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ANOTACE

Tato bakaléiska prace se zabyva tvorbou biofilmu, konkrétné¢ adhezi mikrobialnich bunék
na povrchy. Biofilm je tvofen vétSim mnoZstvim mikrobidlnich bunék, které ptisedaji k riznym
povrchim ale i1 k sobé navzajem. Vytvofena biofilmova vrstva obklopujici buiiky, poskytuje
bakteridlnim buiikdm vétsi ochranu. Prace zahrnuje zékladni charakteristiku biofilmu, faktory
ovliviyjici tvorbu biofilmu. Jsou zde uvedeny fyzikalné-chemické a biologické interakce, které
zprostiedkovavaji adhezi mikrobidlnich bunék na povrch atechniky k méfeni adhézni
schopnosti. Prace se dale vénuje mikrobidlni adhezi na bézn€ pouzivané povrchy

v potravinafském priamyslu a nasledné moznostmi eliminace bakterialnich biofilmii.

KLICOVA SLOVA

Biofilm, adheze, detekce biofilmu, adheziny, faktory prostfedi, eliminace biofilmu

TITLE

Microbial adhesins as a basis for biofilm formation

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with biofilm formation, specifically the adhesion of microbial cells
to surfaces. A biofilm is formed by many microbial cells that attach to different surfaces but
also to each other. The formed biofilm layer surrounding the cells provides greater protection
to the bacterial cells. The work includes basic characteristics of biofilm, factors affecting
biofilm formation. The physicochemical and biological interactions that mediate the adhesion
of microbial cells to the surface and techniques to measure the adhesion capacity are presented.
The thesis also discusses microbial adhesion to commonly used surfaces in the food industry,

followed by options for eliminating bacterial biofilms.

KEYWORDS
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UvVOD

Biofilm je seskupeni mikrobialnich bunék obklopené extracelularni polymerni substanci
zpisob zivota je pro bakteridlni buniky z mnoha diivoda vyhodnégjsi a ve vétSin€ prostredi, také
zakladnim zpasobem pfirozeného vyskytu. V prostfedi biofilmu jsou mikroorganismy
chranény pied nepiiznivymi podminkami prostfedi nebo imunitnimi mechanismy, oproti
bakteriim rostoucim v planktonni formé.

Kromé¢ ptirodniho prostfedi se vyskytuji i v potravinaiském primyslu, kde zné¢ist'uji
povrchy, na nichz se tvoii a zplsobuji zna¢né potize. Tvorba biofilmu probihd v nékolika
krocich, znichz nejdilezitéjsi je adheze planktonnich bunék na povrch. Pocatecni adheze
bakterii je zprosttedkovdna van der Waalsovymi interakcemi mezi povrchem buiky
a substratem. Mikrobialni adhezi ovliviiuji také povrchové struktury jako fimbrie, biciky
a schopnost produkce extracelularnich polymernich latek. Tato faze predstavuje zasadni krok
tvorby biofilmu, pokud se bakteridlni buniky uchyti, zacnou se vyvijet. Diky své zvySené
rezistenci k antimikrobidlnimu oSetfeni je obtizné poté biofilmy odstranit.

Tato prace se proto zaméfuje na fyzikalné-chemické a biologické interakce

zprostiedkovavajici mikrobialni adhezi na povrchy.
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1 MIKROBIALNI BIOFILM

1.1 Zakladni charakteristika biofilmu

Bakteridlni buiiky maji tendenci se v pfirodnim prostfedi pfichycovat na nejriznéjsi
povrchy a vytvaret tak spolecenstvi vétSiho mnozstvi mikrobialnich bun¢k zvany biofilm
(Branda et al., 2005). Rust ve form¢ biofilmu je pro mikroorganismy vyhodny, oproti bakteriim
rostoucim v planktonni formé. Zivot v tomto seskupeni poskytuje mikrobialnim buitkam vyssi
odolnost vici piisobeni toxickych latek, mechanickému poskozeni, bakteriofaglim i predatoram
(Hola and Rulik 2012).

S biofilmy pfichdzime do kontaktu kazdy den. K jejich tvorbé dochéazi na vSem, co je
ve styku s zivhym médiem. Kromé piirodniho prostfedi se vyskytuji v mnoha typech
humanniho prostredi, kde zptisobuji ¢etné problémy. V dnesni dobé je nejvice studovany vyskyt
biofilml v medicing, pfedevsim na cizich télesech v lidském téle, jako jsou umélé implantaty,
katetry nebo kanyly. Biofilmy se vyskytuji i na zubech, kde jsou soucasti zubniho plaku
a prispivaji k tvorbé zubniho kazu. I pies jejich negativni dopad na nase zdravi a zivotni
prostiedi, jsou biofilmy uzite¢né zejména v odvétvich prumyslu (biotechnologie, ¢isténi
odpadnich vod nebo bioremediace), kde je naopak jejich pfitomnost nezbytna (Overman, 2000;
Rulik and Hola, 2012). Existence biofilmii v pfirodnim prostfedi je dualezitd hlavné

pro bakterialni ekologii a evoluci (Hall-Stoodley et al., 2004).

1.2 Vyvoj mikrobialniho biofilmu

Proces vyvoje mikrobidlniho biofilmu je regulovany pochod, pii kterém
se jednobunécné organismy seskupuji a vytvareji mnohobunécéné utvary. Pro vznik
mikrobidlniho biofilmu je nejpodstatnéjSi adheze prvotnich bun€k k vhodnému povrchu.
Adheze bakteridlnich bun¢k k povrchu je ovlivnéna tfadou faktord (napf. hydrodynamikou,
hydrofobicitou, pH a teplotou), které se u jednotlivych druhii mohou lisit (Garrett et al., 2008).
Lemon et al. (2008) popsali obecny model vyvoje biofilmu. V ném rozlisili vyvoj u bakterii,
které jsou schopny pohybu a u mikroorganismi, které nejsou schopny pohybu (napi. rod
Staphylococcus). Pokud nastanou piiznivé podminky pro vznik biofilmu u rodu
Staphylococcus, bakterie zvysi expresi povrchovych struktur (adhezinll) na svém povrchu.
V ptipadé rodu Staphylococcus jsou to prevazné povrchové proteiny Bap. Naopak bakterie,
které jsou schopny pohybu, ztraci svou pohyblivost a za¢nou produkovat extracelularni matrix,

diky které drZi pohromadg.
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Tvorbou bakteridlniho biofilmu koagulaza-negativnich bakterii u rodu Staphylococcus
se poprvé zabyvali Christenson et al. (1985). K analyze tvorby biofilmu vyuzili mikrotitra¢ni
desticky z polystyrenu (viz Obrazek 1). Nafedéné bakteridlni bunky TSB bujonem
v mikrotitracnim destickach inkubovali 18 hodin pfi teploté 37°C. Po uplynuti doby kultivace
odstranili planktonni bunky fyziologickym roztokem. Nasledné obarvili biofilm pfipevnény
k povrchu jamek krystalovou violeti. Podle intenzity zabarveni biofilmu jsou pak bakterie
rozliSeny, zda jsou schopny tvofit biofilm ¢i nikoli. Vysledky studie ukézaly, Ze u patogennich
kmenii izolovanych z intravaskuldrnich katétri byla pozorovana vyssi adheze bakterii

na povrch desticky nez u saprofytickych kmend.

slaby producent stiedni prod silny prod netvofici
biofilmu biofilmu biofilmu biofilm

Obrazek 1 Christensenovou metodou obarvena destiCka zobrazujici schopnost

mikroorganismu tvofit biofilm (upraveno dle Darwish and Asfour, 2013)

K pozorovéani bakteridlniho biofilmu lze mimo jiné vyuZit i tzv. Biofilm Ring Test.
Jedna se o modernéjsi a rychlejsi metodu, ktera narozdil od vyse zminéné metody nevyzaduje
barveni ¢i promyvani destiCky. K tomuto testu jsou opét zapotfebi mikrotitraéni desticky,
do jejichZ jamek jsou umistény magnetické mikrokulicky. Jednotlivé jamky jsou pokryty
kontrastni kapalinou, ktera umoziuje ¢teni mikrotitracni desticky pomoci readeru navrzeného
pro Biofilm Ring Test. Tvorba biofilmi je detekovana pomoci mikrokuli¢ek, které jsou
pritahovany magnety, umisténé pod sttedem kazdé jamky. Pokud se mikrobidlni biofilm
nevytvoril, magnetick¢ mikrokulicky vytvareji na stfedu jamky hnédy kruh. V ptipadé
vytvofeného biofilmu jsou mikrokuli¢ky uchyceny v jeho struktufe a pfi pfiblizeni magnetu
se nepohybuji, zistavaji nedetekovatelné (Chavant et al., 2007; Olivares et al., 2016).

Tvorba mikrobialniho biofilmu probiha v n¢kolika fazich (viz Obrazek 2). V prvni fazi

dochazi k adhezi planktonnich buné¢k k povrchu. Zpoc¢atku se jednd o reversibilni nepfili$ silné
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ptipojeni, bunky se mohou jest¢ oddélit. Pokud se ale bakteridlni buiiky ireversibilné uchyti
k povrchu, zac¢nou se délit a vytvaiet mikrokolonie. Ve vyzralém biofilmu mohou buniky bud’

pretrvat nebo se Sifit do okoli a kolonizovat tak novy povrch (Dhar and Han, 2020).

Obrazek 2 Vyvojova stadia tvorby biofilmu (Sauer, 2003)
1 — reverzibilni adheze bakterialnich bunék, 2 — ireverzibilni adheze, 3 — akumulace mikrobidlnich bunék, 4 —
zrani biofilmu, 5 — disperze

1.2.1 Adheze bunék na povrch (attachment)

Adheze planktonickych bunék k povrchu pfedstavuje zasadni krok v tvorbé biofilmu
a je podminéna fadou faktorti napft. substratem, hydrodynamikou nebo vlastnostmi buné¢éného
povrchu. Jednotlivé faktory a jejich vliv na tvorbu biofilmu jsou popsany niZe (Donlan, 2001).

Bakteridlni adhezi 1ze rozdé€lit do dvou fazi. V pocatecni fazi adheze se uplatiiuji
povrchové  struktury (adheziny) bakterii, jako pili, fimbrie, biciky, proteiny
nebo lipopolysacharidy (LPS). Kromé adhezinii ovliviiuji pfilnavost bakterii i nékteré
fyzikéalné-chemické interakce zahrnujici van der Waalsovy a elektrostaticke sily. Zpocatku ma
mikrobidlni adheze reverzibilni charakter, bunky tak mohou opustit povrch a wvratit
se do planktonnické formy. Pokud ale bakteridlni buiniky piekonaji van der Waalsovy
a elektrostatické sily, dochazi k ireverzibilni adhezi k povrchu. Nésledné bakterie zacinaji
produkovat extracelularni polymerni latky (EPS) a spole¢né s ligandy, umisténymi napf.
na fimbriich, upeviiuji vazbu k povrchu. V tu chvili se bakteridlni adheze stdva nevratnou

(Dunne, 2002).

1.2.2 Akumulace bunék a maturace biofilmu
Faze akumulace a maturace mikrobidlnich buné€k nasleduje po ireverzibilnim navazani
mikroorganismi na povrch. Bakterie zaCinaji vytvafet sloZitou sit' zvanou mikrokolonie.

Jednotlivé mikrokolonie jsou od ostatnich mikrokolonii oddé€leny pomoci vodnich kanalkt
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(Toyofuku et al., 2015). Mikrobialni bunky produkuji extraceluldrni slouceniny, ze kterych
se poté vytvari mezibunénd hmota (matrix). Extracelularni polymerni latky se skladaji
predevsim z polysacharidil a tvofi strukturu biofilmu. Maturace (zrani) bakterialniho biofilmu
je podminéna dostupnosti zivin do bun€k a odstranovanim odpadnich latek. Mezi dalsi faktory
ovliviiyjici zrani biofilmu patii napt. pH, zdroj uhliku nebo osmolarita (Dunne, 2002; Donlan,

2001).

1.2.3 Oddélovani bunék z biofilmu (detachment)

V pribéhu zrani bakteridlniho biofilmu dochézi k oddé€lovani jednotlivych bunck
nebo celych mikrokolonii, coz umoziuje buitkdm kolonizovat nové povrchy a zahdjit tak zcela
novy proces tvorby biofilmu. K rozptyleni (disperzi) bun€k dochdzi diky dvéma zakladnim
procesim. Pomoci mechanického oddélovani v dasledku proudu tekutiny nebo diky
spontannimu odd¢lovani. Ponévadz bakterie pritomné ve spodnich vrstvach nemaji dostatecny
ptistup k zivinam ¢i kysliku (Barraud et al., 2015). Vysoky pocet bunc¢k a genova exprese

je v biofilmu regulovdno pomoci quorum sensing (Garrett et al., 2008).

1.3 Komunikace uvnitf biofilmu — Quorum sensing

Quorum sensing (QS) predstavuje zdsadni regulatni mechanismus mikroorganismd,
ktery umozinuje jednotlivym buiikdm komunikovat, adaptovat se na Zivotni podminky okoli
nebo regulovat svoje chovani. To je umoznéno produkci a naslednym rozpoznavanim
signalnich molekul (autoinduktord) (Zhao et al., 2020). OS zavisi na hustot¢ bakterialni
populace, nebot’ se vzristajici bakterialni populaci dochazi ke zvySeni syntézy autoinduktorti.
KdyZ signalni molekuly dosdhnou prahovych hodnot, bakterie tento signal detekuji a reaguji
na néj zmeénou jejich genové exprese (Miller and Bassler, 2001).

Signalni molekuly pouZivané k pfenesu informaci u Gram-negativnich a Gram-
pozitivnich bakterii jsou rozdilné. Komunikacni systém LuxR/I byl poprvé popsan u Vibrio
fischeri (Nealson et al., 1970). Systém je regulovan proteinem LuxR a Luxl, ktery
je zodpovédny za produkci autoinduktoru acyl-homoserin laktonu (AHL). Syntéza acyl-
homoserin laktonu probiha pouze za ptitomnosti S-adenosylmethioninu. Proteiny typu LuxR
po ndvazani na signalni molekulu AHL, nasledné reguluji transkripci svych cilovych genda,
které jsou zapojeny do specifickych procest. Kromé tvorby bakteridlniho biofilmu mezi né€ patfi
i produkce sekunddrnich metabolith a sekrece faktorti virulence. Proteiny typu LuxR
rozpoznavaji pouze jednu signdlni molekulu AHL. Existuji vSak i jiné typy tohoto proteinu

(napt. Sdia), které rozpoznavaji vice nez jeden autoinduktor AHL (Reading and Sperandio,
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2005). Tento protein se vyskytuje u kmenti rodu Sal/monella a bylo zjisténo, ze se vaze
na autoinduktory AHL, které jsou produkované jinymi bakteridlnimi druhy (Michael et al.,
2001)

Komunikac¢ni systém u Gram-pozitivnich bakterii vyuziva malé peptidy, které jsou
produkty oligopeptidii (Reading and Sperandio, 2005). Agr systém je jednim znejlépe
prozkoumanych komunikacnich systémii u Gram-pozitivnich bakterii. Agr systém reguluje
u stafylokokii sekreci faktorti virulence nebo rezistenci S. aureus k meticilu (MRSA).
Pti prahovych koncetraci jsou autoindikujici peptidy navdzany na senzorové kinazy (AgrC).
Senzorové kinazy nasledné prendseji fosfat na regulator odezvy (AgrA), ktery aktivuje
transkripci (Tan et al., 2018). Existuji i samoindukujici molekuly, které vyuzivaji Gram-
pozitivni tak 1 Gram-negativni bakterie. Mezi takové autoinduktory patii napf. diestery

furanboritanu (Zhao et al., 2020).

1.4 Struktura biofilmu

Biofilmy jsou slozita spoleCenstvi, proto k jejich detailnimu sledovani nepostacuje
opticka ani elektronova mikroskopie. K tomuto ucelu je vhodné pouzit konfokélni skenovaci
laserovy mikroskop. Elektronovéa mikroskopie sice poskytuje struktury mikrobidlniho biofilmu
ve vysokém rozliSeni, nicméné nutnd pfiprava vzorku zahrnuje procesy, které vedou
k dehydrataci preparatu. Tyto kroky mohou vést k neptfesné interpretaci vysledki. Z toho
divodu se vyuziva konfokalni skenovaci laserovy mikroskop, ktery dokaze vizualizovat plné
hydratované  vzorky a  poskytnout tak  trojrozmérnou  strukturu  biofilmi
(Davey and O'toole, 2000).

Vysledna struktura biofilmu je ovlivnéna bakteridlnimi buiikami a prostfedim ve kterém
vznikne. Zakladni stavebni jednotkou biofilmu jsou mikrobidlni bunky, které vytvateji
mikrokolonie, a mezibunéénd hmota (matrix). Jak jiz bylo zminéno mezi mikrokoloniemi
se nachazeji intersticialni dutiny (vodni kanalky). V téchto kandlcich dochazi k proudéni
tekutiny, kterd umoznuje v biofilmech diftizi zivin, kysliku 1 antimikrobidlnich latek.
Bakterialni buiiky jsou v bakteridlnim biofilmu obklopeny mezibunéénou hmotou, coz je smés
primarné slozena z extracelularnich polymernich latek (EPS). Extracelularni polymerni latky
predstavuji 50 az 90 % celkového organického uhliku a lze je tedy povazovat za primarni
matricovy materidl biofilmi. Biofilmy se od sebe odliSuji pravé ve sloZeni a rozloZeni
jednotlivych EPS (viz Obrazek 3). V pifipadé Gram-negativnich bakterii mohou byt
extracelularni polymerni latky neutrdlni nebo polyaniontové. Pfitomnost uronovych kyselin,

jako je kyselina glukoronovd nebo kyselina galakturonova, poskytuji témto latkdm
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charakteristické aniontové vlastnosti. Aniontové vlastnosti jsou diilezit¢é pro asociaci
dvojmocnych kationti jako je vapnik a hot¢ik, které udrzuji strukturalni celistvost bakteridlnich
biofilmi. Gram-pozitivni bakterie, maji na rozdil od Gram-negativnich bakterii, kationtové

chemické slozeni polymernich latek (Donlan, 2002; Vasudevan, 2014).

Homopolysacharidy

Heteropolysacharidy

Polysacharidy Glykosyl, galaktosyl

Nukleové kyseliny Pentdzové zbytky

Celuléza

Polymery degradujici|
enzymy

Bilkoviny

Adheziny, amyloid

Lipidy

Obrazek 3 Prehled strukturnich slozek EPS ucastnicich se tvorby biofilmu (upraveno dle

Molobela et al., 2012)

Z obrazku je zfejmé, Ze se extraceluldrni polymerni latky nesklddaji pouze
z polysacharidi, ale navic jsou tvofeny z riiznych bilkovin, lipidi a nukleonovych kyselin.
Napftiklad nékteré bakteridlni EPS obsahuji ve svych strukturdch vazané hexozové zbytky
a diky tomu maji tendenci byt pevnéjsi a v urcitych ptipadech nerozpustné. Matrice biofilmu
obsahuje 1 nebunétné materidly, jako jsou minerdlni latky, popf. Castice bahna nebo jilu
u biofilmt v enviromentalnim prostiedi (Donlan, 2002).

Struktura biofilmu je krom¢ mikrobidlnich latek a mezibunééné hmoty navic tvofena
riznymi proteiny, DNA, RNA nebo ionty. DileZitou slozkou je voda, ktera zajistuje snadny
tok zivin a odstranéni odpadnich latek (Donlan, 2002; Vasudevan, 2014).

Extracelularni polymerni latky v bakteridlnim biofilmu zastupuji fadu funkei. K tém

nejpodstatnéj$im se fadi strukturni integrita biofilmu, akumulace Zivin z vngj$iho prostiedi
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a odolnost k riznym antimikrobidlnim latkdm, jako jsou dezinfekéni prostiedky a antibiotika

(Flemming and Wingender, 2010).
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2 FAKTORY OVLIVNUJICI TVORBU BIOFILMU

Slozitost struktury biofilmu zélezi zejména na podminkach okolniho prostfedi, v némz
se biofilm tvofi. Jako ptiklady Ize uvést dostupnost zivin, teplotu, pH, prodéni kapaliny nebo
koncentraci kysliku (Abdallah et al., 2014). V této kapitole jsou uvedeny jednotlivé faktory

a jejich vliv na tvorbu biofilmu.

2.1 Vliv proudéni kapaliny na tvorbu biofilmu

Tok kapaliny je jednim z vyznamnych faktort, ktery ovliviiuje nejen strukturu biofilmu
ale 1 hustotu a pevnost pritomnych bakteridlnich bun¢k (Purevdorj et al., 2002). V zavislosti na
toku kapaliny byly pozorovany rozdily v rychlosti tvorby mikrobidlniho biofilmu V ptipadé
sledovani paralelniho a Sikmého proudu kapaliny na stejném misté povrchu neni v rychlosti
tvorby biofilmu vyznamny rozdil. Zatimco v experimentech s pficnym tokem se biofilm
vytvofil snaze na povrchu pii zacinajicim toku kapaliny nez na vzdalenéj$im povrchu po proudu
(Krivorot et al., 2011). Krom¢& sméru proudu kapaliny ovliviiuje tvorbu a strukturu biofilmu
irychlost toku. Biofilmy vyvinuté v prostfedi, kde kapalina proudi pomaleji, vytvareji
porovitési struktury. V prostfedi, ve kterém kapalina proudi rychleji, jsou biofilmy hustsi
a hladsi (Choi et al.,, 2013). Proudéni kapaliny je také dulezit¢ v kandlcich biofilmd.
V kanalcich proudi kapalina pomaleji neZ v samotném prostiedi, a diky tomu mohou buiiky

ziskat vice Zivin. V opacném piipad¢ by dochazelo ke sniZeni hustoty bakteridlnich bunck

v disledku nedostate¢ného ptistupu zivin (Purevdorj et al., 2002).

2.2 Vliv pH na tvorbu biofilmu

Také zmény pH maji vyrazny vliv na tvorbu mikrobidlniho biofilmu. Proto se pH pii
vyrobé dezinfek¢nich prostredkii a detergenti udrZzuje v kyselé oblasti, v niZ maji
na mikroorganismy az biocidni uc¢inek. Pro regulaci pH cytoplazmy muze byt problematicka
pfitomnost protonové pumpy. Ta se nachdzi v membrané bakteriadlni buiiky, odkud ptenasi
vodikové ionty (protony) z cytoplazmy a vytvari elektrochemicky gradient. Miize tak dochazet
k pasivnimu transportu protoni v diisledku hybné sily, pohdnéjici tento gradient. Tento pasivni
proces poté bakteridlnim buiikam zté€zuje regulovat pH cytoplazmy. Bakterie na tyto zmény pH
vnéjsiho 1 vnitfniho (cytoplazmy) prostfedi reaguji zvySenim aktivity a syntézou proteind,
spojenych s riznymi bunéénymi procesy (Garrett et al., 2008).

Byla provedena studie, kterd zkoumala vliv pH na bakterie Pseudomonas aeruginosa

a Klebsiella pneumoniae zpusobujici nozokomidlni infekce. Kmeny byly kultivovany
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za stejnych podminek (pfi teploté 30 °C az 37 °C a v médiu o pH 5,5 az 8,5). Vysledky studie
prokdzaly, Ze pozvolné zvySovani pH zvySuje Sanci mikrobidlnich bunék na pteziti a tvorbu
biofilmu, nez kdyZ dojde k prudké zméné pH (napiiklad ndhlym pifidanim HCI) (HosStacka et
al., 2010). To naznacuje, ze v bakterialnich buiitkach probihd mechanismus, ktery umoziuje
bakterialni populaci ptfizptisobit se malym zménam pH. Existuji v§ak buné¢éné procesy, jako
je syntéza extracelularnich polymernich latek, které se zméndm pH neptizptsobuji tak snadno.
Optimalni pH pro syntézu téchto latek zavisi na bakterialnich druzich. U vétSiny bakterii

se vSak pohybuje kolem pH 7 (Garrett et al., 2008).

2.3 Vliv teploty a dostupnosti Zivin na tvorbu biofilmu

Studie dokazuji, Zze i teplota ovlivitluje vyvoj bakteridlniho biofilmu. Ukazalo se,
ze optimalni teplota je zavisld na daném druhu bakterie (Abdallah et al., 2014). Napiiklad
u P. aeruginosa se biomasa biofilmu zvySovala se vzristajici teplotou (HosStacka et al., 2010).
Kromé zvyseného poctu bakteridlnich bun€k v biofilmu dochazi k tvorbé povrchovych struktur
(adhezinll). Mikrobialni bunky inkubované pfti teploté 35 °C vykazovaly jeden bicik, zatimco
pti teploté 21 °C mély dva az tfi, a pfi nizSich teplotdch dokonce vice bi¢ikli (Herald and
Zottola, 1988).

Choi etal. (2013) ve svych studiich zjistili, Ze biomasa biofilmi S. aureus byla
vyrazngj$i pti 37 °C nez biomasa biofilmi péstovanych pii 25 °C na polystyrenu. Zatimco
Pagedar et al. (2010) pozorovali vyssi pocet bakterialnich bunék S. aureus pti 25 °C, na rozdil
od poctu bunék ziskanych pti 37 °C na nerezové oceli. Optimalni teplota pro tvorbu biofilmu u
S. aureus nebyla dosud prokazana. Tyto rozdilné vysledky mohou naznacovat vliv dalSich
faktori prostiedi jako je typ povrchu nebo dostupnost zivin.

Pti zvySeni piijmu Zivin, dochazi k rychlejsi tvorbé biofilmu. Aby mohly byt Ziviny dale
zpracovavany, je podstatna piitomnost potfebnych enzymu, které reguluji fyziologické
a biochemické procesy bakterii. Rychlost enzymatické reakce je vSak zavisla na teploté, a proto
je zvySend tvorba bakteridlniho biofilmu spojovana s optimélni teplotou kultivace biofilmu
(Garrett et al., 2008). Naptiklad bylo zjisténo, ze P. aeruginosa a S. auereus zvysovali biomasu
biofilmu pfi zvySeném obsahu glukdzy, Zeleza nebo NaCl v ristovém médiu (Abdallah et al.,

2014).
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2.4 Vliv povrchovych vlastnosti materialu na tvorbu biofilmu
Povrch materialu vykazuje nékolik vlastnosti, které ovliviiuji tvorbu biofilmu. Avsak do
jaké miry bude tvorba biofilmu ovlivnéna, zavisi zejména na konkrétnim kmenu nebo druhu
mikroorganismu (Abdallah et al., 2014). Jednou z charakteristickych vlastnosti kazdého
materidlu je tzv. volna povrchova energie. Materialy s nizkou povrchovou energii nepfitahuji
vodu, proto je jejich naméieny kontaktni thel mezi kapkou vody a povrchem vétsi nez 90°.
Takové materialy jsou oznacovany jako hydrofobni. Naopak latky s vys$si povrchovou energii
se snadnéji smaceji, vykazuji tak kontaktni thel mensi nez 90° a jsou oznacCovany jako
hydrofilni (viz Obrazek 4). Ve vétsi mife se mikroorganismy pfichyti k hydrofobnim
povrchlim, jako je napf. teflon, polystyren a dal$i plasty, nez k hydrofilnim materidliim jako

je sklo a nerezova ocel (Donlan, 2002; Chieng et al., 2019).

Obrazek 4 Smacivost povrchu ( upraveno dle Linford, 2014).
1 — hydrofobni povrch (kontaktni wihel 90° < 0 < 150°), 2 — hydrofilni povrch (6 < 90°)

Characklis et al. (1990) poznamenali, Ze se rozsah mikrobidlni kolonizace zvétSuje
se zvySujici se drsnosti povrchu. To je dano diky smykovym sildm, které se na drsnéjSich
povrsich zmensuji (Donlan 2002). Nicmén¢ k tvorb¢ biofilmu také dochdzi na povrsich, které
jsou pokryty vrstvou organickych latek, jako jsou bilkoviny z mléka, krve nebo masa (Donlan
2002). Lze ftici, ze ptichyceni mikroorganismi na povrch je velmi slozity proces, jehoz vysledek
ovliviiuje mnoha rtiznych faktort. Obecné dochazi k tvorbé mikrobidlniho biofilmu nejsndze

na drsném a hydrofobnim povrchu (Donlan, 2002).

2.5 Vliv kysliku na tvorbu biofilmu

I dostupnost kysliku ma zna¢ny vliv na tvorbu bakteridlniho biofilmu. Bakteridlni
bunky pfi nedostatku kysliku snizuji metabolickou aktivitu pfi rozvoji biofilmu, nebo dochazi
k jejich oddé€lovani. AvSak existuji 1 mikroorganismy, které kyslik k tvorbé biofilmu
nevyZzaduji. K ném se fadi naptiklad bakterie P. aeruginosa (Alotaibi and Bukhari, 2021).
Provedené studie dokazuji, Ze prostiedi se snizenym kyslikem vyrazné snizuje ucinnost

antibiotik na mikroorganismy. Bylo také pozorovano, ze inkubace v anaerobnim prostfedi vedla
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k podstatnému snizeni citlivosti kmene S. aureus k beta-laktamovym antibiotikim. Je znamo,
ze beta-laktamova antibiotika inhibuji syntézu bakterialni bunécné stény vazbou na proteiny
vazajici penicilin (PBP) na bunécné membrané. Nedostatecny prisun kysliku mize zménit
expresi PBP nebo snizit afinitu 1ékii k enzymim PBP, coz vede ke snizeni citlivosti bakterii

(Gupta et al., 2016).
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3 MIKROBIALNI ADHEZE

Proces adheze piedstavuje pocatecni stadium kolonizace povrchi mikroorganismy,
ktera se rozd€luje na primarni a sekundarni adhezi. Primarni adheze je charakterizovana
nespecifickymi a vratnymi interakcemi, v kombinaci s nekovalentnimi interakcemi jako jsou
Lifshitz-van der Waalsovy, elektrostatické a hydrofobni interakce. Pii sekundérni adhezi
dochazi k nevratnému pfipojeni bun€k k povrchu, a to pomoci vyvoje specifickych vazebnych
interakci mezi interagujicimi povrchy (napi. ucasti specifickych adhezinii) (Hori a Matsumoto,
2010, Prochazkové et al., 2011).V nasledujicim textu jsou zohlednény jak fyzikalné-chemické
interakce, které uskuteciiuji sily ptisobici mezi mikroorganismem a povrchem, tak biologické

interakce mezi adheziny a dal$imi povrchovymi strukturami bunék.

3.1 Termodynamicky pristup

Prvni z fyzikélné-chemickych teorii je tzv. termodynamicky pfistup, ktery se vyuziva
k popisu pfilnavosti bakterii k povrchiim. Piedpoklada ptimy kontakt dvou povrcht za stavu
termodynamické rovnovahy (Katsikogianni and Missirlis, 2004, Prochazkova et al., 2011).
K adhezi dochazi v ptipadé, Ze je energeticky vyhodny vznik jednoho mezifazového rozhrani
(povrch nosi¢e-povrch buniky) na tkor zaniku dvou mezifdzovych rozhrani (povrch nosice-
vodné prosttedi a povrch buitky-vodné prostiedi). Kazdé z téchto rozhrani je charakterizovano
mezifazovou energii (mezifdzovym napétim). Energetickou bilanci pro adhezni d&j 1ze vyjadfit

pomoci zmény Gibbsovy energie (viz Rovnice 1) (Hermansson, 1999).
AadnG = yNB— YNV — VBV

Rovnice 1 Vztah pro popis adheze v termodynamickém piistupu (upraveno dle Prochazkova et
al., 2011)

A 4anG"' — adhezni Gibbsova energie v systému bunika-vodné prostiedi-nosic vztazena na jednotku plochy fazového
rozhrani [mJ-m™ ], y — pFislusnd povrchova (mezifdzova) napéti (B — buiika, N — nosic, V — vodné prostiedi)
JelikoZ hodnoty mezifdzovych rozhrani uvedené v rovnici nejsou experimentalné
dostupné, vyuziva tento model k vypoctu ¢iselné hodnoty termodynamickych vlastnosti latek
(volnou povrchovou energii buiiky, volnou povrchovou energii substratu, a povrchové napéti
kapaliny) (Absolom et al., 1983). Jednou z moznych metod urceni volné povrchové energie
je metoda méfeni kontaktniho thlu. Tato metoda je popsana v kapitole techniky k méfeni
adhezni schopnosti. Vysledna hodnota Gibbsovy energie pak umoziuje predpovédét, zda bude
mikrobidlni adheze uptfednostiiovana. Pokud je tedy hodnota Gibbsovy energie na jednotku

plochy negativni (A G*" < 0), adheze je z termodynamického hlediska energeticky vyhodna
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(Hori and Matsumoto, 2010; Katsikogianni and Missirlis, 2004). Termodynamicky pfistup
nezahrnuje elektrostatické interakce ani separani vzdalenost mezi buiikou a nosicem.
Pro zohlednéni téchto interakci do procesu adheze bunck je potieba vyuzit DLVO teorii

(Prochazkova et al., 2011).

3.2 DLVO teorie
Teorie dle Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO) popisuje nespecifické

interak¢ni energie, které tidi poCatecni fazi bakterialni adheze. Jedna se o piitazlivé Lifshitz-
van der Waalsovy interakce a elektrostatické interakce, které mohou byt bud’ piitazlivé, nebo
odpudivé v zavislosti na povrchu (Bayoudh et al., 2009). Pivodné¢ byla DLVO teorie vyvinuta
pro popis chovani koloidnich c¢astic v roztoku (Verwey, 1947). V soucasné dob¢ je Siroce
pouzivéana jako teoreticky model pro vypocet skutecnych zmén adhezni energie, podilejicich
se na mikrobidlni adhezi a agregaci (Bayoudh et al., 2009)

Vyslednd interakcni energie mikroorganismu s pevnym povrchem, je tedy dana souctem
elektrostatické a Lifshitz-van der Waalsovy interak¢ni energie, pficemz vSechny tyto energie

jsou funkci vzdalenosti mezi nabitymi povrchy (Prochazkova et al., 2011) (viz Rovnice 2).

AaanGorvo (d) = AGFL (d) + AG™W (d)

Rovnice 2 Vztah DLVO teorie (Prochazkova el al., 2011)
A G — adhezni Gibbsova energie podle teorie DLVO, AGF' — Lifshitz-van der Waalsovy sily, AG" —
elektrostatické sily v zavislosti na vzdalenosti (d)

Nabity povrch Castice (buniky/nosice) pfitahuje z okoli rozpusténé ionty opacné polarity.
Tyto protiionty se okolo povrchu hromadi a vytvateji elektrickou dvojvrstvu. Vzhledem
k tomu, ze vétSina povrchil (véetné toho mikrobidlniho) ma ve vodném roztoku negativni naboj,
dochdzi k elektrostatickému odpuzovani. Pokud se tedy pfibliZuje zdporn€ nabita buika
k z&porn¢ nabitému povrchu, je odpudiva elektrostatickd energie zpiisobena piekryvanim
elektrickych dvojvrstev bakteridlnich bunék a substratu (Hori and Matsumoto, 2010;
Prochazkova et al., 2011). Van der Waalsovy interakce jsou pfimo umeérné Hamakerové
konstant¢. Hamakerova konstanta je soubor konstant, ktery popisuje vlastnost materidlu, silu
interakce mezi povrchem a médiem, jakoZ i mezi dvéma interagujicimi povrchy ve vodném
prostiedi. Zavisi na dielektrickych vlastnostech prostfedi a pevnych materialti (Hermansson,
1999). Ptesné hodnoty Hamakerovy konstanty pro interakci mikrobialnich bunék ve vodném
prostiedi nejsou znadmy, ale existuji postupy pro jeji odhad (Prochazkova et al., 2011).

Dle Sternova modelu se elektrickd dvojvrstva sklada ze dvou vrstev. Jednak ze Sternovy

vrstvy, kterou tvoii protiionty vazané adsorpcnimi a elektrostatickymi silami na ionty povrchu,
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a z difuzni vrstvy. Soucasti difuzni vrstvy jsou pohyblivé protiionty a ionty pochdzejici
z ostatnich elektrolytt disperzniho prostfedi (Pouchly, 2008). Jak je zfejmé, k tomuto jevu jsou
zapotiebi rozpusténé ionty v roztoku. Koncentraci rozpusténych ionti v roztoku nam udava
iontova sila. Rada studii prokéazala, ze zvySenim koncentrace elektrolytu v rozmezi 0 aZ asi
0,1 - 0,2 M se tloustka elektrick¢ dvojvrstvy zmensuje (Hermansson, 1999). Napiiklad
zvy$enim iontové sily elektrolytu z 1 mmol-dm™ na 500 mmol-dm™ se vzdalenost mezi
nabitymi povrchy zmensi pfiblizné z 10 nm na 0,2 nm. Tim se usnadni vzajemny piistup
interagujicich povrchi (Prochézkova et al., 2011).

Naopak pfi nizké iontové sile se odpudiva elektrostatickd energie zvysuje. Pokud se
tedy bakteridlni bunka pfiblizi k povrchu pfi nizké iontové sile. Dochazi k zabranéni ptimému
kontaktu povrcht v disledku potencidlové bariéry. V tento moment jsou buiiky reverzibilné
ukotveny v ur€ité vzdalenosti od povrchu pevného substratu v tzv. sekundarnim minimu. Tato
vzdalenost je obvykle v nékolika nanometrech v zavislosti na iontové sile. Bakterialni bunky
mohou tuto energetickou bariéru pekonat pomoci adhezint, jako jsou pili, bi¢iky nebo tvorbou
exopolymernich latek. Diky tomu dosdhnou vzdélenosti energeticky vyhodnéjsi, ktera

odpovidé primdrnimu minimu (viz Obrazek 5) (Hori and Matsumoto, 2010).

1. Phase one 2. Phase two
(reversible stage) (irreversible stage)
G G

Surface
Surface

Obrazek S Dvoukrokovy proces adheze bakterii ( upraveno dle Hori and Matsumoto, 2010)

Cim je tedy iontova sila niz§i, tim obtizn&j§i je pro bakterialni buiiky piekonat
energetickou bariéru a ptilnout tak k povrchu substratu. Naopak pii vysoké iontové sile bunky
mohou snadno a rychle dosdhnout nevratné adheze, protoze energeticka bariéra mizi (Hori and
Matsumoto, 2010).

Pomoci DLVO teorie lze do znaéné miry predpovidat adhezi, ackoliv ne vzdy je
predpovéd’ ve shodé s redlnym stavem. Zejména pro situace s vysokou iontovou silou DLVO
teorie nepostacuje. Proto byl do klasické DLVO teorie zaveden dalSi parametr, Lewisovy

acidobazické (hydrofilni/hydrofobni) interakce (van Oss, 1989).

25



3.3 Rozsirena DLVO teorie

Rozsitena DLVO teorie zahrnuje acidobazické interakce, které jsou zalozeny
na interakcich donorGi a akceptorti elektronti. Tim pfidavaji do DLVO teorie vliv
hydrofobnich/hydrofilnich interakci a osmotickych interakei (pro buiiky je 1ze zanedbat), které
jsou na kratké vzdalenosti 10 — 100x silnéjsi, nez LW interakce povrchii v pfimém kontaktu
(Prochazkova et al., 2011; van Oss, 1989). Podle rozsifené DLVO teorie je tedy velice vyrazny
vliv acidobazickych interakci na mikrobidlni adhezi. Jelikoz se jednd o interakce kratkého
dosahu (pod 5 nm), musi dojit k blizkému kontaktu povrchi, aby se dostatecné projevily (Hori
and Matsumoto, 2010; Prochazkova et al., 2011). Do vztahu (viz Rovnice 3) rozsifené DLVO
teorie se dosazuje polarni slozka mezifazové interakéni energie (AG*P), kterd je ziskdna
termodynamickym pfistupem. Proto lze rozsitenou DLVO teorii povazovat za kombinaci

klasické DLVO teorie a termodynamického piistupu (Prochazkova et al., 2011).
AaanGorvo (d) = AGFL (d) + AGYY (d) + AGAB (d)

Rovnice 3 Vztah rozsitené DLVO teorie doplnén o acidobazické interakce (AGAP)

(Prochazkova et al., 2011)

U klasické i rozsitené DLVO teorie se predpokladd, Ze interagujici povrchy jsou
dokonale hladké a homogenni, coz bézné¢ neni realné. Proto je vhodné pro piedpoveéd
interak¢nich energii znat fidici proces, ktery ma v daném systému nejvétsi vliv na Gspésnost

adheze (Prochédzkova et al., 2011).
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3.4 Techniky k méreni adhezni schopnosti

Jak jiz bylo uvedeno, jednou z charakteristickych vlastnosti latek je tzv. volna
povrchova energie. O volné povrchové energii, resp. hydrofobnosti (hydrofobicité) 1ze mluvit
i u bakterialnich bunék (Mafu et al., 1991).

Hydrofobicita bunécného povrchu hraje dulezitou roli pfi pfichycovani k povrchu, proto
byly vyvinuty rtizné metody zaméfené pravé na jeji méteni (viz Tabulka 1). Ukolem t&chto
metod je predpoveédét, zda probéhne adheze bunck. Dalsim ukolem je, pokud mozno adhezi

ptedejit, popt. omezit (Mafu et al., 1991).

Tabulka 1 Metody pouzivané k hodnoceni hydrofobnosti povrchu mikrobialnich bunék
(upraveno dle Doyle, 2000)

Nazev metody

Otisky kolonie
Mg¢éteni kontaktniho tthlu (CAM)

Dielektricka permitivita

Hydrofobni interakéni chromatografie (HIC)

Otisk testu
Mikrobialni adheze na uhlovodiky (MATH)
Mikrosféricka adheze

Test valivych kapicek

Test agregace soli (SAT)
Dvoufazové déleni (TPP)

Vazba na alifatické kyseliny

Nejcastéji pouzivanou metodou k hodnoceni hydrofobnich vlastnosti je metoda,
mikrobidlni adheze na uhlovodiky. Metoda méti ubytek zakalu (absorbance) v bunécné
suspenzi, ktera je prevrstvend kapalnym uhlovodikem (naptf. n-hexadekanem, n-oktanem)
(Doyle, 2000). Postup je velmi rychly a jednoduchy. Pfipravi se zkumavka s bunécnou
suspenzi, ke které se ptida maly objem kapalného uhlovodiku a necha se né€jaky ¢as inkubovat.
Nasledn¢ se smés promichd n€kolik sekund na vortexu a ponecha se ustalit tak, aby doslo
k oddéleni jednotlivych fazich. Po ustaleni a oddéleni fazi se zméfi Ubytek zdkalu vodni

suspenze. Ziskany ubytek zdkalu predstavuje adherenci hydrofobnich bunék na hydrofobni
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uhlovodik béhem michani. Michanim smési totiz dochéazi k vytvofeni kapicek uhlovodiku,
ke kterym jsou buiiky schopny pfilnout (Rosenberg 2006).

Diilezitou podminkou spravného méteni je pouziti pufru s vysokou iontovou silou, ktera
minimalizuje elektrostatické efekty, ¢imz zdirazni vyznam hydrofobickych sil (Doyle, 2000).
Mezi nevyhody této metody patii nizka rozliSovaci schopnost u hydrofilnich kmeni. Tomuto
problému Ize vSak predchazet postupnym piidavanim siranu amonného, ktery zvysSuje adhezi
k n-hexadekanu, n-oktanu a p-xylenu (Rosenberg, 1984). Naopak zna¢nou vyhodou
je nenarocnost na specidlni vybaveni. K testu postaci zakladni laboratorni vybaveni, jako jsou
zkumavky, vortex a spektrofotometr. Déle 1ze metodu pouzit k pozorovani smisenych populaci
stejného druhu. Pouziti hexadekanu je zvlasté uziteCné, protoze je netoxicky pro
mikroorganismy, ma nizky tlak par a bod tuhnuti je pfi teploté nizsi (Doyle, 2000; Rosenberg,
2006).

Dalsi efektivni metodou pro stanoveni miry povrchové hydrofobicity je méfeni
kontaktniho uhlu. Metoda vychézi z Youngovy rovnice (viz Rovnice 4), kterd popisuje, jak
povrchové energie urcuji velikost thlu smaceni. Pokud je zndmo povrchové napéti pouzité
kapaliny, 1ze z kontaktniho thlu odvodit povrchovou energii zkoumaného povrchu (Akbari and

Antonini, 2021).

Yse= Vsl +Ylg COS 0

Rovnice 4 Youngova rovnice (upraveno dle Akbari and Antonini, 2021).
ysg — povrchova energie tuhé latky, ysl — mezifizova energie rozhrani tuha latka-kapalina, ylg — povrchova energie

kapaliny

Princip metody spoc¢iva v naneseni kapky znamé kapaliny (napf. vody, pufru) na vrstvu
bun¢k (méfeny povrch) a nasledné se zméti kontaktni uhel 6 mezi povrchem a kapkou.
V ptipad€ hydrofilnich bun€k se kapka kapaliny rychle rozptyli a zmizi ve vrstvé bunck.
Vznikly kontaktni thel takto rozprostiené kapky bude maly. Zatimco kontaktni tihel kapky
u hydrofobnich bunék bude velky, protoze buniky méné vazou kapalinu (Doyle, 2000).

Pro ziskéni ptfesnych hodnot by mél byt méfeny povrch maximalné hladky, plochy
a chemicky homogenni, aby nedochazelo k deformaci geometrie kapky (Akbari and Antonini,
2021, Doyle, 2000).

K rychlému zjisténi miry hydrofobicity lze vyuzit vysolovaci (agrega¢ni) test. Kvli
nizké citlivosti se spiSe vyuziva k orientacnimu Ucelu. Test se provadi pfidanim siranu

amonného k bunécné suspenzi, ktery zptisobi agregaci. Hydrofobni bunky agreguji za kratkou
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dobu, kdezto hydrofilni buniky k tvorbé agregatii vyzaduji vyssi koncentraci soli a mnohem vice
¢asu (Doyle, 2000).

Miru CSH lze zjistit 1 pomoci separacniho mechanismu uplatnujici se u hydrofobni
interak¢ni chromatografie. Princip metody spoc¢iva v zadrzovani nepolarnich Casti pohyblivé
faze (bunécné suspenze) staciondrni fazi. Staciondrni fazi predstavuje hydrobni gel v kolonég,
ktery obsahuje alkylové ¢i arylové zbytky. Hydrofobni buiikky jsou zadrzovany kolonou,
ze které se nasledné¢ vymyji pufrovanym roztokem (napf. siranu amonného nebo chloridu
sodného) s nizkou iontovou silou (Smyth et al., 1978).

Zde byly uvedeny jen nékteré metody ke zjisténi miry hydrofobicity bunécného
povrchu, ale je potieba vzit v potaz, ze kazda z metod vyuziva zcela odlisny postup. Naptiklad
metoda CAM vyZaduje vzorky dostatené vysusSené a zbavené od necistot. PficemzZ tyto zasahy
mohou ovlivnit povrchové vlastnosti organismu a vést ke klamnym vysledkiim. Proto je potieba
zvazit ptipravu vzorku, aby jakkoliv neovlivnila bakterialni povrch. Z tohoto diivodu analyza
povrchu mikrobidlnich bunék vyzaduje nové metody, které nejsou zavislé na rozsahlé
manipulaci s buitkami pfed méfenim a které umoznuji stanovit hydrofobicitu bakteridlnich

bunck ziskanych pfimo z prostiedi (Pembrey et al., 1999).

3.5 Biologicky popis mikrobialni adheze

Mikrobialni adheze na pevné povrchy neni ovliviiovana pouze fyzikéalné-chemickymi
silami, ale z velké miry zélezi 1 na povrchovych strukturach bakterii (adhezini). Jsou to
specializované povrchové proteiny, které zprostiedkovavaji pfichyceni k povrchu na vétsi
vzdalenost (Niemann et al., 2004). Jelikoz to jsou jevy obecného charakteru, je obtizné zahrnout
je do matematickych modelt, popisujicich nebo ptedpovidajicich adhezi (Prochazkova et al.,
2011).
nebo fimbrie), které vycnivaji z povrchu bakterii. Mohou byt i jednodussi povahy a jsou
pfipojeny k povrchu nebo k jiné povrchové struktufe bud’ jako monomery nebo kratké
oligomery (Klemm and Schembri, 2000). Nejcastéji se vSak jednd o proteiny, které dokazou
vysoce specificky rozpoznavat a vazat sacharidy. Mezi nej¢astéji rozpoznané sacharidy se fadi
galaktdza, N-acetyl-galaktosamin, kyselina sialova, fuko6za, N-acetyl-glukosamin a glukoza.
Dal§imi moznostmi mohou byt interakce protein-protein nebo sacharid-sacharid (Nobbs et al.,
2009).

Vyse zminéné pili a fimbrie patii k nejznamé&j$im proteinovym adhezinim Gram-

negativnich bakterii. Pilus Gram-negativnich bakterii je tvofen znékolika proteinovych
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podjednotek, které jsou k sobé vazany nekovalentnimi interakcemi. Tento typ se podili jak na
nespecifické adhezi k abiotickym povrchiim za i¢elem kolonizace a tvorby biofilmu, tak na
adhezi k bunkédm hostitele. (Beaussart et al., 2014; Hori and Matsumoto, 2010). Naptiklad
protein FimH umoziuje specifickou vazbu Escherichia coli na povrchové struktury obsahujici
manozu (Krogfelt et al., 1990). Adhezin PapG zprostfedkovava vazbu uropatogennich kmeni
Escherichia coli na glykolipidy ptfitomné v mocovych cestach. Existuji tfi razné tidy variant
PapG, které se 1isi svym receptorem. Adhezin PapGI prednostné vaze globotriaosylceramid,
ktery se hojn¢ vyskytuje na lidskych uroepitelidlnich bunkach. PapGII se vaze na globosid
(glykolipidovy izoreceptor lidskych ledvin) a je primarné spojovan s lidskou pyelonefritidou,
zatimco varianta PapGIII se pfednostné vaze na globopentosylceramid (Forssmantv antigen)
a je spojena s lidskou cystitidou (Proft and Baker, 2008).

Mnoho bakteridlnich druhti produkuje kromé proteinovych adhezini i extracelularni
polysacharidy, které se podileji na adhezi. Jako ptiklady Ize uvést extracelularni
polysacharidovy adhezin poly-N-acetylglukosamin (PNAG) nebo polysacharidovy
intracelularni adhezin (PTA). Tyto adheziny zprostfedkovavaji vazbu stafylokokt k abiotickym
povrchim (Di Martino, 2018).

V posledni dob¢ pritahuji zna¢nou pozornost také autotransportérové adheziny
(ATAD). Jedna se o proteiny Gram-negativnich bakterii. Jsou ukotveny na vnéj$i membrané
mikrobtl nebo jsou uvoliiovany do prostiedi (Klemm et al., 2006). RozliSuji se dva typy, jednim
jsou monomerni konvencni autotransportéry a druhym trimerni autotransportérové adheziny.
Ob¢ variace autotransportétovych adhezinli maji spole¢né strukturni usporadani, které zahrnuje
N-termindlni signalni peptid. Tento peptid zajiStuje pfenos pfes vnitini membranu. Dale
sekretovanou doménu a translokacni doménu, ktera vytvoii B-barrelovou strukturu port ve
vnéj§i membrané. Prostfednictvim poru je nasledné sekretovand doména vyluCovana
z periplazmy na povrch buiiky (Girard and Mourez, 2006).

Mezi nejvice studované autotransportéry patii proteiny produkované kmenem
Escherichia coli. Prvni povrchové lokalizovany glykoprotein byl TibA. Adhesin TibA slouzi
k adhezi enterotoxigenni E. coli k epitelidlnim buiikdm tenkého a tlustého stfeva. Daéle se
ukdzalo, ze polyklondlni anti-TibA antisérum inhibovalo invazi enterotoxigenniho kmene
E. coli H10407. To naznacuje, ze protein TibA nejenze zprosttedkovava bunécnou adhezi, ale
také piisobi jako invazin (Lindenthal and Elsinghorst, 2001). N¢které kmeny E.coli produkuji
1 glykoprotein AIDA a protein Ag43. Glykoprotein AIDA byl ptivodné spojovan s adhezi
kmene E. coli O126:H27 ke stfevnimu epitelu. Dalsi studie vSak prokazaly, Ze adhezin AIDA

zprostiedkovava bakterialni adhezi na Sirokou fadu lidskych bunék. Jako ptiklady lze uvést
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HeLa bunky (lidské karcinomové bunky z dé€lozniho c¢ipku) a HT29 bunky (lidské
adenokarcinomové buiniky odvozené z tlustého stfeva). Protein Ag43 byl zpocatku
charakterizovan svou schopnosti agregovat nékteré kmeny E. coli v kapalnych suspenzich.
Na rozdil od ahezini AIDA a TibA je Ag43 neglykosovany a nezprostfedkovava specifickou
adhezi na lidské bunky (Klemm et al., 2006). Ma vSak vyznamnou roli pii tvorbé biofilmu
E. coli v médiu s minimalnim obsahem gluko6zy. Danese et al. (2002) totiz prokazali, Ze protein
Ag43 zprostiedkovava mezi jednotlivymi bunkami a povrchem interakce, které jsou nezbytné
pro vyvoj zralého biofilmu v prostfedi s minimem glukdzy. Ackoli se proteiny AIDA, TibA
a Ag43 l1isi ve svych funkcich, maji vSak jednu spolecnou. VSechny mohou zprostiedkovat
bakteridlni agregaci a tvorbu biofilmu, a proto bylo navrzeno jejich seskupeni s ndzvem

samosdruzujici autotransportéry (SAAT) (Klemm et al., 2006).
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3.6 Bakterialni adheze na materialy

K bakterialni adhezi a tvorbé biofilmu patogennich bakterii dochéazi Casto na povrsich,
vyuzivanych v potravinafském pramyslu. Patogenni bakterie (napt. Salmonella enterica,
Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Bacillus cereus, rod Shigella nebo rod Vibrio) jsou
puvodci alimentarnich onemocnéni z potravin. Bakterie adheruji a vytvareji biofilm na
materidlech, které byvaji povahy hydrofilni (napf. nerezova ocel) nebo hydrofobni (napf. teflon,
polystyren a dalsi plasty). Jednim z diivodi kontaminace povrchi miize byt vyskyt biofilmu,
ktery odolava vlivu dezinfek¢nich a sanitarnich prosttedki. Proto se pii vybéru materidlu klade
diraz na jeho hygienickou nezdvadnost, mechanické a antikorozni vlastnosti (Awad et al.,
2018; Zore et al., 2020).

Bakteridlni adheze a tvorba biofilmu na daném povrchu je ovlivnéna jak vlastnostmi
mikrobialni buiiky (hydrofobicita a ndboj bunécného povrchu, extracelularni polymerni latky,
signalni molekuly, adheziny), tak i1 vlastnostmi povrchu (hydrofobicita, elektricky naboj

a drsnost povrchu) (Awad et al., 2018; Zore et.al., 2020).

3.6.1 Tvorba biofilmu na nerezové oceli

Nerezovd ocel se hojné¢ pouzivd jako materidl v potravinarskych zatizeni diky
své vysoké hygienické nezavadnosti. Lze ji vyrabét v rlznych jakostech a povrchovych
upravach, které vSak ovliviiuji pfilnavost bakterii. Jednotlivé druhy se mezi sebou lisi obsahem
zeleza a jinych pfimési. Austenitickd nerezova ocel obsahuje napt. chrom, nikl a molybden,
z diivodu vyssi odolnosti vii¢i korozi. Feriticka nerezova ocel se uplatiiuje v riiznych odvétvich,
protoze ji lze snadno tvarovat nebo svaret. OdliSnou jakost nerezové oceli 1ze ziskat pomoci
uprav povrchu napf. motfenim, lesklym Zihanim nebo mechanickym lesténim. Pomoci téchto
uprav docilime méné drsného povrchu (Jullien et al., 2003).

Perrin et al. (2009) provedli studii, ve které byl zkouman vliv niklu na tvorbu biofilmu
E. coli produkujici extracelularni vlakna. Vysledky tohoto vyzkumu ukézaly, Ze subinhibi¢ni
koncentrace (koncentrace niz$i neZ minimalni inhibi¢ni koncentrace) niklu zprostfedkovala
tvorbu biofilmu tim, Ze zvySila produkci extracelularnich vlaken na povrchu bunék. Adherenc¢ni
schopnost E. coli O157:H7 potvrdili ve své studii i Ryu et al. (2004).

Jiné studie potvrdily, Ze vyznamny vliv na tvorbu biofilmu méa povrchova uprava
nerezove oceli. Na mén¢ drsném povrchu (jako je leSt€ny povrch) mikroorganismy piednostné
ulpivaji vjamkach a rostou viceméné v jedné vrstvé. Zatimco na drsném povrchu (jako
je brouSeny, kartdCovany povrch) se mikroorganismy koncentruji v pdrech, Skrabancich

arostou ve vice vrstvach (viz Obrazek 6). Bohinc et al. (2016) zkoumali vliv upravenych
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povrchi nerezové oceli (kartdCovanim, leSténim a brousenim) na bakteridlni adhezi.
K vyzkumu pouzili odlisné druhy bakterii, napt. Bacillus cereus, L. monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa. Vysledky této studie
ukazaly, Ze bakterie dobte pfilnuly k upravenym povrchiim z nerezové oceli, ale na nejvice
drsném povrchu (brouseném) ptilnula pouze L. monocytogenes. Povrch nerezové oceli by tedy
nem¢l obsahovat znamky poskozeni (ryhy, trhliny), abychom ptedchézeli ptipadné adherenci
mikroorganismili, nebot’ bakterie jsou v téchto mikrostrukturnich vadach hutfe pfistupné

dezinfekénimu prostfedku (Jullien et al., 2003).

Obrazek 6 Upravené povrchy nerezové oceli s prilnutymi mikroby, rastrovaci elektronova
mikroskopie, a) elektrolyticky lestény povrch (méfitko 30 um), b) kartd€ovany povrch
(100 um) (Bohinc et al., 2016)

Ma et al. (2019) ve své studii zjistili, Ze vyznamnou roli pfi pfichyceni bakterii na
nerezovou ocel hraji ptiznivé podminky prostiedi jako je teplota, vlhkost, tlak nebo dostupnost
zivin. Kmen E. coli produkujici shiga toxin (STEC) vykazoval silnou produkci biofilmu
na povrchu nerezové oceli pii 22 °C, zatimco v prostiedi s nizkou teplotou (13 °C) byla tvorba
biofilmu vyznamné inhibovéna. Jiné studie potvrdili, Ze pfi nizkych teplotach nedochéazelo
k tvorbé povrchovych struktur (napt. fimbrii, bicikil) u bakterii, coz znacné snizuje jejich
ulpivani na povrsich pouzivanych v potravinaiském prumyslu (Walker et al., 1999).

Hlavnim zdrojem zivin pro bakterie v potravinaiském primyslu jsou organické latky

naptiklad bilkoviny zmasa, které zistavaji na povrchu nerezové oceli po kontaktu
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s potravinami. VétSina dosud provedenych studii hodnotila tvorbu biofilmti pomoci béznych
laboratornich ristovych médii. Tvorba biofilmu je vSak velmi zavisla na podminkach prostiedi.
Pti zkoumani tvorby biofilmu je tedy dilezité zvolit takova média, aby se vysledky co nejvice
priblizily skutecnym podminkdm v potravinaiském prostiedi. Z tohoto divodu Paz-Mendéz
etal. (2017) provedli studii, ve které zkoumali tvorbu biofilmu z driibezaren izolovanych
kment salmonel. Bakterie na povrchu nerezové oceli byly inkubovany v médiu obsahujici
masovou Stavu. Vysledky této studie dokazaly, ze na povrchu nerezové oceli byla tvorba
biofilmu vyssi nez pii pouziti béznych rastovych medii (napft. tryptického s6jového bujonu).
Také Li et al. (2017) pozorovali, ze kmen Campylobacter a Salmonella 1€pe ptilnuly na povrchy
v pritomnosti tohoto média, coz naznacuje, ze pritomnost organickych latek v médiu muze

podporovat tvorbu mikrobialnich biofilma.

3.6.2 Tvorba biofilmu na materialech z plastu

Materialy z plastu se vyuzivaji v riznych odvétvi primyslu, ale své nejvétsi zastoupeni
maji v obalovém pramyslu. Jelikoz plasty prichdzeji do kontaktu s potravinami, bylo provedeno
mnoho studii, které zkoumaly vliv vlastnosti plastovych polymerti na tvorbu biofilmu. Nékteré
studie uvadéji, Zze adheze bakterii na plastové povrchy je velmi rychla a zacina jiz v fadu
nekolika sekund po kontaktu s plasty. Cai et al. (2019) ve svych studiich zkoumali kratkodobé
uchyceni bakterii (Escherichia coli, Bacillus subtilis a Bacillus pumilus) na plastovych
povrsich. Ke svému vyzkumu si vybrali nejcastéji vyrabéné plasty jako je polyethylen (PE),
polypropylen (PP), polyethylentereftalat (PET) a polyvinylchlorid (PVC). Vysledky ukazaly,
7ze mnozstvi bakterii, které ulpivaji na plastech, pozitivné koreluje s tvrdosti povrchu nez
s drsnosti povrchu. Zkoumané bakterie vice ulpéli na PE a PVC, protoze jejich povrchova
tvrdost byla vyrazné niz$i nez u PET a PP. To nasvéd€uje tomu, Ze povrchova tvrdost plastti

muze byt klicovym faktorem, ktery dominuje interakcim mezi riznymi plasty a bakteriemi.

3.6.3 Tvorba biofilmu na skle

Pokud jde o uchyceni mikroorganismt k povrchu skla, fada studii prokézala, ze bakterie
jsou schopny pfilnout k povrchu jak po kratkodobém kontaktu, tak 1 po delsi dob¢ a vytvofit
biofilm. K témto vysledkiim dosli ve svych studii Mafu et al. (1990), kdyz zkoumali schopnost
L. monocytogenes prilnout ke sklu ptfi pokojové teplot¢ (20 °C) a pii chladnickové teploté
skladovéani (4 °C). Vysledky studie ukazaly, ze L. monocytogenes byla schopna piilnout
ke sklu za kratkou dobu pii obou teplotdich. Nicméné piitomnost extracelularnich materiala

obklopujici pfipojené buiikky k povrchu pozorovali po delsi dobé expozice (1 hodina).
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Extracelularni materidly, kterymi mohou byt neutralné nebo negativné nabité polysacharidy,
se mohou totiz adsorbovat na povrch a zvysit pfichyceni bakterii k povrchu tim ze, mezi
organismem a povrchem snizi odpudivé elektrostatické sily (Leech et al., 1979).

Bylo také zjisténo, Ze vlastnosti povrchu skla, resp. hydrofobicita se méni s roztokem
pouzitym pfi €iSténi a dezinfekei (Mozes et al., 1987). Proto bylo provedeno mnoho studii, které
zkoumaly vliv pH na hydrofobicitu nebo hydrofilitu skla. Hamadi et al. (2009) ve svych
studiich uvedli, Zze sklenény povrch byl hydrofilni pti pH 5 a hydrofobni pti pH 2 a pH 11.
Pti vysoce kyselém (pH 2) 1 alkalickém pH bunky S. aureus vice adherovaly k povrchu sklu.
Podle téchto vysledk, 1ze usuzovat, Ze oSetfeni povrchu stfedné kyselym roztokem v procesu

¢isténi a dezinfekce muze inhibovat adhezi S. aureus na sklenéné povrchy.

3.6.4 Tvorba biofilmu na drevé

Dievo je organicky a pfirodni material, ktery se hojné vyuziva pfi ptiprave, baleni
a prepravé potravinafskych vyrobkid. Pouziti dieva v pifimém kontaktu s potravinami
je obvykle povazovano za mén¢ hygienické, nez jiné materialy jako je plast, nerezova ocel nebo
sklo. Gough and Dodd (1998) ve své studii uvadéji, ze dfevéna prkénka jsou castéji
kolonizovana mikroorganismy nez prkénka plastova. Dievo je totiz material s vysokou drsnosti
a poréznosti. I pfesto nemuize byt v n€kterych procesech nahrazen jinymi materialy. Tyto
materidly by totiZ zménily vlastnosti nékterych vyrobki napt. tradi¢ni chut’ nebo texturu syra.
Vyroba syra tedy vyZaduje tvorbu bakteridlniho biofilmu na dievénych prknech, protoze hraje
dalezitou roli pti jeho vyzravani (Tomici¢ et al., 2020).

Ne&kolik studii potvrdilo, Ze nékteré dfevéné materidly maji antimikrobidlni vlastnosti,
ve srovndni s jinymi materidly. Antimikrobidlni U¢inek dieva inhibuje mikrobidlni rlst
na zakladé slozeni extraktivnich latek jako jsou fenoly a flavonoidy (Munir et al., 2021). Podle
informaci ziskanych z ptedeSlych studii bylo zjisténo, Ze nejvice biologicky aktivnich
extraktivnich latek obsahuje dievo smrku ztepilého. Naptiklad S. aureus a P. membranifaciens
mély mensi prilnavost ke smrku ve srovnani s topolem a bukem, coZ naznacuje, ze dfevo smrku
ztepilého ma oproti ostatnim dfevindm lepsi hygienické vlastnosti. Kromé toho studie Tomici¢
et al. (2020) také odhalili, Ze Gram-negativni bakterie (E. coli a P. aeruginosa) 1épe ptilnuly
k dfevénym povrchim nez Gram-pozitivni bakterie (S. aureus). Kromé rozdili ve slozeni
a struktufe bunécné stény mikroorganismil bylo prokazano Ze existuje n€kolik faktord, které
mohou ovlivnit adhezi bakterii. Naptiklad zvySena relativni vlhkost pti skladovani zvySuje

pocet prilnutych mikroorganismt (Onilude et al., 2010).
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3.6.5 Tvorba biofilmu na teflonu

Dalsi studie se zabyvala tvorbou biofilmu bakterii na teflonu. Ukazalo se, ze bakterie
rodu Listeria maji schopnost tvofit biofilm na povrchu teflonu. Blackman and Frank (1996)
ve své studii pozorovali, ze akumulace biofilmu Listeria na teflonu byla vyrazné vyssi
v ptitomnosti komplexniho (TSB) média nez v chemicky definovaném médiu. Komplexni
rustovd média totiz obsahuji organické polymery, jako je hydrolyzovany protein, které
se adsorbuji na povrch a ovliviiuji tvorbu biofilmu. V chemicky definovanych médiich
tyto polymery pfitomny nejsou. Jiné studie analyzovaly vliv drsnosti a hydrofobicity teflonu na
vyvoj bakteridlniho biofilmu. Jak jiZz bylo uvedeno teflon se fadi mezi hydrofobni material,
a jeho povrch vykazuje vyssi drsnost nez napt. borosilikatové sklo. VéEtSina bakterii adheruje
a tvori biofilm nejvice na hydrofobnich a drsnéjSich materidlech, toto tvrzeni potvrdili ve své
studii De-la-Pinta et al. (2019). Bakterie S. epidermidis a P. aeruginosa vytvotily na teflonu
hustou biofilmovou vrstvu mikrobidlnich bunék s bohatou extracelularni matrici oproti jinym

materialim (viz Obrazek 7).

A )
S4800 10.0kV 6.9mm x4.00k SE(M)

Obrazek 7 Biofilm P. aeruginosa na povrchu teflonu, rastrovaci elektronova mikroskopie
(méftitko 10 um) (upraveno dle De-la-Pinta et al., 2019)
3.7 Moznosti eliminace bakterialniho biofilmu

I kdyz jsou v potravindiském primyslu kladeny ptisné naroky na sanitaci a dezinfekci
povrcht, presto dochazi k jejich bakterialni kontaminaci. Mnoho studii prokazalo, ze bakterie
rostouci ve formé biofilmu jsou mnohem vice rezistentni k antimikrobidlnimu oSetfeni
ve srovndni s buitkami planktonnimi (Kumar and Anand, 1998). V soucasnosti neexistuje
jednotna metoda ke sniZeni rizika kontaminace a potlaceni tvorby biofilmi na povrSich
pouzivanych v potravindiském primyslu. Protoze biofilmy jsou ¢im dal vice rezistentni vici
fyzikalnim (teplota, vlhkost) a chemickym faktoriim (dezinfekéni prostfedek) (McDonnell and
Russell, 1999).
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3.7.1 Chemické metody dezinfekce

Chemicka dezinfekce se provadi pomoci aktivnich chemickych latek. Tyto latky usmrti
nebo inhibuji rist mikroorganismu. Jedna se o dezinfekéni prostfedky, které svym statickym
ucinkem pouze inhibuji riist organismu (napft. bakteriostatické, fungistatické a sporistatické).
Zatimco latky s tzv. cidnim G¢inkem (napft. baktericidni, virucidni a sporicidni) usmrcuji cilovy
organismus (McDonnell and Russell, 1999).

Nejpouzivangj$imi dezinfekénimi prostfedky v potravindiském primyslu jsou kvartérni
amoniové slouceniny (KAS), amfoterni slouceniny, chlornany, peroxidy, aldehydy a fenoly.
Kvarterni amoniové slouceniny (napf. benzalkonium chlorid a dodecyldimethylamonium
chlorid) jsou povrchove aktivni latky, které maji bipolarni chemickou strukturu (Carrascosa et
al., 2021). KAS narusuji plazmatickou membranu kvasinek a také cytoplazmatickou membranu
bakterii, coz vede k jejimu rozkladu, vyplaveni intracelularniho materidlu, degradaci proteint
a nukleonovych kyselin, a nakonec k lyze bunééné stény autolytickymi enzymy (McDonnell
and Russell, 1999). Jejich ucinnost je vSak stale zpochybnovana. Moretro et al. (2003), ve své
studii potvrdili, ze kmeny Staphylococcus a L. monocytogenes jsou rezistentni viici KAS.

Jiné studie vSak potvrdily, Ze k eliminaci bakterii Staphylococcus dochazelo pti pouziti
dezinfek¢niho prostiedku obsahujici chlornan sodny. Slou€eniny na bazi chloru jsou totiZ silna
oxidacni Cinidla, ktera inhibuji bakteridlni DNA a syntézu proteinti. Toto tvrzeni potvrdili
ve své studii Mckenna and Davies (1988), kdyz ovéfili, ze kyselina chlorna inhibovala rtst
E. coli. Bylo také zjisténo, ze slouceniny na bazi chléru jsou schopny ve vyssich koncentraci
inaktivovat spory. Sporicidni G€inek maji také dezinfekéni prostfedky obsahujici glutaraldehyd.
Glutaraldehyd se vyuziva spiSe pro dezinfekci pii nizkych teplotich a je u¢inngjsi pii
alkalickém nez pfi kyselém pH. Dezinfek¢ni prostfedky obsahujici glutaraldehyd se nejcastéji
pouzivaji k eliminaci biofilmi E. coli a S. aureus (McDonnell and Russell, 1999).

Mezi dal$i u¢inné dezinfekéni prostfedky proti bakteriim v biofilmu patii peroxidy,
které mohou depolymerizovat EPS, ¢imZ umoziuji oddélovani biofilmil od povrchii (Kumar
and Anand, 1998). Napiiklad kyselina peroctova eliminuje biofilmy kmenQ Listeria
a Pseudomonas vytvorené na nerezové oceli Iépe nez dezinfekeni prostiedek obsahujici chlor.
Pomoci peroxidll dochazelo také k odstranéni biofilmu S. Typhimurium (Moretro et al., 2012;
Meyer 2003). Nekolik védei také prokazalo, Zze smichani rtiznych dezinfekcnich prostiedkt
(napft. peroxidu vodiku, chlornanu sodného a kyseliny peroctové), které jsou poté rozprasené
na povrch, inhibuji tvorbu biofilmu. Pro ucely dostate¢ného odstranéni bakterii pomoci
dezinfek¢nich prostredkl, je potfeba povrchy pfedtim fadné vycistit. Pokud se neprovadi

mechanické Cisténi (kartaCovani, Skrabani nebo vysokotlakové Cisténi), nedochazi k odstranéni
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necistot z povrchu. Tyto zanechané necistoty na povrchu mohou totiz inaktivovat dezinfekéni
prostiedek nebo naopak ochrénit mikroorganismy pied jeho tc¢inkem. Nekolik autorti také
uvedlo, Ze mechanické ¢isténi je nejucinnéjsi zptisob k odstranéni mikroorganismu a biofilmda.
I ptes jejich ucinnost je potfeba brat v ivahu mozné Sifeni kontaminace. Zejména vysokotlaké
sprejové systémy produkuji aerosoly zivotaschopnych mikroorganismi, které by mohly byt
rozptyleny do prostiedi a mohou tak zah4jit tvorbu biofilmu na jiném povrchu (Gibson et al.,
1999; Moretro et al., 2012).

Krom¢ nedostateCného cCisténi je antibakterialni ucinek chemickych dezinfekcénich
prosttedktl ovlivnén fadou faktorti, souvisejicich s podminkami prostiedi a citlivosti cilovych
organismu. Mezi hlavni faktory ovlivityjici G¢inek dezinfek¢éniho prostiedku patii koncentrace,
teplota, doba vystaveni povrchu dezinfekénim prostiedkim a pfitomnost organického
materialu. Nedostatek ocekavané u€innosti dezinfekénich prostiedki, 1ze ¢asto vysvétlit tim, ze
nejsou dezinfekéni prostiedky pouzity podle doporuceni. Vyrobci obvykle poskytuji
doporuceni pro pouziti sohledem na to, jak vysSe uvedené faktory ovliviiuji ucinnost
konkrétniho dezinfekéniho prostfedku (Gibson et al., 1999; Moretro et al., 2012).

Béhem posledniho desetileti byly vyvinuty a uvedeny na trh také antimikrobidlni
materialy. Jedna se o materidly, kde je dezinfek¢ni prostfedek zaclenén do struktury materialu
nebo je jim potazen jako film na materialu. Tyto materialy jsou odolné proti bakteridlni
kolonizaci, dokud se antibakteridlni latky uvoliiuji z povrchu. Své vyuZiti si nasly hlavné
v potravinaiské a lékatské oblasti (Moretro et al., 2012).

Vysledky nékolik studii prokdzaly, Ze k inhibici biofilmi dochazelo na materidlech
potazenych stiibrem nebo triclosanem. Cutter (1999) ve své studii pozoroval inhibici ristu
S. Typhimurium triclosanem, ktery byl obsaZen v plastovém obalu na potraviny. Nicméné, kdyz
bylo do tohoto obalu vakuované zabaleno maso, nebyl pozorovan zadny inhibi¢ni G¢inek na
rustu téchto bakterii. V jiné studii byl testovan antibakteridlni u¢inek potravinarskych prkének
obsahujici stfibro nebo triclosan na kmen Salmonella. U prkének obsahujicich triclosan byl
pozorovan inhibi¢ni ucinek, oproti deskam obsahujicich sttibro (Moretro et al., 2011). Lze fict,
ze materidly s pfidanymi antimikrobidlnimi latkami mohou mit za urcitych podminek
antimikrobidlni vliv na kmen Salmonella, ale jejich ucinek je obvykle mnohem nizsi
nez tradi¢ni ¢isténi nebo dezinfekce (Moretro et al., 2012).

Uspé&snost provadéného dezinfekéniho postupu zavisi do znaéné miry i na spravném
stiidani pouzivanych dezinfek¢nich preparati, a to z divodu omezeni moZnosti vzniku

rezistence mikroorganismu k témto latkam.
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3.7.2 Fyzikalni metody dezinfekce

Fyzikalni dezinfekce patii k u€¢innym ekologickym metoddm dekontaminace. Na rozdil
od chemickych metod, které vyuzivaji k dezinfekci chemické latky, jsou zaloZeny na ucinku
teploty a zareni (napft. ultrafialové zafeni) (McDonnel and Burke, 2011). NiZe jsou popsany
pouze nékteré fyzikalni metody, které jsou vyuzivany ke snizeni alimentarnich patogeni
v potravinaiském pramyslu.
3.7.2.1 Ultrazvuk

Ultrazvukem se rozumi jakykoli zvuk o frekvenci vyssi nez 20 kHz, ktery je pro lidské
ucho neslysitelny. Ultrazvukové oSetfeni je povazovano za slibnou technologii, ktera ucinné

oddéluje mikrobidlni biofilmy od kontaktnich povrchi a zaroven ma baktericidni uc¢inek (viz

Obrazek 8).

0.2 pm
| ——

Obrazek 8 Buiiky bakterie E. coli, transmisni elektronova mikroskopie, (méfitko 0,2 pm) (L1 et
al., 2016)

1 — bakterie E. coli pred oSetienim ultrazvukem, 2 — bakterie E. coli po oSetreni ultrazvukem po dobu 20 minut

K usmrceni bakterii pomoci ultrazvuku, velmi zavisi na parametrech béhem oSetfeni
(napft. doba expozice a frekvence) a na mikrobidlnich kmenech (Yu et al., 2020). Obecné plati,
Zze vnimavost mikroorganismii k ultrazvuku zavisi na morfologickych a fyziologickych
faktorech buiiky. Gram-negativni ty¢inky jsou zpravidla citlivéjsi nez koky a vegetativni bunky
jsou citliveéjsi nez spory (Otto et al., 2011). Torlak and Sert (2013) ve své studii hodnotili
ucinnost ultrazvuku o nizké frekvenci (35 kHz) na odstranéni biofilmu L. monocytogenes na
polystyrenovém povrchu. Vysledky této studie ukdzaly, Ze ke snizeni zivotaschopnych bun¢k
v biofilmu dochézelo s prodlouzenou dobou expozice. Avsak vice nez 90 % bakteridlnich
bunék L. monocytogenes bylo usmrceno. Mimo jiné mize byt ultrazvukové ¢isténi podpoieno

dezinfekénimi prostiedky, které se ptidavaji do kapaliny. Dezinfekéni prostiedek rychleji
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pronikne do mikrobidlniho biofilmu, ¢imz se zvySi jeho ucinnost. Napiiklad ucinnost
kvartérnich amoniovych a chlorovych dezinfekénich prostredktt vici L. monocytogenes se
zlepsila pii pouziti ultrazvuku. Nicméné bylo zjiSténo, ze Gcinnost oxidacnich dezinfek¢nich
prostiedkli nebyla ultrazvukovym oSetfenim nijak ovlivnéna (Berrang et al., 2008; Yu et al.,

2020).

3.7.2.2 Ultrafialové zareni

Odstranéni mikroorganismit UV zafenim, je jiz dlouhodobé uznévanou ucinnou
fyzikéalni metodou (Vasilyak, 2021). Antimikrobidlni G¢inek ultrafialového svétla Ize vyuzit
v potravinaiské technologii k dezinfekci vody, povrchi nebo tekutin. Cilem UV dezinfekce je
snizeni celkové mikrobialni zatéze za ucelem prodlouzeni trvanlivosti produktu, nebo
inaktivace specifickych patogent (Franz et al., 2009). Pfi ozafovani potravin ultrafialovym
zafenim se vinova délka pohybuje v rozmezi od 100 do 400 nm. Ultrafialové zateni se podle
vinovych délek rozdéluje na UVA (320-400 nm), UVB (280-320 nm) a UVC (200-280 nm).
Vlnové délka UVC zahrnuje absorpéni maximum DNA. Pfi expozici UVC zafeni tedy vznikaji
DNA fotoprodukty. Ptikladem je pyrimidinovy dimer, ktery mlize pierusit transkripci i translaci
DNA. Ztohoto divodu se pouziva jako u¢inny germicidni prostiedek na vétSinu
mikroorganismi (Do Prado et al., 2019). U¢innost UVC zafeni na redukci spor, oocyst a tvorbu
biofilmu byla studovana fadou studii. Hanes et al. (2002) prokézali, ze kontaminovy jablecny
most Cryptosporidium parvum vystaveny UVC zéfeni po dobu 2 sekund, zpiisobil inaktivaci
oocyst. Jina studie zkoumala vliv UVC zafeni na spory a tvorbu biofilmu Alicyclobaccilus na
nerezovém a pryZzovém povrchu, s pouzitim pomerancové §tavy jako kultivaéniho média. Po
30minutovém vystaveni UVC zéfeni dochédzelo k vyraznému snizeni poctu spoér a tvorby

biofilmu u A4. acidocaldarius (Do Prado et al., 2019).
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3.7.2.3 Kyslikova plazma

Plazma je ionizovany plyn sloZeny z neutralnich ¢astic, elektrond, kladné nebo zaporné
nabitych atomi nebo molekul, o kterém plati, Ze jeho prostorovy naboj je ptiblizn¢ roven nule
(Critzer et al., 2007). Plazma vznikd4, pokud vysoky potencidlovy rozdil mezi dvéma
elektrodami vyvola excitaci nebo ionizaci plynu. Vlastnosti plazmatu zdvisi na slozeni
a prutoku plynu, které ur€uji typ a mnozstvi vznikajicich reaktivnich latek. Dale vlastnosti
plazmatu zavisi na aplikovaném tlaku, elektromagnetickém poli a geometrickych faktorech
elektrod (napf. tvar a vzdalenost mezi poly). Vzniklé reaktivni latky jako je atomarni kyslik,
0zén nebo volné radikaly (napt. hydroxylu, superoxidu nebo oxidu dusiku) vykazuji
antimikrobidlni aktivitu (Critzer et al., 2007). Plazma generovana za atmosférického tlaku nebo
s jednou atmosférou se pouziva k dezinfekci kapalin, vzduchu a povrchil jako je ocel, plast,
pryz (Otto et al., 2011). Pfipfimém kontaktu s plazmou totiz dochazi k poruseni
cytoplazmatické membrany bunék elektrostatickymi silami, coZ ma za nasledek lyzu bun¢k

a uvolnéni protein, DNA nebo nukleonovych kyselin (viz Obrazek 9).

Obrazek 9 Buiky bakterie E. coli, rastrovaci elektronova mikroskopie, (métitko 3,0 pum)
(Patange et al., 2021)

1 — bakterie E. coli pred oSetienim plazmou za atmosférického tlaku, 2 — bakterie E. coli po oSetreni plazmou za
atmosférického tlaku po dobu 10 minut, bilé Sipky oznacuji viditelné deformované struktury a pory

Kelly-Wintenberg et al. (1999) s pouzitim plazmy s jednou atmosférou zaznamenali
poskozeni cytoplazmatické membrany E. coli K-12. PoSkozeni se projevilo zvySenou hustotou
kultiva¢ni suspenze po expozici plazmatu, coz bylo nasledkem uvolnéni bunééného obsahu.
V jiné studii Kelly-Wintenberg et al. (1998) naockovali bakterie na rtizné materialy a vystavili
je pusobeni plazmy za atmosférického tlaku se zvySujici se dobou expozice. Vysledky studie
ukézaly, ze u E.coli a S. aureus bylo po 30 sekundach pozorovano vyrazné sniZzeni bunck
na polypropylenu a papife. Jednim z moznych mechanismii usmrceni bakteridlnich bun¢k

je pasobeni vzniklych reaktivnich latek, které zptsobily oxidaci membranovych lipidu.
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3.7.2.4 Ozarovani elektronovym paprskem

Ozarovani elektronovymi paprsky se vyuziva pii ozafovani potravin a potravinaiskych
vyrobkil, za ucelem eliminace patogent. Elektronovy paprsek inaktivuje mikroorganismy
pfimo poSkozenim DNA, které vede k reprodukéni bunééné smrti, a nepfimo vznikajicimi
volnymi radikaly, které rozkladaji bunéénou membranu bunék. Proces elektronového paprsku
vyuziva jako zdroj zafeni elektrony s vysokou energii. Elektrony, které jsou produkovany
elektrickym proudem, jsou urychlovany na rychlost svétla linearnim urychlovac¢em. Nasledné
jsou preneseny do specialni pistole odkud jsou pouzity na cileny mikroorganismus. V zavislosti
na davce paprsku dochdzi k sterilizaci (eliminace vSech mikroorganismi) nebo pasterizaci

(eliminace patogennich mikroorganismil) (Tahergorabi et al., 2012).
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ZAVER

Tato prace shrnuje zédkladni informace o mikrobidlnich biofilmech, o faktorech
ovliviujicich tvorbu biofilmu, o bakteridlni adhezi a o technikach k méfeni adhezni schopnosti.
Zaroven prace popisuje piehled bunécnych povrchovych struktur ucastnicich se mikrobidlni
adheze.

Mikrobialni adheze je slozity proces, ktery zahrnuje nckolik fyzikalné-chemickych
a biologickych vlivl. Pfesny dopad téchto vlivii na adhezi se u jednotlivych mikrobidlnich
druhtt mutze lisit, a proto je t€zké piipadnou adhezi mikrobiadlnich bunék predikovat. Jednotlivé
mikroorganismy se mezi sebou 1isi zptisobem, jakym pfilnou k danému povrchu. U kmene
E. coli je adheze zprosttedkovana pomoci proteinovych adhezinid (napt. FimH nebo PapG), jiné
bakterie (rodu Staphylococcus) produkuji extracelularni polysacharidové adheziny (napf.
polysacharidovy intraceluldrni adhezin). V posledni dobé jsou v popiedi zdjmu
autotransportové adheziny. Jedna se o proteiny Gram-negativnich bakterii, které jsou ukotveny
na vnéj$i membrané mikroorganismil nebo jsou uvoliovany do prostiedi (napt. u kmene E. coli
protein TibA, AIDA, nebo Ag43).

Aplikace fyzikalné-chemickych modeli pro studium adheze mikroorganismi na urcity
povrch, umoziuji predpovédet podminky (ne)aspésné adheze, a tim vyznamné piispét ke studiu
vzniku a vyvoje biofilmu. Je vSak nutné si uvédomit, ze teoreticky ptistup, DLVO teorie nebo
rozsifend DLVO teorie neumoziiuji dokonale vystihnout redlny studovany systém za vSech
okolnosti. Rozsifena DLVO teorie, umozituje celkem piesné popsani bakteridlni adheze na
hladké homogenni povrchy, ale uz ne tak ptesny popis adheze na tkdn€. Podobné jsou na tom
metody pouzivané k hodnoceni hydrofobnosti povrchu mikrobidlnich bunék. Metody méteni
kontaktniho thlu, mikrobialni adheze na uhlovodiky nebo vysolovaci (agregacni) test vyuzivaji
zcela odlisné postupy, kterou mohou ovlivnit povrchové vlastnosti organismu a vést
k zavadéjicim vysledkiim. Z tohoto divodu analyza povrchu mikrobidlnich bunék vyzaduje
nové metody, které nejsou zavislé na rozsdhlé manipulaci s bunkkami pfed méfenim a také
umoziuji stanovit hydrofobicitu bakteridlnich bun¢k ziskanych pfimo z prostfedi. Dosud
provedené studie umoziuji predikovat bakteridlni adhezi na riizné substraty. Proto se zadvérem
prace zabyvadm bakteridlni adhezi k materidlim v potravindiském primyslu a moZnostmi
eliminace pfilnutych bakteridlnich bunék.

Aktudlni poznatky nas informuji o tom, Ze bakterie nejsnaze ulpivaji na drsném a
hydrofobnim povrchu (napf. teflon a plast) ve srovnani s hydrofilnimi povrchy (napf. sklo nebo

nerezova ocel). Z tohoto diivodu je vyhodné vyuzivat co nejhladsi povrchy, snizujici pfilnavost
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bakterii. Jelikoz jsou bakterie v prostfedi biofilmu vice odolné vii¢i ultrafialovému zafeni,
ultrazvuku a dezinfekénim prostiedkim, je potfeba kazdé potencialni bakterialni kolonizaci
povrchu pfedchazet. V souCasnosti jsou také vyvijeny materidly s antimikrobidlnimi
vlastnostmi. Dosud jsou ovSem né¢které antimikrobidlni materidly ve fazi laboratorniho

testovani, a proto neni jejich praktické aplikace zatim vSeobecné mozna.
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