka, Svica)

e D-(+)-glukoza CgH1,06 M= 180,16 g/mol (Kemika, Hrvaska)

 D-glukoza-6-fosfat natrijeva sol C¢H1,09PNa M,, = 282,12 g/mol (Fluka, Svica)

« dinatrijev hidrogen fosfat Na,HPO, M,, = 141,96 g/mol (Merck, Nemcija)

o DNS reagent (3,5-dinitrosalicilna kislina)

« etilendiaminotetraocetna kislina dinatrijeva sol dihidrat (EDTA)
C10H14N20gNaz-2H,0 M,, = 372,2 g/mol (Sigma, ZDA)
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fosfoenolpiruvi¢na kislina kalijeva sol (PEP-K) C3HsKOgP My, = 206,13 g/mol
(Fluka, Svica)

fosforna kislina HsPO4 M,, = 98,00 g/mol (Sigma, ZDA)

hidrofobno modificirana hidroksietil celuloza (HMHEC) (Ashland, ZDA)
kalcijev klorid dihidrat CaCl,-2H,0 M,, = 147,02 g/mol (Sigma, ZDA)

kalijev dihidrogen fosfat KH,PO4 My, = 136,09 g/mol(Merck, Nemcija)

kalijev klorid KCI My, = 74,55 g/mol (Merck, Nemc¢ija)

klorovodikova kislina HCI My, = 36,5 g/mol (Merck, Nemcija)

kvasni ekstrakt (Biolife, Italija)

led ocetna kislina CH3;CO,H M,, = 60,05 g/mol (Sigma, ZDA)

magnezijev klorid heksahidrat MgCl,-6H,0 My, = 203,3 g/mol (Merck, Nemc¢ija)
magnezijev sulfat heptahidrat MgSQO,4-7H,0 M,, = 246,48 g/mol (Merck, Nemcija)
manganov sulfat hidrat MnSO4-H,0O M,, = 169,01 g/mol (Kemika, Hrvaska)
metanol CH3;0OH My, = 32,04 g/mol (Merck, Nemcija)

miliQ voda (deionizirana voda)

natrijev hidroksid NaOH M,, = 40 g/mol (Merck, Nemcija)

natrijev klorid NaCl M,, = 58,5 g/mol (Merck, Nemcija)

ninhidrin CgHgO4 M\, = 178,14 g/mol (Sigma, ZDA)

ocetna kislina CH;COOH M,, = 60,05 g/mol (Riedel-de Haén, Svedska)
ogljikov dioksid CO; 1 % (V/V) v N, (Messer, Slovenija)

peptokompleks (Biolife, Italija)

reduciran B—nikotinamid adenin dinukleotid dinatrijeva sol hidrat (NADH)
C21H27N7Nay014P,-H,0 My, = 727,46 g/mol (Fluka, Svica)

toluen CgHsCH3 My, = 92,14 g/mol (Sigma, ZDA)

tripton (Biolife, Italija)

trishidroksimetil-aminometan hidroklorid (Tris-HCI) C4H1;NO3s-HCI M, =
157,6 g/mol (Sigma, ZDA)

uranil acetat UO,(OCOCH3),:2H,0 My, = 424,15 g/mol (Sigma, ZDA)
B-nikotinamid adenin dinukleotid fosfat dinatrijeva sol (NADP) C,1H2N7Na,017P3
M., = 787,38 g/mol (Fluka, Svica)

13
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3.1.2 Encimi

« aldolaza iz zaj¢je misice M~161000 (Fluka, Svica)

« glicerol-3-fosfat dehidrogenaza iz zaj¢je misice M~78000 (Fluka, Svica)
o L-laktat dehidrogenaza iz zaj¢je miSice M~140000 (Fluka, Svica)

« triozafosfat izomeraza iz Saccharomyces cerevisiae (Sigma, ZDA)

3.1.3 Gojisc¢a in raztopine

3.1.3.1 Gojisée M9

Uporabljali smo tekoce gojis¢e M9 z naslednjo sestavo:

200 mL 5x M9 soli (64 g Na,HPO,4-2H,0, 15 g KH,PO,4, 5 g NH4CI, 150 g NaCl, 1000 mL
dH,0)

2 mL 1M MgSQO,-7H,0

0,1 mL 1M CaCl,-2H,0

20 mL 500 g/L glukoze (kon¢na koncentracija glukoze v gojiscu je 10 g/L)

750 mL dH,0

3.1.3.2 Gojisée LB

cev v

10 g tripton

5 g kvasni ekstrakt
5 g NaCl

do 1L dH,O

Za trdna gojis¢a LB smo dodali 15 g agar-agar na 1 L gojisca.

3.1.3.3 Gojisce PKS

cev v

5 g peptokompleks

1 g kvasni ekstrakt

2 g MgCl,-6H,0

30 g NaCl (za 3 % (w/V) NaCl v gojiscu)

do 1L dH,O

Za trdna gojis¢a PKS smo dodali 15 g agar-agar na 1 L gojisca.
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3.1.4 Bakterijski sevi

Uporabljali smo naslednje bakterijske seve:
o Escherichia coli K-12 MG1655 (E. coli),
e Vibrio ruber DSM14379 (V. ruber),

« Vibrio ruber nepigmentirana mutanta (V. ruber BM; Straser, 2008).

3.1.5 Reagenti

DNS reagent za dolocanje koncentracije redukcijskih koncev:
e 5 3,5-dinitrosalicilne kisline
e 100 mL 2M NaOH,
e Vv 25 mL destilirane vode
o 150 g K, Na-tartrata,

Postopek priprave raztopine za dolocanje redukcijskih koncev sladkorjev

Raztopino za dolocanje redukcijskih koncev sladkorjev pripravimo iz dveh predhodno
pripravljenih raztopin. Prvo izhodi§¢no raztopino prirpravimo tako, da v 100 mL 2M
NaOH med segrevanjem raztopimo 5 g 3,5-dinitrosalicilne kisline. Drugo izhodi§¢no
raztopino pripravimo tako, da v 25 mL destilirane vode med segrevanjem raztopimo 150 g
K, Na-tartrata. Pripravljeni izhodi§¢ni raztopini zdruzimo v bucki in dopolnimo

z destilirano vodo do oznake 500 mL.

3.2 METODE

3.2.1 Spreminjanje viskoznosti rastnih gojis¢ in meritve viskoznosti

Viskoznost smo merili na reometru Physica MCR-301 (Anton Paar, Graz, Austria), ki meri
viskoznost na podlagi vrtenja ene plosce proti drugi, med katerima je vzorec. Temperatura
pri meritvi je bila 25 °C, razdalja med plos¢ama 0,25 mm. Priblizno 750 pL vzorca smo
nanesli med obe plos¢i. Reoloske krivulje v obmodju strizne hitrosti med 1 in 1000 s™ smo
izmerili v 29 korakih, izvedenih v ¢asovnem intervalu 5 sekund. Ce ni druga¢e navedeno,

so rezultati viskoznosti podani pri strizni hitrosti 1000 s™*. pH gojis¢ ter koncentracijo



.....
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Oakton PCD 650 (Oakton Instruments, Illinois, USA).

3.2.2 Celuloliticna aktivnost bakterijskih sevov

Celuloliti¢no aktivnost sevov smo dolo¢ili po metodi, ki jo je opisal Miller (1959).
Bakterijski sev E. coli smo nacepili v gojis¢e M9 z 2 g/L glukoze ter 1 % (w/V) HMHEC.
Hkrati smo sev nacepili tudi v enaka gojis€a brez glukoze. Vzorce smo vzeli ob casu
inokulacije ter po 24 urah inkubacije pri 37 °C in 200 rpm ter jim dolo¢ili koncentracijo
redukcijskih koncev. 1 mL vzorca smo centrifugirali ter supernatantu dodali 1 mL DNS
reagenta. MeSanico smo 15 minut inkubirali na 100 °C, jo ohladili v vodni kopeli ter
standarde z glukozo. 1z umeritvene krivulje smo nato dolocili koncentracijo redukcijskih
koncev, ki ponazarja celuloliticno aktivnost sevov. Koncentracijo redukcijskih sladkorjev

smo podali v mM.

3.2.3 Gojenje bakterijskih sevov in dolo¢anje parametrov rasti

Ce ni navedeno drugace, smo bakterijski sev E. coli najprej nacepili v bogato gojis¢e LB in
ga inkubirali preko no¢i ali najmanj 8 ur pri ustrezni temperaturi in 200 rpm. Potem smo
1 % inokulum precepili v ustrezno minimalno M9 gojis¢e in inkubirali pri 37 °C in
200 rpm. Za rastne krivulje smo prvih 10 do 12 ur na vsako uro izmerili ODgsg
na fotometru (Photometer MA9510, Iskra, Slovenija), potem pa Se po 24 urah rasti.

Za dolocanje aktivnosti metabolizma smo gojili seve do pozne logaritemske faze.

Izmerjenim opti¢nim gostotam vzorcev smo prilegali krivuljo z enac¢bo 2 (Danev¢i¢ in
sod., 2005):

K x ODGSO,tO

OD,,(t) =
ss0(t) ODaso,to +e (K x ODeso,to)

..(2)
kjer je K nosilnost okolja, p hitrost rasti (h') in ODgso, Opti¢na gostota pri 650 nm v &asu

t = 0. Rast bakterijskih celic smo spremljali tudi z dolo¢anjem Stevila bakterijskih kolonij
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na mL vzorca (CFU mL™). Fitnes bakterijskih celic smo izradunali kot naravni logaritem

kolicnika med Stevilom celic na koncu in Stevilom celic na zaletku inkubacije

(Ahn in sod., 2006).

3.2.4 Velikost in morfologija celic

Velikost in morfologijo celic smo opazovali z mikroskopom Axio Observer Z1
(Carl Zeiss, Nemcija) s 400x povecavo, velikost celic pa smo izmerili s programom
AxioVision 4.8 (Carl Zeiss, Nemcija). Meritve celic smo opravili z orodji v programu

ImagelJ (Carl Zeiss, Nemcija). Izmerili smo 180 celic v treh vidnih poljih.

3.2.5 Metabolna aktivnost celic

3.2.5.1 Merjenje mikrobne respiracije s plinsko kromatografijo

Bakterijski sev E. coli smo gojili do pozne logaritemske faze rasti (10 h), celice v 5 mL
kulture sedimentirali s centrifugiranjem pri 14972xg za 15 minut pri 4 °C in jih oprali
v fizioloski raztopini (0,85 % NaCl). Oprane celice smo resuspendirali v 5 mL fizioloSke
raztopine in jih plinotesno zaprli v stekleni¢ke. Razmerje med plinsko in vodno fazo je bilo
2:1 (V/V). Koli¢ino CO; smo izmerili takoj po zaprtju steklenicke in po eni uri aerobne
inkubacije pri ustrezni temperaturi (Odi¢ in sod., 2007). Koli¢ino spros¢enega CO, Smo
merili na plinskem kromatografu z detektorjem na toplotno prevodnost. Kontrolni vzorci
so bile ustrezne raztopine NaCl. Stevilo celic smo dolo¢ili za vsak vzorec s Stetjem
CFU mL™. Rezultate smo podali kot mL sprod¢enega CO, na uro na celico (Odié in sod.,

2007; Danev¢ic¢ in Stopar, 2011; Danevci¢, 2006). Relativna hitrost respiracije je bila

e

3.2.5.2 Spektrofotometri¢éno merjenje celokupne dehidrogenazne aktivnosti bakterijskih
celic

Za merjenje dehidrogenazne aktivnosti smo uporabljali redoks indikator trifeniltetrazolijev
klorid (TTC), ki omogoca poenostavljeno merjenje dehidrogenazne aktivnosti (Danevc¢ic,

2006). TTC je lahko prejemnik elektronov za mnoge dehidrogenaze, ki ga reducirajo
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v netopni formazan (TTF). Kristali slednjega se kopicijo v aktivnih celicah, zato ga je
potrebno ekstrahirati iz celic z organskimi topili (aceton, metanol) in meriti
spektrofotometriéno. Pri redukciji TTC v TTF pride do spremembe barve iz rumene
Vv vijoli¢no. Bakterijski sev E. coli smo gojili do pozne logaritemske faze rasti, celice
v 10 mL kulture smo sedimentirali s centrifugiranjem pri 14972xg za 15 minut pri 4 °C in
jih sprali v 20 mM Tris-HCI pufru (pH 7,4) z ustrezno koncentracijo soli. Oprane celice
smo resuspendirali v 1 mL 20 mM Tris-HCI pufra z ustrezno koncentracijo soli in jim
dodali 1 mL 1 % (w/V) TTC v 0,1 M Tris-HCI (pH 7,7), 50 uL 0,5 M KH,PO4 in 50 pL
1 M glukoze. TTC ni bil dodan v kontrolne vzorce. Vse vzorce smo inkubirali eno uro pri
37 °C s stresanjem pri 200 rpm. Nastali TTF smo z metanolom ekstrahirali iz celic 15
minut, ki smo jih sedimentirali s centrifugiranjem. Koncentracijo nastalega TTF smo
izmerili spektrofotometri¢no pri valovni dolzini 485 nm. Koli¢ino proteinov v celicah smo
dolo¢ili z meritvijo proteinov na spektrofotometru Nanodrop (Thermo Fischer Scientific,
ZDA) ali z Bradfordovim reagentom (Sigma, ZDA), po navodilih proizvajalca. Celokupno
dehidrogenazno aktivnost smo podali kot pmol nastalega TTF na minuto na mg proteina.

Relativna dehidrogenazna aktivnost je bila normirana na dehidrogenazno aktivnost

awas

3.2.5.3 Aktivnost glikoliticnih encimov

Bakterijski sev E. coli MG1655 smo gojili do pozne logaritemske faze rasti, celice
v 10 mL kulture sedimentirali s centrifugiranjem pri 14972xg za 15 minut pri 4 °C in jih
oprali v fizioloski raztopini NaCl. Celi¢ne ekstrakte smo pripravili po postopku, ki ga
navajata Danevci¢ in Stopar (2011). Celice smo 300-krat skoncentrirali in ultrazvo¢no
dezintegrirali v 12 korakih po 30 sekund, z vmesnim premorom 30 sekund. Amplituda
ultrazvoka je bila 6 pm, moc pa 3,5 W/em?. S tem smo sprostili celicne encime. Ekstrakte
smo pridobili s centrifugiranjem pri 10397xg za 10 min pri sobni temperaturi in jih shranili
pri -20 °C. Aktivnost encimov piruvat kinaza in glukoza-6-fosfat dehidrogenaza smo
izmerili po postopku Padilla in sod. (2004). Pri merjenju aktivnosti piruvat kinaze je bil
uporabljen 1 mM NADH namesto 3 mM NADH, kot je zapisano v originalnem postopku.
Fosfofruktokinazno aktivnost smo merili po postopku Andersen in sod. (2001), pri cemer

je bila kon¢na koncentracija NADH 0,5 mM namesto 0,2 mM, kot je zapisano
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v originalnem postopku. Kinetiko vseh glikoliti¢nih encimov smo izmerili preko porabe ali
sinteze NADH. Absorbanca NADH je bila izmerjena spektrofotometri¢éno pri valovni
dolZini 340 nm. Spremembe v Az sSmo merili 20 minut v korakih po pol minute. Naklon
linearnega dela kineti¢nih krivulj je predstavljal hitrost encimske reakcije. Koncentracijo
proteinov smo merili s spektrofotometrom Nanodrop (Thermo Fischer Scientific, ZDA) ali
z Bradfordovim reagentom (Sigma, ZDA), po navodilih proizvajalca. Rezultati encimskih
aktivnosti smo preracunali po postopku Danev¢i¢ in Stopar (2011) in so podani kot U na

mg proteina. Relativne encimske aktivnosti so bile normalizirane na encimsko aktivnost

aw e

3.2.6 Bakterijske kokulture

3.2.6.1 Gojenje kokultur

Bakterijski sev E. coli MG1655 smo gojili v kokulturah z V. ruber ali z V. ruber BM.
Seve smo gojili loceno v PKS gojiscu s 3 % NaCl oz. LB gojis¢u ( E. coli) preko noci pri
28 °C in 200 rpm. Kokulture smo nacepili v sveze M9 gojisc¢e z 10 g/L glukoze in
razli¢énimi viskoznostmi (0,9, 16 in 26,5 mPas, kar ustreza 0, 0,75 in 1 % koncentraciji
HMHEC) v razmerju V. rubber : E. coli 1:2 (V/V). Stevilo celic (CFU) smo dologili na
zacetku in na koncu 20 urne inkubacije pri 28 °C in 200 rpm. CFU smo Steli na PKE
ploscah brez NaCl (za E. coli) ter na PKS plos¢ah s 3 % NaCl (za vse seve). Maltuzijski

fitnes sevov smo izra¢unali na podlagi Stevila celic (Ahn in sod, 2006).

3.2.6.2 Ekstrakcija in kvantifikacija prodigiozina, ki ga proizvaja bakterija Vibrio ruber

Iz vsake kokulture, v kateri je rasla bakterija V. ruber DSM14379, smo ekstrahirali in
kvantificirali nastali prodigiozin. 1,5 mL kulture smo centrifugirali 10 minut pri 10000
obratih in 4 °C (Laboratory centrifuges SIGMA 3K30, Nemcija). Po centrifugiranju smo
odlili supernatant ter pigment ekstrahirali z acetonom (Giri in sod., 2004) tako, da smo
usedlino celic resuspendirali v enakem volumnu acetona. Ekstrakt v acetonu smo nato
stresali 90 minut na stresalniku pri 28 °C. Po stresanju smo ostanke celic odstranili
s centrifugiranjem 15 min pri 10000 obratih in 4 °C.
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300 pL ekstrakta pigmenta v acetonu vsakega vzorca smo v treh ponovitvah nanesli na
mikrotitrsko plos¢o ter izmerili absorbcijski spekter z optiénim cCitalcem Multiscan
Spectrum (THERMO, Finska) pri valovnih dolZzinah od 380 do 600 nm (korak po 5 nm,
lo€ljivost 2 nm). Za niclitev smo uporabili Cisto topilo - aceton. Dobljene spektre smo
s programom OriginPro 7.5 integrirali. 1z povrSine integriranega spektra smo iz umeritvene

krivulje odcitali koncentracijo pigmenta v mg/L.

3.2.7 Statisti¢na analiza rezultatov

Rezultate smo statistiéno ovrednotili s Studentovim t testom za dva neodvisna vzorca.

Vzorci s p-vrednostjo enako ali nizjo od 0,05 so bili statisti¢no znacilno razli¢ni.
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4 REZULTATI

4.1 SPREMINJANIE VISKOZNOSTI GOJISC S HIDRODFOBNO MODIFICIRANO
HIDROKSIETIL CELULOZO (HMHEC)

Za spreminjanje viskoznosti gojis¢ smo uporabili polimer hidrofobno modificirana
hidroksietil celuloza (HMHEC), ki smo ga v gojis¢a dodali v Sestih razli¢nih
koncentracijah. Le-te so bile od 0 pa do 1 % (w/V).

Viskoznost gojis¢ se je viSala s koncentracijo HMHEC (Slika 1). Skladno s tem je strizna
napetost gojis¢ narascala z visanjem koncentracije HMHEC. Odnos med koncentracijo
znaCilnosti  gojis¢ brez dodanega HMHEC so newtonske, kar pomeni, da se
s spreminjanjem strizne hitrosti viskoznost in strizna napetost nista pomembno spreminjali.
Z dodatkom HMHEC se je reolosko obnaSanje gojis¢ spremenilo v nenewtonsko, zanj je
znacilna odvisnost viskoznosti in strizne napetosti od strizne hitrosti. Ta ucinek je bil

z viSanjem koncentracije HMHEC vegji.
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Slika 1: Viskoznost (A) in strizna napetost (B) gojis¢ z razli¢nimi koncentracijami HMHEC v odvisnosti od
strizne hitrosti. Podatki so prikazani kot povpre¢je in standardni odklon (n = 5). Legenda: ¢rna-0 %

HMHEC, svetlo modra-0,2 % HMHEC, zelena-0,4 % HMHEC, oranzna-0,5 % HMHEC, roza-0,75 %
HMHEC, vijoli¢na—1 %.
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Gojis¢a z dodanim HMHEC so se obnaSala pseudoplasticno. pH in koncentracija
raztopljenega kisika z visanjem koncentracije HMHEC rahlo upadata, glede na mersko

napako je omenjeni pojav statisti¢no znacilen.

Preglednica 1: Fizikalno-kemijski parametri gojis¢ z razli¢no vsebnostjo hidrofobno modificirane
hidroksietil celuloze (HMHEC). Viskoznost in strizna napetost sta podani pri strizni hitrosti 1000 s™. Podatki
so prikazani kot povpredja in standardni odkloni (n > 2).

Koncentracija

HMHEC (%, w/V) Viskoznost (mPas) pH Koncentracija raztopljenega kisika (mg/L)
0 0,90 £ 0,01 7,25+0,01 5,53 £ 0,07
0,2 24+0,.2 7,21+0,01 5,47 £0,12
0,4 50+0,5 7,20 £ 0,01 5,38 £ 0,11
0,5 75+0,6 7,18 £ 0,01 5,30+0,11
0,75 16,0+ 0,7 7,18+0,01 5,31+0,10
1 265+11 7,18 +0,01 5,22 + 0,04

4.1.1 Uporaba HMHEC kot edinega vira ogljika in celuloliticna aktivnost bakterije
E. coli

Bakterija E. coli ne more uporabljati HMHEC kot edini vir ogljika v gojisc¢u (Bori¢, 2013).
Do rasti v gojis¢u s HMHEC ni prislo, saj je bila opticna gostota kultur po koncani
inkubaciji priblizno 0,03 (ob inokulaciji je bila opti¢na gostota 0,03). V kontrolnem gojisc¢u
s HMHEC in z dodano glukozo je kultura bakterije E. coli dosegla opti¢no gostoto okoli
1,17. Kljub temu, da bakterija E. coli polimera HMHEC ne uporablja kot vir hranil, pa bi
ga Se vedno lahko encimsko razgradila, zato smo preverili encimsko razgradnjo HMHEC
Z metodo doloCanja koncentracije redukcijskih koncev (Simci¢, 2011; Bori¢, 2013).
Z metodo merjenja koncentracije redukcijskih koncev merimo koli¢ino prostih skupin, pri
katerih lahko pride do redukcije. Pri encimski razgradnji polimerov nastajajo oligomeri
0z. monomeri, kar poveca koncentracijo izpostavljenih redukcijskih koncev. Le-to smo
spektrofotometri¢no izmerili na podlagi umeritvene krivulje z znanimi koncentracijami

glukoze.
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Slika 2: Koncentracija redukcijskih koncev v gojis¢éu M9 z HMHEC (beli simboli) ter z glukozo in HMHEC
(¢rni simboli) pred in po inkubaciji z bakterijo E. coli MG1655. Simbola pred tocko t = O predstavljata
sterilno gojisce. Podatki so prikazani kot povprecja in standardni odkloni (n > 2).

V gojis¢u M9 z HMHEC se koncentracija redukcijskih koncev po 24-urni inkubaciji ni
statistiéno znacilno spremenila (Slika 2). To pomeni, da bakterija E. coli ni izrazala
celuloliti¢ne aktivnosti in da molekule HMHEC niso bile razgrajene (inertnost HMHEC).
V kolikor je bila HMHEC dodana glukoza, smo na zaetku inkubacije zaznali visoko
koncentracijo redukcijskih koncev, ki pa je po 24 urah inkubacije padla na raven, ki je bila
znacilna za gojisca brez dodane glukoze, kar nakazuje na to, da so celice E. coli porabile

vso glukozo v gojiscu.

4.1.2 Reoloske znacilnosti gojis¢ med rastjo bakterije E. coli

.....

.....

Viskoznost izmerjena pri strizni hitrosti 1000 s™ je ostala prakti¢no nespremenjena.
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HMHEC in reolodko obnaSanje le-teh (n = 5).

Koncentracija | Viskoznost bakterijskih kultur | Viskoznost bakterijskih kultur po . "
ReoloSko obnaSanje

HMHEC (%, w/V) pred inokulacijo (mPas) 24 urah rasti (mPas)
0 0,9+0,01 0,93 £ 0,02 newtonsko
0,2 2402 2,42 0,15 pseudoplasti¢no
0,4 50+0,5 4,97 £0,42 pseudoplasti¢no
0,5 750+0,6 7,40 + 0,61 pseudoplasti¢no
0,75 16,0+ 0,7 16,08 + 0,68 pseudoplasti¢no
1 265+1,1 26,22 + 0,76 pseudoplasti¢no

4.2 VPLIV VISKOZNOSTI GOJISC NA RAST BAKTERIJE E. coli

Na podlagi prejsnjih raziskav (Bori¢ in sod., 2012; Bori¢, 2013) in literature (Sauer in sod.,
2002; Anderl in sod., 2003; Walters in sod., 2003; Borriello in sod., 2004; Resch in sod.,
2005; Resch in sod., 2006; Folsom in sod., 2010; Kapetanakou in sod., 2011) smo
pricakovali, da bo viskoznost gojiS¢ vplivala na rast bakterije E. coli, kar smo

eksperimentalno preverili tako, da smo bakterijo E. coli gojili v razli¢no viskoznih M9

.....

awan

odstotkov nizja kot v kontroli. Podobno kaZejo tudi rezultati za nosilnosti okolja (Slika 3B)
in Stevila celic z metodo dolocanja Stevila kolonij (CFU/mL), ki ne kaze statisticno
znacilnega upada, razen pri viskoznosti 26,5 mPas, ko je kon¢no Stevilo celic padlo na
(1,21 + 0,12) x 10° CFU/mL (podatki niso prikazani).
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Podatki so prikazani kot povprecja in standardni odkloni (n > 5).
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Spremembe morfologije bakterijskih celic pri razli¢nih viskoznostih smo preverili
s svetlobno mikroskopijo in meritvami velikosti celic. Velikost in morfologija celic se
statisticno znacilno nista spremenili, pri Cemer je bila povprecna dolzina celic

1,8 £ 0,1 um, povprecna Sirina pa 0,83 + 0,07 pm.

4.3 VPLIV VISKOZNOSTI GOJISC NA METABOLIZEM BAKTERIJE E. coli

Hipotezo, da viskoznost gojiS¢ vpliva na celokupno metabolno aktivnost ter na pretok
ogljika skozi centralne metabolne poti, smo eksperimentalno preverili preko
spektrofotometricnega dolocanja encimskih aktivnosti ter kromatografskega dolocCanja
hitrosti endogene respiracije. Slika 4A prikazuje celokupno dehidrogenazno aktivnost
bakterije E. coli, gojene pri razlicnih viskoznostih. V rangu viskoznosti med 0,9 in
7,5 mPas ni statisti¢no znagilnih razlik, pri ¢emer so se vrednosti gibale okrog 3 x 10® pg
TTF na celico. Pri viskoznosti 16 mPas je razviden trend upadanja celokupne
dehidrogenazne aktivnosti. Podobno kot pri hitrosti rasti in nosilnosti okolja pa statisti¢no
odstopa celokupna dehidrogenazna aktivnost bakterije E. coli, gojene pri viskoznosti
gojista 26,5 mPas, ko je bila encimska aktivnost 7,70 + 2,96 x 10 pg TTF na celico.

V primerjavi z zacetno viskoznostjo 0,9 mPas, pri kateri je celokupna dehidrogenazna
aktivnost znadala 31,2 + 5,41 x 10° ug TTF na celico, je to priblizno &tirikrat manj.
Dehidrogenaze so encimi, ki so v bakterijskem metabolizmu prisotne tako v glikolizi,
kot tudi v ciklu citronske Kisline in elektronski transportni verigi. Ker se CO, v najvecji
meri spros¢a med glikolizo in ciklom citronske kisline, rezultati obeh testov metabolne
aktivnosti bakterij obicajno korelirajo (Creach in sod., 2003; Danevc¢i¢ in Stopar, 2011;
Roy in Packard, 2001). Iz Slike 4B je razviden trend upadanja endogene respiracije

bakterije E. coli, ki glede na najnizjo viskoznost gojis¢a postane statisti¢no znacilen pri

ey e

awas
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Slika 4: Celokupna dehidrogenazna aktivnost (A) in hitrost endogene respiracije (B) bakterije E. coli

MG1655 v gojis¢ih z razliéno viskoznostjo. Crtkana &rta prikazuje metabolno aktivnost pri najnizji
viskoznosti. Podatki so prikazani kot povpreéja in standardni odkloni (n > 5).
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Pretok ogljika skozi centralne metabolne poti smo dolocali preko aktivnosti izbranih
glikoliti¢nih encimov, glukoza-6-fosfat dehidrogenaza (GPD), fosfofruktokinaza (PFK) in
piruvat kinaza (PK). Aktivnost encima GPD kaze trend naras¢anja z visanjem viskoznosti,
pri ¢emer je glede na vrednost encimske aktivnosti pri viskoznosti 0,9 mPas statisti¢no
znacilna viSja aktivnost GPD pri viskoznosti 16 mPas. Pri 26,5 mPas je encimska aktivnost
podobno poviSana (znaSa priblizno 4 U na mg proteina), vendar pa zaradi vecjega
standardnega odklona vrednost ni statisticno znacilna. Aktivnost encima PK kaze trend
padanja z viSanjem viskoznosti, pri ¢emer je bila aktivnost pri 26,5 mPas statisti¢no
znacilno razli¢na od aktivnosti pri 0,9 mPas in je znasala 0,043 U na mg proteina, kar je
9-krat manj kot pri 0,9 mPas. Aktivnost PFK pri 0,9 mPas je bila 0,078 + 0,024 U na mg
proteina in je pri 2,4 mPas statisti¢no znacilno upadla ter se z viSanjem viskoznosti ni ve¢
spreminjala. Ce primerjamo aktivnosti vseh treh glikoliti¢nih encimov, vidimo, da je bila
najvisja aktivnost izmerjena pri encimu glukoza-6-fosfat dehidrogenaza, medtem ko je bila

nanjnizja aktivnost izmerjena pri encimu fosfofruktokinaza.
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Slika 5: Specifi¢na aktivnost posameznih encimov glikolize v celi¢nih ekstraktih bakterije E. coli MG1655,

fosfat dehidrogenaza (beli stolpci), piruvat kinaza (svetlo sivi stolpci) in fosfofruktokinaza (temno sivi
stolpci). Podatki so prikazani kot povprecja in standardni odkloni (n > 3).
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4.4 VPLIV VISKOZNOSTI GOJISC NA BAKTERIJSKE ODNOSE V
KOKULTURAH

V svojem naravnem okolju se bakterije le redko nahajajo same, zato nas je zanimalo, ¢e
viskoznost vpliva na interakcije med bakterijami v kokulturah. Glede na prejSnje raziskave
(Bori¢, 2013) smo predvidevali, da bistvenih razlik v fitnesih bakterij v kokulturah ne bo.
Bakterijo E. coli smo gojili z bakterijo V. ruber, ki proizvaja protibakterijsko delujo¢
pigment prodigiozin. Kot kontrolo smo uporabili mutanto bakterije V. ruber (BM — bela
mutanta), ki ne proizvaja pigmenta (Straser, 2008). Kokulture smo gojili pri treh razli¢nih
viskoznostih (0,9, 16,0 in 26,5 mPas). Dolocili smo Maltuzijski fitnes vseh bakteri]
v kokulturah in opazili, da ima bakterija E. coli pri vseh viskoznostih in kombinacijah
z vibriji negativen Maltuzijski fitnes, ki je bil v rangu med -7,5 in -10, kar kaze na propad
celic v kokulturi. Koncentracija prodigiozina je z viskoznostjo padala od 126 do 53 mg/L,
vendar je fitnes ostal statisticno znacilno nespremenjen (Slika 6A). Bakteriji V. ruber ali
nepigmentirana mutanta sta imeli v kokulturi z E. coli pozitiven fitnes v razponu med +3 in
+7, pri tem je imela mutanta nekoliko nizji fitnes. Odnos, za katerega so znacilni tak$ni
fitnesi, je amenzalizem. Kljub temu, da nepigmentirana mutanta bakterije V. ruber ne
proizvaja protimikrobnega agensa prodigiozina, pa njena prisotnost onemogoci rast in
razmnozevanje bakterije E. coli (Slika 6B). Se ve¢, razlike v fitnesih E. coli v kokulturi
z divjim tipom bakterije V. ruber oziroma nepigmentirano mutanto nismo opazili (Slika 6A
in 6B), kar nakazuje, da prodigiozin ni edini protimikrobni agens v testiranih kokulturah.

Ceprav se zdi, da prodigiozin nima najpomembnejse vloge pri inhibiciji rasti E. coli, pa
njegova sinteza od divjega tipa bakterije V. ruber zahteva velik energetski vlozek, kar bi se
lahko poznalo na fitnesu bakterije, ki tekmuje s sorodnim sevom (v nasem primeru z belo
mutanto V. ruber BM) za kolonizacijo ekoloSke niSe. V ta namen smo pripravili trojne
kokulture in dolocili Maltuzijski fitnes sevov. Podobno kot v dvojnih kokulturah je imela
bakterija E. coli izrazito negativen fitnes (med -8,5 in -8,7), medtem ko sta imela oba seva
bakterije V. ruber podoben fitnes, ki je bil v rangu med +6 in +7,3 (Slika 6C).
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Slika 6: Maltuzijski fitnes sevov E. coli (beli stolpci), V. ruber WT (rde¢i stolpci) in V. ruber BM (rumeni
stolpci) v razliénih tipih kokultur (A-E. coli in V. ruber WT, B-E. coli in V. ruber BM, C-E. coli, V. ruber

WT in V. ruber BM) gojenih pri treh razliénih viskoznostih gojis¢. Podatki so prikazani kot povpreéja in
standardni odkloni (n = 3).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

Bakterije so neposredno odvisne od okolja, v katerem Zivijo, in se na spremembe fizikalno-
kemijskih dejavnikov hitro odzivajo. Bakterije se lahko znajdejo v razlicno viskoznih
okoljih, npr. v morski vodi, katere viskoznost variira med 0,8 in 1,8 mPas (Fofonoff, 1962)
ali v biofilmih, kjer je viskoznost med 1 Pas pa vse do 10° Pas (Cheong in sod., 2009; Hall-
Stoodley in sod., 2004). Med obema omenjenima ekstremoma je veliko srednje viskoznih
okolij, na primer ¢loveSki mukus, slina ali solze, ki so priblizno 100-krat bolj viskozne kot
voda (Cone, 1999; Lai in sod., 2009). Nedavno objavljeni rezultati kazejo, da je potrebno
viskoznost rastnega gojis¢a (tudi v obmodju srednje viskoznosti) obravnavati kot
pomemben dejavnik okolja, ki lahko vpliva tako na rast in metabolizem razli¢nih bakterij
(Bori¢ in sod., 2012; Bori¢, 2013), zato smo kot modelni organizem za nadaljnje
bakterijo Escherichia coli. V ta namen smo uporabili Ze razvite metode za sledenje

bakterijske rasti in metabolne aktivnosti ter meritve viskoznosti.

51 REOLOGIA GOJISC IN BAKTERIJSKIH KULTUR

Za spreminjanje viskoznosti rastnih gojis¢ smo pri diplomskem delu uporabili polimer
hidrofobno modificirana hidroksietil celuloza (HMHEC). Meritve so pokazale,
da HMHEC v razponu koncentracije od 0 do 1 % (w/V) ne vpliva znatno na pH ali
koncentracijo raztopljenega kisika v gojis¢u (Preglednica 1), kot tudi ne na vodno
aktivnost (Bori¢ in sod., 2012).

Polimer HMHEC je zadostoval potrebam diplomskega dela, saj je predvsem vplival na
reoloske znacilnosti gojis¢. S tem smo potrdili prvo postavljeno hipotezo. Viskoznost
Prisotnosti HMHEC je gojis¢a spremenila iz newtonske teko¢ine v pseudoplasti¢no.
Viskoznost se je po dodatku HMHEC niZala z viSanjem strizne hitrosti, strizna napetost pa
visala (Slika 1). Ker uporabljen sev E. coli MG1655 ni uporabljal HMHEC kot edini vir
ogljika in ga tudi ni encimsko razgradil (Slika 2), lahko trdimo, da je HMHEC za to
bakterijo inerten polimer. S temi rezultati smo potrdili drugo hipotezo diplomskega dela.

Rast bakterija E. coli ni vplivala na reologijo gojis¢a, kar je razlitno od bakterije
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s HMHEC so izkazovale pseudoplasticno obnaSanje. Take reoloSke znacilnosti bakterijskih

kultur so Ze bile opisane pri drugih bakterijah (Al-Asheh in sod., 2002).

5.2 VPLIV VISKOZNOSTI GOJISC NA FIZIOLOGIJO BAKTERIJE E. coli

aves

tudi manjSe Stevilo celic po 24 urah rasti. Celice so ostajale morfolosko enake pri vseh
viskoznostih gojis¢. Kljub relativno majhni spremembi v hitrosti rasti pa je prislo do
relativno velike spremembe v fiziologiji bakterij z viSanjem viskoznosti. Aktivnost
metabolizma smo spremljali preko endogene respiracije in celokupne dehidrogenazne
aktivnosti. Slednja je globalni fizioloSki parameter, ki je odvisen od mikrobnega
metabolizma v glikolizi, ciklu citronske kisline in elektronski transportni verigi. NasSi
rezultati kazejo, da se pri viskoznosti 16 mPas ali vi$ji metabolna aktivnost niza, tako na
nivoju dehidrogenaz, kot tudi pri produkciji CO; (Slika 4). To ni presenetljivo, saj sta ta
dva parametra pogosto v korelaciji (Bori¢ in sod., 2012; Creach in sod., 2003; Danev¢ic in
Stopar, 2011; Roy in Packard, 2001). Pretok ogljika skozi razli¢ne glikolitiéne poti smo
spremljali preko aktivnosti posameznih encimov, udelezenih pri vstopu v glikolizo (PFK),
vstopu v pot pentoze fosfata (GPD) in prehodu iz glikolize v cikel citronske kisline (PK).
Aktivnost GPD je narascala z viSanjem viskoznosti gojis¢ (Slika 5), na podlagi ¢esar lahko
sklepamo, da je pretok ogljika skozi pot pentoze fosfata poviSan. Ta proces zagotavlja
celici redukcijske ekvivalente in ogljikove intermediate za biosintezo. Pot pentoze fosfata
se lahko nadaljuje tudi v CCK, vendar rezultati kazejo, da temu ni tako, saj je aktivnost
encima PK bistveno nizja od encima GPD. Aktivnost encima PK je z viSanjem viskoznosti
rahlo padala (Slika 5), kar je v skladu s celokupno dehidrogenazno aktivnostjo in endogeno
respiracijo. Najmanj ogljika je Slo skozi EMP pot glikolize, kar sklepamo na podlagi
najnizje aktivnosti encima PFK.

Pri bakteriji E. coli je torej priSlo do sprememb in prilagoditev na nivoju metabolizma,
ko je bila viskoznost gojis¢ enaka ali viSja od 16 mPas. Ta odziv je razlicen kot pri
bakteriji V. ruber, kjer se je z viSanjem viskoznosti metabolna aktivnost povisala (Bori¢ in
sod., 2012; Bori¢, 2013). Povisana viskoznost za bakterijo E. coli nedvomno predstavlja

stres, saj se je znizala hitrost rasti, kon¢no Stevilo celic in tudi metabolna aktivnost. To je
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lahko posledica spremenjene difuzije hranil in omejenega gibanja bakterijskih celic pri
poviSani viskoznosti. Za E. coli je Ze vrsto let znana t.i. negativna viskotaksa, kar pomeni,
da se celice aktivno premikajo stran od viskoznih gojis¢ (Sherman, 1982). Oc¢itno celice
pridobijo manj hranil, zaradi Cesar sta se zmanjSali hitrost rasti (Slika 3A) in aktivnost
metabolizma (Slika 4). Podobnost z odzivom bakterije V. ruber smo opazili na nivoju
aktivnosti poti pentoze fosfata. Ta ima oc¢itno pomembno vlogo, saj zagotavlja ravnotezje
med NADH in NADPH ter Stevilne intermediate za biosintezo. Pri bakteriji E. coli, kakor
tudi pri bakteriji V. ruber, ti niso usmerjeni v spremembo morfologije, saj le-te nismo
opazili. Pri nekaterih bakterijah iz rodu Vibrio so namre¢ pokazali, da se pri visjih
viskoznostih polarna obickanost spremeni v peritriho, ki naj bi zagotavljala boljse gibanje
v viskoznih okoljih. Bakterija E. coli je Ze naravno peritriho obi¢kana, zato je sprememba
tipa obickanosti malo verjetna. S tem smo potrdili tretjo hipotezo, da sprememba
viskoznosti gojis¢ vpliva na rast bakterije E. coli, metabolno aktivnost in pretok ogljika
skozi centralne metabolne poti pri bakteriji E. coli. Bakterija E. coli se nahaja v prebavnem
traktu toplokrvnih sesalcev, kjer je izpostavljena srednje viskoznim teko¢inam, zato se njen
odziv na poviSanje viskoznosti razlikuje od odziva bakterije V. ruber, katere naravni
habitat so plitve estuarijske in oceanske vode (Shieh in sod., 2003; Stopar in sod., 2004;
Bori¢ in sod., 2011).

5.3 VPLIV VISKOZNOSTI NA BAKTERIJSKE ODNOSE V KOKULTURAH

Bakterije so v naravnih okoljih vefinoma prisotne v meSanih zdruzbah. Odnosi med
bakterijami v naravnih okoljih so zelo pomembni, saj so bakterije sposobne medsebojne
komunikacije kot tudi socialnega vedenja. V sploSnem glede na fitnes posameznih ¢lanov
kokultur lo¢imo 4 razlicne tipe odnosov: simbiozo, amenzalizem, parazitizem in
kljubovanje (West in sod., 2007). Viskoznost kot pomemben okoljski dejavnik lahko
neposredno vpliva na bakterijsko komunikacijo (Horswill in sod., 2007), kot tudi na
interakcije med bakterijskimi celicami (Kummerli e tal., 2009; LeGac in Doebeli, 2010).
V diplomskem delu smo preucili bakterijske odnos med bakterijami E. coli, V. ruber in
mutanto bakterije V. ruber, ki ne proizvaja prodigiozina. Prodigiozin je produkt
sekundarnega metabolizma bakterije V. ruber, ki ima raznovrstne lastnosti (bakteriocidne,

antikarcinogene, uporaba kot industrijsko barvilo) in deluje protimikrobno na E. coli.
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Fitnes bakterije E. coli je bil v vseh tipih testiranih kokultur vedno negativen, medtem ko
sta imela oba vibrija vedno pozitiven fitnes (Slika 6), kar pomeni, da je bil odnos med
vibrijema in bakterijo E. coli tipa amenzalizem. Za razliko od prejsnjih raziskav (Bori¢,
2013) smo v diplomskem delu za eksperimente s kokulturami uporabili minimalno gojisce.
Tip gojis¢a bi bil lahko pomemben pri vlogi prodigiozina pri inhibiciji rasti bakterije
E. coli. V naSem primeru ni bilo razlik v fitnesu bakterije E. coli v kombinaciji z divjim
tipom ali z belo mutanto, medtem ko je v kompleksnem PKS gojiscu razlika bila (Bori¢,
2013). Ker viskoznost gojis¢a vpliva na produkcijo prodigiozina pri bakteriji V. ruber
(Bori¢ in sod., 2012; Bori¢, 2013), smo pri vi§jih viskoznosti opazili upad koncentracije
nastalega pigmenta, kar pa se ni poznalo pri fitnesu bakterije E. coli. Rezultati z belo
mutanto potrjujejo pricakovanja, da bakterija V. ruber proizvaja Se neidentificirane spojine,
ki delujejo protibakterijsko (Stari¢ in sod., 2010). Znano je, da lahko protibakterijsko
delujejo razlicni sistemi za izloCanje, kot na primer tip sekrecije VI pri bakteriji
Vibrio cholerae, ki ucinkovito inhibira bakterijo E. coli (Maclntyre in sod., 2010).
Prisotnost razli¢nih protimikrobnih mehanizmov ni presenetljiva, saj mikroorganizmi

stremijo k izboljSanju svojega preZivetja v okolju.

Pri kokulturi, sestavljeni iz treh razli¢nih bakterijskih sevov, smo pric¢akovali, da bo bela
mutanta V. ruber izkoristila in zavzela ekoloSko niSo na racun divjega tipa V. ruber,
saj le-ta porabi znatno koli¢ino celi¢ne energije in molekul za biosintezo za produkcijo
prodigiozina. Rezultati so pokazali, da se fitnesa obeh bakterij nista statisticno znacilno
razlikovala. OpaZzen odnos med sevoma je ostajal enak kljub spremembam v viskoznosti
rastnega gojis¢a, podobno kot pri kokulturah, ki so bile sestavljene iz dveh sevov.
Ti rezultati nakazujejo, da viskoznost ni imela vpliva na medvrstne odnose. Kljub temu je
potrebno omeniti, da je odsotnost vpliva viskoznosti na interakcije med bakterijami lahko

posledica izvedbe eksperimenta, saj so se v nasem primeru kokulture gojile v tekocih

.....

..........

sod., 2009; LeGac in Doebeli, 2010).
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5.4 SKLEPI

Na podlagi eksperimentalno dobljenih rezultatov lahko trdimo, da:

je hidrofobno modificirana hidroksietil celuloza primeren polimer za spreminjanje
viskoznosti rastnih gojis¢, saj spremeni le reologijo, ne pa tudi drugih, za rast
pomembnih, fizikalno-kemijskih lastnosti gojisc;

bakterija E. coli ni encimsko razgradila hidrofobno modificirane hidroksietil

cev v

celuloze in ni spremenila reologije rastnih gojis¢;

aktivnost in pretok ogljika skozi centralne metabolne poti pri bakteriji E. coli, ne pa
na nosilnost okolja in morfologijo celic;

viskoznost ni vplivala na odnose med bakterijami gojenimi v kokulturah;
amenzalizem med bakterijo E. coli in obema vibrijema ter sobivanje obeh sevov

bakterije V. ruber.
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6 POVZETEK

Mikroorganizmi so odvisni od svojega okolja, ki vpliva na njihovo rast in aktivnost.
Viskoznost, ki je mera za odpornost tekoCine na deformacijo, je eden izmed slabse
raziskanih dejavnikov okolja. Vpliv viskoznosti gojis¢ na rast in delovanje bakterij je bil
predhodno opisan pri po Gramu negativni bakteriji Vibrio ruber. V diplomskem delu smo
preverili, kako viskoznost vpliva na fiziologijo bakterije Escherichia coli. Viskoznost smo
merili z rotacijskim reometrom, za spreminjanje viskoznosti gojiS¢ pa smo uporabili
HMHEC, ki ima mnoge industrijske aplikacije. Preverili smo ali HMHEC lahko spreminja
fizikalno-kemijske lastnosti uporabljenega gojisca. Merili smo pH gojisca ter koncentracijo
kisika v gojis¢u. Meritve so pokazale, da HMHEC v razponu koncentracije od 0 do 1 %
(w/V) ne vpliva na pH ali koncentracijo raztopljenega kisika v gojisc¢u, kot tudi ne na
vodno aktivnost. Polimer HMHEC je s tem zadostil potrebam diplomskega dela, saj je
vplival predvsem na reoloske znacilnosti gojis¢. Pokazali smo, da uporabljen sev E. coli
MG1655 ni uporabljal HMHEC kot edini vir ogljika in ga tudi ni encimsko razgradil.
Poleg tega smo pokazali, da so bakterijske celice ostale enake oblike pri vseh viskoznostih

cey

g0j1S¢.

Hitrost rasti v odvisnosti od viskoznosti smo spremljali z merjenjem opti¢ne gostote
s tem smo zaznali tudi manjSe Stevilo celic po 24 urah rasti. Aktivnost metabolizma in
pretok ogljika skozi centralne metabolne poti smo spremljali preko endogene respiracije in
celokupne dehidrogenazne aktivnosti. NaSi rezultati kazejo, da se pri viskoznosti 16 mPas
ali vi§ji metabolna aktivnost niza, tako na nivoju skupnih dehidrogenaz kot tudi pri
produkciji CO,. Statisticno znacilno se poveca aktivnost encima glukoza-6-fosfat
dehidrogenaze. Z viSanjem viskoznosti gojis¢ je priSlo do prilagoditev na nivoju
metabolizma, vendar na drugacen nacin kot pri bakteriji V. ruber, pri kateri se je respiracija
povecala. Rezultati kazejo, da povisana viskoznost za bakterijo E. coli predstavlja stres, saj
se je znizala hitrost rasti, kon¢no Stevilo celic in tudi metabolna aktivnost. Proucili smo
tudi kako viskoznost vpliva na bakterijske medvrstne odnose. Uporabili smo tri seve:
E. coli, V. ruber in mutanto bakterije V. ruber, ki ne proizvaja prodigiozina. Razli¢ne tipe

kokultur smo gojili pri treh razli¢nih viskoznostih gojis¢. Po inkubaciji smo kokulture
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nacepili na ploSce ter presSteli kolonije, ki so zrasle, in izracunali pripadajoci
Maltuzijski fitnes. Viskoznost ni statisticno znacilno vplivala na odnose med bakterijami
gojenimi v kokulturah. Med bakterijo E. coli in obema vibrijema obstaja amenzalizem,
ne glede na viskoznost okolja. Enako se sobivanje obeh sevov bakterije V. ruber
z viskoznostjo ne spreminja.
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PRILOGA A

Velikost celic bakterije E. coli gojene pri razli¢nih viskoznostih

Legenda: d - dolzina (velikost bakterijske celice, merjeno vzdolzno), § - Sirina (velikost bakterijske celice,
merjeno preéno), velika tiskana latinska ¢rka; A, B, C (zaporedna oznaka vidnega polja), velika tiskana
arabska Stevilka; 1, 2,...,10 (zaporedna oznaka bakterijske celice v doti¢nem vidnem polju)

HMHEC 0% 0,2 % 0,4 % 0,5% 0,75 % 1%

N |d(um) S (um) |d (um)|S (um)|d (um) |S (um) d (um)|S (um)|d (um) |S (um) | d (um) | S (um)
1A 1,799 081 19 092 18 081 182 088 167 067 185 0,67
2A 184 o081 18 081 179 081 175 08 182 080 19 0,81
3A 153 09 18 092 173 081 19 099 179 081 175 0,73
4A 182 083 19 092 18 088 18 073 1,79 083 18 081
5A 190 103 179 081 19% 083 1,70 073 173 081 170 0,67
6A 1,79 081 19 09 17%6 081 163 067 182 083 176 081
TA 1,799 098 150 067 201 099 166 083 18 083 179 0,81
8A 19 09 173 081 166 067 19 098 170 067 173 0,81
9A 18 08 167 082 182 088 163 081 166 088 19 0,88
10A 19 092 163 081 19 088 18 083 166 081 1,79 0,83
1B 19 081 179 081 19% 09 179 083 182 083 19 0,95
2B 18 081 18 08 19 083 18 088 179 081 179 081
3B 1,75 09 176 081 198 09 163 069 161 069 19 0,99
4B 18 08 18 092 175 08 175 081 176 069 175 0,83
5B 1,73 103 179 081 19 09 163 065 1,70 0,73 182 0,81
6B 1,79 081 163 08 18 09 166 065 166 083 185 0,81
7B 192 09 18 08 167 073 18 073 163 081 179 081
8B 163 09 179 08 179 081 1,79 081 182 0,73 182 0,67
9B 1,799 08 19 099 179 083 163 065 182 081 198 0,95
10B 19 092 163 083 19 098 173 069 163 0,73 166 0,67
1C 19 09 19 09 173 081 198 09 161 0,73 19 0,99
2C 167 073 163 065 179 083 182 083 182 083 184 0,73
3C 161 073 173 o081 182 083 1,70 083 1,70 080 1,70 0,88
4C 182 083 1,79 081 19 098 176 073 173 069 19 081
5C 163 065 18 088 19 099 179 081 146 065 167 0,88
6C 1,73 o081 18 081 163 081 17 073 182 088 182 0,83
7C 1,799 065 198 09 179 083 163 081 182 067 18 0,81
8C 190 092 18 083 18 088 19 092 170 067 1,76 0,88
9C 196 098 19 09 18 083 18 081 182 088 167 081

10C 198 099 19% 081 19 09 18 067 161 081 1,79 0,83

povp. 182 o087 180 08 184 087 177 079 1,73 0,77 181 0,82
odkKI. 012 o010 0,12 008 010 008 011 010 0,09 0,07 009 0,09
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PRILOGA B

Parametra nosilnost okolja in hitrost rasti bakterije E. coli v odvisnosti od viskoznosti

g0jis¢
Viskoznost (mPas) Nosilnost okolja Hitrost rasti (1/h)
0.90 £ 0,02 1,254 + 0,035 0,713 + 0,05
24+0.2 1,204 + 0,046 0,861 + 0,046
50+04 1,168 + 0,042 0,871 + 0,046
7,4+0,6 1,219 + 0,080 0,724 + 0,082
16,1+ 0,7 1,134 + 0,029 0,695 + 0,093

26,2+0,8 1,212 + 0,064 0,579 £ 0,053
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PRILOGAC

Celokupna dehidrogenazna aktivnost bakterije E. coli v odvisnosti od viskoznosti gojis¢

Celokupna dehidrogenazna aktivnost

Viskoznost (mPas) (ug TTF/celica)
0,90 + 0,02 3,12+0,54x 10°®
2,4£0,2 3,40+ 0,52 x 107
5,0 £ 0,4 3,07+1,23x10°
7,4£0,6 2,76 £0,93 x 107
16,1+0,7 1,83+0,12x10°®

26,2 +0,8 7,70 £2,96 x 10°°
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PRILOGA D

Koncentracija prodigiozina, ki ga je proizvedla bakterija V. ruber v kokulturah
pri razli¢nih viskoznostih

Koncentracija prodigiozina v kokulturah (mg/L)

Viskoznost (mPas)
E. coli + V. ruber WT E. coli + V. ruber WT + V. rubber BM
0,9 126,26 + 2,82 87,15+ 6,94
7.5 103,91 +5,83 71,15+ 14,12

26,5 52,79 = 19,80 30,50 + 13,45
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