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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva piipravou mikrotitraénich desti¢ek potazenych polyanili-
novymi filmy a sledovanim adheze buné¢k a tvorby biofilmu vybranych kment biofilmpo-
zitivnich bakterii na povrch takto upravenych desticek. Teoretickd Cést je zaméfena na
vlastnosti polyanilinu, tvorbu biofilmu a bakterie schopné tvofit biofilm. Prakticka cast
zahrnuje ptipravu mikrotitracnich desticek s polyanilinovymi filmy a sledovani vlivu toho-

to polymeru na tvorbu biofilmu u grampozitivnich a gramnegativnich bakterii.

Klic¢ova slova: polyanilin, biofilm, grampozitivni bakterie, gramnegativni bakterie.

ABSTRACT

This thesis work deals with the preparation of the microtiter plates covered by the polyani-
line films and with the monitoring of the cell adhesion and the biofilm production by the
selected strains of the biofilmpositive bacteria to the surface of this prepared plates. The
theoretical part characterizes the polyaniline, the biofilm and the bacteria able to form the
biofilm. The practical part consist of the microtiter plates with polyaniline films preparati-
on and the monitoring of the influence of this polymer on the biofilm formation in grampo-

stive bacteria and gramnegative bacteria.

Keywords: polyaniline, biofilm, grampositive bacteria, gramnegative bacteria.
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UvVOD

Polyanilin patii mezi vodivé polymery, které jsou tvofeny systémem konjugovanych dvoj-
nych vazeb. Jeho zakladni jednotkou je anilin a existuje v riznych formach lisicich se
stupném oxidace nebo protonace. Jednotlivé formy polyanilinu (napt. pernigranilin, eme-
radlin nebo leukoemeraldin) se vyznacuji odlisSnymi vlastnostmi - zbarvenim, stabilitou i
elektrickymi vlastnostmi. Jeho pfiprava je zalozena na oxidaci anilinu peroxodisiranem
amonnym Vv kyselém vodném prostiedi. Jednoduchost piipravy a stabilita produktu jsou
jednou z pfi¢in rostouciho zajmu o polyanilin. Atraktivni je také schopnost tohoto polyme-
ru tvofit tenké filmy. Polyanilinovym filmem se mohou potahovat povrchy polymert, skla,
silikath ¢i uslechtilych kovil. Polyanilin mé Siroké vyuziti v riznych primyslovych odvét-
vich nebo v oblasti biomedicinskych aplikaci. Pomérné neddvno bylo zjisténo, ze koloidni
polyanilin mize mit vliv na rast bakterialnich bun¢k. Cilem této prace je sledovat schop-

nost tvorby biofilmu u bakterii na mikrotitracnich destickach s polyanilinovymi filmy.

Biofilm je vysledek adherence mikroorganizm na rtzné povrchy. V planktonické formée
nemély bakterie tak vyhodné vlastnosti a zacaly tvofit tuto aktivni biologickou vrstvu. Mo-
hou se prichytavat na podkladech ze v§ech moznych materialii, na nichz pak vznikaji shlu-
ky mikroorganizmti, které nasledné produkuji sliz, tvofeny extracelularni polymerni sub-
stanci. Tato substance poskytuje bakteriim v biofilmu ochranu a zabranuje ptistupu bioci-
di, toxinl a dalSich antimikrobnich latek a chrani je pfed vysychanim. Bakterie jsou tak
odolng&jsi vuci nepiiznivym podminkam a je t€Zké je ve formé biofilmu zlikvidovat a tak

zpasobuji problémy v riiznych odvétvich primyslu.

Biofilm ma 1 pozitivni vyuziti v mnoha odvétvich jako je potravinaistvi, napt. ptfi vyrobe
mlécnych vyrobki, obzvlasté riznych druhii syrh, a pfi vyrobé alkoholickych népojl apod.
Dale se vyuziva pfi €isténi vod nebo pii zmirnéni znecisténi pad.

V praktické ¢asti se zabyvam piipravou polyanilinovych filmu, kterymi byly potahovany
mikrotitraéni desticky, do kterych byly nésledné pipetovany suspenze biofilmpozitivnich
kment bakterii a byl zkouman vliv tohoto polymeru na adhezi mikrobidlnich bunék na

takto modifikovany povrch polystyrenovych mikrotitracnich desticek.
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. TEORETICKA CAST
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1 VODIVE POLYMERY

Polymery lIze definovat jako pfirodni nebo syntetické latky, jejichz makromolekula je tvo-
fena z dlouhych fetézct opakujicich se konstituénich jednotek. Bézné polymery, jako je
napiiklad polyetylen nebo polyvinylchlorid, jsou nevodivé, a lze je vyuzit jako vyborné
elektrické izolanty. Vedle nevodivych polymert existuji i polymery vodivé. Ptikladem
muze byt polyacetylen, poly-trans-acetylen, polythiofen, poly(p-fenylen), polypyrrol, po-
ly(p-fenylenvinylen) nebo polyanilin (Obr.1). Vodivé polymery jsou tvoieny systémem
konjugovanych dvojnych vazeb, tzn. Ze v jejich struktuie se pravideln¢ stiidaji jednoduché
a dvojné vazby. Vedle konjugace je dalSim nezbytnym ptedpokladem vysoké elektrické
vodivosti pfitomnost nositelii nadboje. Tyto nosice zprostiedkovavaji transport naboje po
fetézci. Vznikaji procesem, ktery je v analogii s klasickymi polovodi¢i nazyvan dopova-
nim. U dopovani anorganickych a organickych polovodict je vSak podstatny rozdil. U
anorganickych polovodic¢t vyrazn€ ovlivituji elektrické vlastnosti jiz stopové koncentrace
dopujici latky, zatimco u polymerti jsou pozadované koncentrace fadoveé vyssi. Elektricka

vodivost t&chto polymerii se pohybuje v rozmezi 0,01-30 S.cm™.

Strukturné nejjednodussim a také nejcastéji studovanym vodivym polymerem je polyacety-
len. Pti dopovani polyacetylenovych filmi parami jodu lze ziskat produkty o mérné vodi-
vosti srovnatelné s parametry anorganickych polovodict. I pres vysokou vodivost poly-
acetylenu je vsak v soucasné dob€ pozornost sméfovana spiSe na mnohem stabilné;si kon-
jugované polymery polyanilin a polypyrrol. Moznych aplikaci vodivych polymert je cela
fada a pro mnohé z nich neni rozhodujici samotna vodivost. Obecné lze fici, Ze vodivé
polymery v sob¢ spojuji elektrické vlastnosti polovodicii s mechanickymi a uzitnymi vlast-
nostmi polymerd. Velmi zajimava je také schopnost téchto polymert ménit svou strukturu,
a tedy 1 své vlastnosti, v reakci na podminky okolniho prostiedi. Vyznamné mohou byt i

vlastnosti optické, biokompatibilita ¢i biodegradace. [1], [2], [3], [4], [5]
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1.1 Polyanilin

MV v

Polyanilin (PANI) je jednim z nejbéznéjsich a nejvice studovanych vodivych polymerd.
Kromé vodivosti je polyanilin zajimavy riznou morfologii vznikajici v zavislosti na poly-
meracnich podminkach. Existuje ve tfech forméch, tj. pernigranilin, emeraldin a leukoeme-

raldin. PANI ma mnoho vyhod, jako je snadna syntéza, nizka cena a dobra stabilita. [6], [7]

Vyuziti PANI v biologickych aplikacich je do zna¢né miry omezeno nizkou rozpustnosti
praskového PANI ve vodnych médiich. V soucasné dobé vSak bylo navrzeno nékolik moz-
nych feseni, a to jednak kopolymerizace PANI [8] nebo protonace kyselinami s delsimi
alkylovymi fetézci, coz by mohlo vést ke zvySeni jeho rozpustnosti v riznych rozpousté-
dlech [9]. Dalsim moznym feSenim je piiprava koloidnich disperzi tohoto vodivého poly-

meru. [10], [11], [12]
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1.1.1 Historie polyanilinu

Polyanilin je pravdépodobné nejstar§im syntetickym organickym polymerem. Ptipravuje se
oxidaci anilinu. Anilin byl ziskén jako produkt pyrolytické destilace indiga v roce 1826
némeckym chemikem Unverdorbenem. Pii studiu chemickych vlastnosti anilinu byly jiz
roku 1840 popsany zelené oxidacni produkty, které jsou dnes nazyvany polyanilinem.
V roce 1856 ptipravil britsky chemik Perkin oxidaci anilinu prvni syntetické priimyslové
vyrabéné barvivo, mauvein, které je s polyanilinem historicky i strukturné spjato. V roce
1862 britsky profesor chemie Letheby pii toxikologické identifikaci anilinu proved| elek-
trochemickou oxidaci, ktera vedla po alkalizaci k modrému zabarveni produktu typickému
pro polyanilinovou bazi. Britsti chemici Green a Woodhead v roce 1910 navrhli pro oxi-
daéni produkty anilinu strukturu oktameru; polymerni charakter produktii oxidace anilinu
byla prokazana az mnohem pozdéji. Oxidaéni formy pojmenovali leukoemeraldin, emeral-
din a pernigranilin a tyto nazvy jsou dnes pouzivany i pro odpovidajici polymery. Polyani-
linové fetézce jsou slozeny ze stovek anilinovych konstitucnich jednotek a jedna se teda o
plnohodnotné polymery. V Ceskoslovensku byly v roce 1968 syntetické postupy vedouci
K polyanilinu popsany Honzlem a spol. Rostouci zajem o vodivé polymery se projevil az

na konci 70. let 20. stoleti poté, co byly publikovany prace o polyacetylenu. [1], [13]

1.1.2 Struktura a formy polyanilinu

Polyanilin, jehoz zakladni stavebni jednotkou je anilin, vytvaii linedrni fetézce vazané pres
skupinu —NH (Obr.2). Muze bézné existovat v nékolika formach, které se navzajem lisi
stupném oxidace nebo protonace. Odebranim nebo dodanim elektront chemickou, ¢i elek-
trochemickou oxidaci a redukci Ize ziskat formy polyanilinu s riznou chemickou struktu-
rou, stabilitou, zbarvenim a elektrickymi vlastnostmi. Tyto formy jsou oznacovany jako
emeraldin, leukoemeraldin a pernigranilin. Nejbéznéjsimi formami jsou vodiva, zelen¢
zbarvena polyanilinova (emeraldinovd) sil a nevodiva, modra baze. K piechodu mezi té-
mito dvéma formami dochazi pti pH 5 - 6 a vodivost polyanilinu timto pfechodem klesa
z jednotek S.cm™ na 10° S.cm™. Ob& uvedené formy se li$i ne jen z hlediska elektrickych
vlastnosti, ale odliSuji se i svym chovanim pfi kontaktu s zivymi organizmy, tkanémi ¢i

jednotlivymi buitkami. [1], [14], [15], [16]
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Obr. 2. Strukturni vzorec polyanilinové baze. [1]

Jednotlivé formy polyanilinu jsou znazornény na Obr. 3. Jak jiz bylo uvedeno vyse, za-
kladni stabilni formou je zeleny emeraldin, ktery mize byt oxidovan na pernigranilin nebo
redukovan na leukoemeraldin. U emeraldinu a pernigranilinu existuje rovnéz vzdy proto-

novana forma a odpovidajici baze. [1]

Protonovany pernigranilin (modry) Pernigranilinova baze (fialova)
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Protonovany emeraldin (zeleny. vodi\j’) Emeraldinova baze (modra, nevodiva)
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Obr. 3. Formy polyanilinu. [1]
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1.1.3 Ptiprava polyanilinu

Polyanilin se pfipravuje oxidaci anilinu peroxodisiranem amonnym v kyselém vodném
prostiedi (Obr.4). Reakce probiha na vzduchu v oteviené nadob¢, pii laboratorni teploté,
bez nutnosti zahfivani nebo michani, s prakticky stoprocentnim vytézkem. Je exotermni a
je ukoncena béhem nékolika minut. Ziskany produkt, polyanilin, se pak z reakéni smési
oddg¢li filtraci. Standardni polymerace anilinu v silné kyselém prostiedi poskytuje granu-
larni strukturu. Pokud je vSak polymeraci provedena ve vod¢é nebo v mirné kyselém pro-
stiedi kyseliny octové, jsou v produktu ptitomny polyanilinové nanotrubky. Jejich pramér

je 100-200 nm a délka dosahuje az n€kolik mikrometru.

Polyanilin se standardné pfipravuje oxidaci 0,2 M anilinu hydrochloridu pomoci 0,25 M
peroxodisiranem amonnym. Rozpusti se 2,59 g (20 mmol) anilinu hydrochloridu v 50 ml
vody, oddélené 5,71 g (25 mmol) peroxodisiranu amonného rovnéz v 50 ml vody. Nasled-
né se oba roztoky smisi. Ve smési zacnou po chvili vznikat anilinové oligomery a smé&s
zmodra. Zabarveni se prohlubuje, tvoii se pernigranilinova forma polyanilinu, kterd za¢ne
po skonceni polymerace piechdzet na tmavozeleny emeraldin. Polymerace probéhne pfti
laboratorni teplo pfibliZzné za 10 minut a teplota reakéni smési vzroste z 20 °C na 38 °C.
Srazenina polyanilinu se poté promyje ziedénou (0,2 M) kyselinou chlorovodikovou a na-
sledné i acetonem nebo etanolem. Produkt se ususi na vzduchu. Takto pfipraveny polyani-

lin (emeraldin) mé vodivost 4 S.em™.

JestliZe pii oxidaci anilinu je do reakéni smési ponotfen piedmét, ktery je staly v kyselém
prostiedi, vytvofi se na jeho povrchu vodivy polyanilinovy film o tlouStce cca 100 nm.

Takto 1ze modifikovat prakticky libovolny povrch (sklo, textilni tkanina). [1], [6], [7], [15]

4n NH: + 5 n(NHy)S,05

HA)
. > . BN N
Qe oW,
HSO,4 HSO,4 n

+3nH,SO4 + 5n (NH),S04

Obr. 4. Oxidace anilinu peroxodisiranem amonnym v kyselém prostredi — vznik

polyanilinu. [1]
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1.1.4 Polyanilinové filmy

Jak jiz bylo uvedeno, v praxi se muze jakykoliv substrat, ktery je pfitomny v reakéni smeési
anilin hydrochloridu a peroxosiranu amonného, potahnout tenkym filmem polyanilinu
(Obr.5). Mohou se pouzivat povrchy riznych polymerd, skla, silikatu nebo uslechtilych
kovi. Polyanilinem se potahuji i dalSi materialy, napiiklad polymerni vldkna, textil, uhli-

kové nanotrubky, dfevéné piliny a dalsi.

Povrchy upravené polyanilinem se pak mohou pouzit na vyrobu senzori, elektrod, dale

jako vodiva vypln, katalyzatory organickych reakci a ochrana pied korozi. [16], [17]

Obr. 5. Tvorba tenkych polyanilinovych
Silmu. [18]

1.1.5 Mechanizmus tvorby filmi

Oxidaci anilinu Vv kyselém prostiedi se nejprve tvofi anilinové oligomery, které jsou vice
hydrofobni neZ plivodni anilin a maji tendenci se separovat Z vodného média, tzn. Ze se
adsorbuji na vhodny povrch, ktery je v kontaktu s vodnou fazi. Adsorbované oligomery
pak 1épe a snaze zah4ji rist polyanilinovych fetézcii. To je princip heterogenni katalyzy, u
niz se predpoklada, ze reaktivita adsorbovanych molekul mtze byt zvySena diky zméné

distribuce elektronové hustoty.

Experimentalné bylo zjiSténo, Ze polymerace na povrsich predchéazi polymeraci, ktera pro-
biha v celém objemu reak¢ni smési. Prvni polyanilinovy fetézec, ktery se ukotvi na po-
vrchu, dale slouzi jako jadro budouciho filmu. Dalsi oligomery se adsorbuji blizko tohoto
jadra a stimuluji rast dalsich polyanilinovych fetézci, které na povrchu rostou a tvoii tak

film. Retézce jsou orientovany kolmo k povrchu (Obr.6). [16]
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Obr. 6. Mode! tvorby filmu: (a) anilinové oligomery (oteviené kruhy) se adsorbuji
na dostupném rozhrani a (b) stimuluji rust polyanilinovych retézcu (silna cara).
Tvori se zarodek. (c) Dalsi polyanilinové retézce rostou v diisledku automatického

zrychleni mechanismu v blizkosti zarodku. Film se $iFi po povrchu. [16]

S podobnym mechanismem se lze setkat i pfi tvorbé koloidnich ¢astic, které jsou produk-
tem polymerace anilinu v médiu obsahujicim stabilizator, coz je ve vodé rozpustny poly-
mer. Na polymerni fetézec se adsorbuji anilinové oligomery, které vyvaii zarodek polyani-
linového fetézce. MuzZe nastat situace, ze se do blizkosti rostouci ¢astice dostane dalsi ¢as-

tice stabilizatoru a vznikne tak vnéjsi obal, ktery brani agregaci castic. [19]

Na Obr.7 je znazornén mechanismus tvorby koloidnich disperznich ¢astic. (a) Anilinové
oligomery vznikaji ve vodném reakénim médiu obsahujicim ve vodé rozpustny polymer,
stéricky stabilizator (tenka cara). (b) Oligomery adsorbujici se na stabilizator stimuluji riist
polyanilinového fetézce (silna ¢ara) (c) Polymerace anilinu probiha v blizkosti jiz existuji-
cich polyanilinovych fetézcii. Polyanilinové makromolekuly ukotvené na stabilizujicim

polymernim fetézci tvoii koloidni disperzni ¢astice. [19]
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Obr. 7. Tvorba koloidnich disperznich castic. [19]

1.1.6 Vyuziti polyanilinu

Polyanilin je jednim z vodivych polymert, pro néz se hledalo vyuziti ptedevsim s ohledem
na jejich schopnost reagovat zménou elektrické vodivosti na vn&jsi stimuly. Tato schopnost
vedla k aplikacim v oblasti senzor(, antikoroznich natérd, katalyzy organickych reakci ¢i
palivovych c¢lankd. Velmi zajimavé a slibné je vyuziti polyanilinu v oblasti biomedicin-
skych aplikaci, kde se vyvoj a vyzkum soustied’uje predevSim na jeho uplatnéni v regene-
raci srdeéni ¢i nervové tkané. Na Obr.8 lze vidét strukturni vzorce pro vodivou polyanili-

novou stl a nevodivou polyanilinovou bazi. [14]

T Polyanilin hydrochlorid
e N NH
1OLSWOI
@ s}
rl“/ C NH x
H n
Polyanilinova baze

Seaelionel

Obr. 8. Vodiva polyanilinova siil a nevodiva

-

polyanilinova baze. [14]
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Dale se vyuzivaji i optické vlastnosti vodivych polymert, napt. jejich barevnost, ktera sou-
visi se syst¢émem konjugovanych vazeb ve vodivych polymerech. Ptikladem jsou aditiva
do recyklovanych plastt. Jejich zbarveni, které neni pfimo definovatelné, 1ze sjednotit pfi-
davkem vodivého, a zaroven intenzivn¢ barevného polymeru. Zmény optické absorpce
polyanilinu pfi vlozeném elektrickém potencidlu se uplatiiuji v zobrazovaci technice, napf.
elektronické tapety €i zobrazovaci okna, kterd jsou schopna promény na pfani uzivatele.
Déle se tento princip vyuziva pii vyvoji ,,neviditelnych* letadel, ktera mohou ménit zabar-
veni v zavislosti na pozadi, na némz se pohybuji. V analytické oblasti ma barevnost vy-
znamnou roli pfi pouziti polymernich koloidi jako znackovacich ¢astic pfi separacnich
experimentech. Dale byly navrzeny optické senzory na bazi polyanilinu, které indukuji
zmény kyselosti.

Redukéni ucinek polyanilinu mtize byt pouzit pro izolaci uslechtilych kovi z odpadnich
vod. Polyanilin je rovnéZz pouzivan pro zvySeni katalytické Gi¢innosti paladiovych a plati-

novych katalyzatort pii hydrogenac¢nich reakcich. [1]

Smés PANI s nanovlakny z CuGeOgs se pouziva jako sklenéné karbonové elektrody modi-

fikované materialy pro elektrochemické stanoveni kyseliny benzoové v neutralnim rozto-
ku. [20]

Diky svym piihodnym vlastnostem ziskal PANI zna¢nou pozornost jak na akademické
padg, tak v praimyslovych odvétvich. Pouziva se k vyrob¢ tady uzite¢nych zafizeni, véetné
lehkych bateriovych elektrod, elektromagnetickych stinicich zatizeni, antikoroznich natéri,
senzoru, svételnych diod, infracervenych polarizatorti, uhlikovych nanotrubek a elek-

trochromovych displeju. [21], [22], [23]

1.2 Antimikrobni uc¢inky polyanilinu

K polymertim, které maji antimikrobni u¢inky a inhibuji rist mikroorganizmi, mizZeme
zatadit 1 nékteré druhy polymeri vodivych, ke kterym fadime 1 polyanilin. Studii, zabyva-
jici se touto problematikou, je jen malé mnozstvi. Antibakterialni u¢inky koloidniho poly-
anilinu nebyly zatim v odborn¢ literatufe podrobnéji popsany. Studie se spiSe zamétuji na

bézny, polymerni a praskovy polyanilin.

V roce 2014 byl vsak vydan ¢lanek, ktery se zabyva antibakteridlnimi ucinky koloidnich

polyanilinovych disperzi. Koloidni polyanilin patifi mezi nejslibnéjsi aplikované formy
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vodivych polymeri. Testy antibakterialni aktivity byly provadény na bunkach osetfenych
disperzi koloidniho polyanilinu. Antibakterialni uc¢inek koloidniho polyanilinu proti gram-
pozitivnim a gramnegativnich bakteriim byl nejvyraznéjsi u Bacillus cereus a Escherichia

coli.

Citlivost bakterii vici koloidnimu polyanilinu je nejspiSe zavisla na druhu. Vysledky této
studie ukazaly, Ze rist gramnegativni bakterie Escherichia coli byl nepatrné snizen z 8,6 na
8,4 log CFU/ml ptisobenim koloidniho polyanilinu o koncetraci 2000 pug/ml a Gplna inhibi-
ce byla pozorovana pii koncentraci 3500 ug/ml. Pseudomonas aeruginosa, ktera je rovnéz
gramnegativni, byla nejodolné;jsi bakterii. Koloidni polyanilin v koncentraci 3500 pg/ml
zpusobil pokles pouze o dva fady z 8,9 na 6,9 log CFU/ml. Antibakterialni efekt byl zpozo-
rovan az v nejvyssi testované koncentraci (8500 pg/ml). U grampozitivni bakterie Staphy-
lococcus aureus byl obdobny jako u Pseudomonas aeruginosa, kde byla vétsi antimikrobni
aktivita zjiSténa pii koncetraci 8500 pg/ml. Ale na rozdil od Pseudomonas aeruginosa se u
této grampozitivni bakterie prokazala inhibice i pfi niZsi testované koncentraci koloidniho
polyanilinu (3500 pg/ml). Dalsi testovana grampozitivni bakterie Bacillus cereus byla zce-
la inhibovana po pouziti koloidniho polyanilinu pfi koncentraci 3500 pg/ml, obdobné jako

tomu bylo u E. coli. [10]

V roce 2011 Gizdavic-Nikolaidis a kol. testovali vlastnosti funkcionalizovanych a stan-
dardnich polyanilinil na bakteridlnich bunkach. VSechny vysledky prokézaly antimikrobni
ucinky tohoto polymeru. Uz niz$i koncentrace funkcializovaného PANI siln€ inhibovaly
rast divokych kment E. coli, Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus. [24]
V dalsi praci Gizdavic-Nikolaidise a kol. (2012) byly pfedmétem antimikrobni vlastnosti
ne jen samotného polyanilinu, ale i jeho acetonem extrahovanych oligomert, u nichz byly
rovnéz prokazany inhibi¢ni ucinky na gramnegativni,i grampozitivni bakterie a mikrosko-

pické houby. [25]
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2 BIOFILM

2.1 Historie biofilmu

V roce 1676 se Antony von Leeuwenhoek, nizozemsky ptirodovédec a prikopnik mikro-
skopie, zabyval myslenkou bakterii ptisedlych k povrchu. Pomoci mikroskopu pozoroval
buniky zubniho plaku. Polovina 19. a 20. stoleti byla povazovana za ,,zlaty vék bakteriolo-
gie“. Studovaly se v8ak jen planktonické formy organizmu. Sto let od dob Roberta Kocha a
Louise Pasteura doslo ve védé k velkym pokrokim. Dfive nikoho nenapadlo, Ze by bakte-
rie mohly riist jinak, nez jako voln€ se vznasejici v tekutém prostfedi nebo jako kolonie
rostouci na agaru. Az vroce 1935 Zobel jako prvni pouzil piimou mikroskopii
k pozorovani biofilmu u motskych bakterii. V roce 1978 piirodovédec John William
Costerton upozornil na v§udyptitomnost biofilmu. Pfirodovédci Costerton, Stewart a Gree-
nberg v roce 1999 prokazali Gcast biofilmu v perzistentnich infekcich. Prvni studie zabyva-
jici se biofilmy se objevily jiz asi pted 30 lety. V dneSni dob¢€ se biofilmem zabyvé pie-
vazné 1ékarska mikrobiologie. [26], [27], [28]

2.2 Definice a slozeni biofilmu

Bakterie v pfirodnich populacich jevi zietelnou tendenci piisedat k nejriznéj§im po-
vrchim. Tvofi komplikované struktury a spoleCenstva bun€k - ,biofilmy“. EXistence
v biofilmu je pro bakterie z mnoha diivodti vyhodnéjsi a ve vétsiné prostiedi je také za-
kladnim zplisobem jejich ptirozené¢ho vyskytu. Predpoklada se, Ze v pfirozeném prostiedi
je zivot mikroorganizmil ve formé ¢istych planktonickych kultur spise vyjimecny, a 95 - 99
% mikroorganizmu se vyskytuje ve formé biofilmu [28], [29], [30], [31]

V literatufe lze nalézt rizné definice biofilmu. Jako biofilm je zpravidla oznaovana aktiv-
ni biologicka vrstva slozend z mikroorganizmi (bakterii, fas, hub, prvoki, mnohobunéc-
nych) a jejich extracelularnich polymernich produktt, ktera je ptichycena na povrchu nej-
ruznéjsich podkladu, které jsou v kontaktu s vodou. [31]

Nov¢jsi definice zahrnuji rovnéz fyziologické vlastnosti organizmu biofilmu a schopnost
transkripce gend. Biofilm lze charakterizovat jako ptisedlé spolecenstvo mikroorganizmtl,
ve kterém jsou jednotlivé bunky prichyceny k podkladu nebo jedna k druhé¢, jsou obklope-
ny matrici extracelularnich polymernich latek produkovanych témito buiikami, které dale

vykazuji odlisny fenotyp s ohledem na rychlost rtstu a transkripci gend. [31]
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Biofilm je mozné popsat i jako vysledek adherence mikroorganizmi na povrchy rizného
materialu, které mohou byt umeélé ¢i nativni. Biofilmy lze nalézt naptiklad na povrchu zu-
b, kotenech rostlin, zdravotnickych pomuckach, katétrech, ve vodovodnim potrubi, ¢i na
povrchu vyrobnich zafizeni [32], [33]. Na téchto povrSich pak vznikaji mnohovrstevné
shluky mikroorganizmi a mikrokolonie, které jsou obklopeny vrstvou polymerniho extra-
celularniho materidlu a propojeny siti kandlkd. Proudéni kapaliny v téchto kanélcich

umoziuje efektivni transport Zivin a metabolickou spolupraci mezi bunkami. [29], [34]

Biofilm obsahuje ptiblizné 15 % bunék a 85 % extracelularni matrix, kterou tvoii prede-
v8§im extracelularni polymerni substance (EPS). EPS je tvofena pfedevsim polysacharidy,
ale obsahuje i1 celou fadu dalSich makromolekul jako jsou proteiny, nukleové kyseliny,
fosfolipidy a glykoproteiny. Slozeni EPS je odlisné u riiznych druhti mikroorganizmi, za-
visi 1 na stafi biofilmu a podminkéch prostiedi. Pokud jde o polysacharidy, mohou byt pfi-
tomny jak homopolysacharidy, tak i heteropolysacharidy zalozené nejcastéji na glukoze ¢i
fruktéze. Produkce heteropolysacharidi je znama naptiklad u nékterych bakterii mlééného
kvaseni. Tyto heteropolysacharidy mohou obsahovat jednotky glukozy, galaktézy, frukto-
zy nebo ramnézy. Polysacharidy EPS jsou také Casto substituovany, substituentem miize

byt pyruvat nebo sukcinat. [26], [34], [35]

Extracelularni polymery plni celou fadu funkci. PfedevSim se podili na pfichyceni bunék
k povrchu, tvorbé mikrokolonii a vzniku struktury biofilmu. Dale zajist'uji ochranu bunék
biofilmu pfed nepfiznivymi podminkami prostfedi. Zabraiuji pfistupu biocidi, toxinl a
tézkych kovi a chrani buniky proti vysychani. EPS funguje také jako stabilizator struktury

biofilmu a zajistuje vyzivu bunécné slozky. [26], [33]

Pro biofilm ma vyznam i tekuta faze, ktera ho obklopuje. Biofilm je viskozni, elasticky.
V proudu tekutiny se jeho struktura chové dynamicky, vini se. V silnéjSim proudu se posu-
nuje po podloZce a §ifi se na neobsazend mista. KdyZ elasticita nestac¢i udrzet buiniky po-
hromadg, ¢asti biofilmu se odtrhavaji. Pti dostatku ¢i nadbytku Zivin se povrch biofilmu

vyrovnava, vinky zmizi a vytvaieji se opét pii poklesu koncentrace zivin.

Kapalina, ktera biofilm omyva zvenci, ptfinasi zuzZitkovatelné organické i anorganické latky
a odnasi produkty metabolizmu. Do hloubky jsou zanaSeny systémem kanalkt. Lze v nich

pozorovat proudéni, a dokonce byla zméfena hydrodynamika protékajici tekutiny. [36]
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2.3 Struktura biofilmu

Struktura biofilmu zavisi na mnoha fyzikalnich i biologickych faktorech, pfitomnosti zivin,
kysliku, pH prostiedi nebo druhovém zastoupeni. Tloust’ka biofilmu zavisi na dostupnosti
Zivin a na tom, zda je slozen z jednoho ¢i vice bakteridlnich druhti. V pfirozeném prostiedi
je spolecenstvi vice druhii obvyklejsi. Namétené hodnoty tloustky biofilmu kolisaji od
ne¢kolika téméi do stovky mikrometrii. Biofilm neni homogenni, sklada se z agregati
a cetnych dutin. Jsou to spletité, vzajemn¢ propojené kanalky rozmanitého tvaru. Pomoci
mikroelektrod 1ze v ném méfit koncentraci kysliku. Ta je dalezita pro spolecnou existenci
bakterii aerobnich (potfebujicich kyslik) a anaerobnich (zijicich bez kysliku). Koncentrace
kysliku na povrchu biofilmu je nizka, o trochu hloubé&ji stoupa a dale do hloubky podle
ocekavani klesd, takze v zakladni vrstvé je nulova. V riiznych vrstvach ma biofilm rlzny
elektricky naboj, coz pomaha transportu zivin. Bakterie jsou v biofilmu rozloZeny nerov-
nomérné, rostou v mikrokoloniich, shlucich bakterii, které maji kuzelovity ¢i houbovity
tvar. Mikrokolonie jsou spojeny spletitymi kanalky. VEtsimi mikrokoloniemi kanalky pro-
chazeji. Jsou vsak tenéi a predstavuji pory. Na povrchu je biofilm omyvan okolni kapali-
nou obsahujici molekuly Zivin. Ta pronika i do biofilmu a pory se dostava az do nitra mi-
krokolonii. Biofilm jedin¢ho bakteridlniho druhu ma jednodussi stavbu nez biofilm obsa-

hujici spolecenstvi vice druhti. [31], [34], [36], [37]

2.3.1 Transport latek v biofilmu

Okolni kapalina obklopujici biofilm obsahujici molekuly Zivin a dalSich nezbytnych orga-
nickych a anorganickych latek omyva povrch biofilmu a prostfednictvim kanalkti a pora
v mikrokoloniich do néj vstupuje. Naopak odnasi z okoli biofilmu metabolické produkty.
Z kanalki proudi kapalina poéry dovniti vétSich mikrokolonii a déle se jiz dostdva pouze
difuzi, avsak pouze do omezené hloubky biofilmu. S rostouci hloubkou biofilmu dochazi

tak k tibytku koncentraci kysliku a dalsich zivotné dulezitych latek.

Transport latek v biofilmech je rozdélen do dvou zon: externi (z okolni kapaliny do biofil-
mu) a interni (uvnitf biofilmu). Efektivni difuze v biofilmech kolisa misto od mista. Je to
nejpiSe v dasledku heterogenni struktury biofilmu jako jsou husté shluky biofilmovych

mikrokolonii, které jsou obklopeny prazdnym prostorem.

Relativni efektivni difuzivita vzriistd se vzristajici koncentraci rozpusténych organickych

latek a s klesajici rychlosti proudu. To znamend, Ze denzita biofilmi rostoucich pti nizkych
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koncentracich zivin a vysokych proudovych rychlostech (v potocich a fekach) je vyssi nez

denzita biofilmi v eutrofnich jezerech nebo v ¢istirnach odpadnich vod. [31]

Vyvoj biofilmu lze rozdélit do nékolika fazi (Obr.9):

1.

Biofilm Measure

Pro ptisednuti na povrch bakterie vyuzivaji signalni molekuly. Vlastnosti povrchu,
na ktery bakterie prisedaji, hraji rovnéz vyznamnou roli.

Pti prvotni adherenci se bakterie navazi na povrch objektu reverzibilnimi silami a
zkoumaji, zda splituje podminky pro preziti.

Pokud jsou podminky splnény, usidli se natrvalo a za¢nou vysilat quorum sensing.
Ptisedl¢é bakterie preprogramuji své geny a timto pak dochazi ke zméné fenotypu
oproti volng Zijicim bakteriim.

Bakterie produkuji velké mnozstvi EPS, ¢imZ se zpevni jejich vazba na povrch a
mohou se pifipojit dalsi bunky.

Bakterie vyuzivaji zivin z okoli. Jsou pfitahovany dalsi bakterie.

Tvorba biofilmu se dokonéuje. Casti biofilmu a mikrokolonie se mohou oddélit a

poté kolonizovat dal§i povrchy. [38], [39]

Obr. 9. Faze tvorby biofilmu. [38]
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2.4 Vznik a tvorba biofilmu

Zakladnim krokem tvorby biofilmu je prvotni adherence planktonickych mikroorganizmt
na povrch substratu a jejich ,,udrzeni* po dobu dostacujici k zahéjeni produkce slozek nut-
nych pro trvalé ptichyceni k povrchu. Pro adhezi je nutné, aby se mikroorganizmus dostal
do kritické vzdalenosti od povrchu, ktera je typicky mensi nez 1 um. Do této vzdalenosti se
muze dostat naptiklad diky sedimentaci, proudéni kapalného prostiedi, nebo diky chemo-

taxi a vlastni pohyblivosti [40]

Nasledné zavisi primarni adheze na celé fad¢ faktoru, pfedev§im na hydrofobnich a elek-
trostatickych interakcich. Dilezitou roli maji také povrchové struktury bunék - biciky, pili,

proteiny ¢i slozky EPS. [40], [41]

Pevné ptichyceni k povrchu je dale umoznéno diky tzv. adhezintim, diky kterym mohou

bunky rozeznavat specifické slozky povrchu, na ktery adheruji. [41], [42]

Po uspésné adhezi k povrchu dochdzi ke zménam v transkripci n€kterych genti, predevsim
gent zodpovédnych za tvorbu polysacharidll a dalSich slozek EPS. Diky produkci téchto
latek nejsou nové vznikajici dcefiné builkky uvolnény do roztoku, ale vytvari se shluky -
mikrokolonie bun¢k. EPS udrzuje bakterialni buniky v té€sné blizkosti, coz umoznuje jejich
dal$i interakce, vzajemnou komunikaci a tvorbu synergistickych mikrokonzorcii. [33],

[43], [44]

Mikrokolonie tvofi samostatna spolecenstva, jejichZ prostfedi odpovidd riznym subpopu-
lacim. Piikladem mohou byt populace anaerobnich mikroorganizmi, které lze nalézt

Vv hlubsich vrstvach biofilmu, kde je snizena koncentrace kysliku. [33], [45]

Dutlezitou strukturni charakteristikou biofilmt je pfitomnost Casto spletitych a vzajemné
propojenych kanalkl a pora, které jsou dilezité hlavné pro pfenos Zivin celym systémem.
Béhem vyvoje biofilmu se nékteré builkky z mikrokolonii na urcity impulz odlucuji, pre-
chazeji do planktonického stavu (odplouvaji) a kolonizuji dal§i ¢asti povrchu. Pfi¢inou
tohoto procesu muze byt konkurence a neunosnost dalsi existence ve spoleCenstvi. Z bunck
vychazeji chemické signdly, které umoziuji buiikkdm zjistovat existenci okolnich bunék
atim 1 hustotu populace. Pokud je pfili§ hustd, dava signal dal$im planktonicky zijicim
bunkam, aby se nepiipojovaly, pokud hustota neni dostate¢na, tak naopak bunky jsou pfi-

tahovany. Tento jev je oznacovan jako quorum sensing. [36], [46]
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2.5 Quorum sensing

Nékteré bunky se z kolonii odlu¢uji a pfechazeji do planktonického stavu a mohou koloni-
zovat dalsi ¢asti povrchu. Pfi¢inou tohoto chovani je nejspisSe zvysSujici se konkurence bu-
nék v biofilmu. Vytvaii chemické signdly, které vychazeji z bunék a umoznuji buitkkdm
zjistovat existenci okolnich bunék v biofilmu. Timto upozoriiuji okolni bunky na svou
pritomnost a zabranuji tak dal§imu pfehustovani populace. Produkce téchto signalnich
latek stoupd, pokud se zvySuje hustota populace a ve vysokych koncentracich se hromadi
Vv bunikach a v jejich okoli. Tento zplisob vnitrobiofilmové komunikace je oznacovan jako
,»,quorum sensing* (vnimani mnozstvi) (Obr.10). Tato bakterialni mezibunécna komunika-
ce slouzi jako mechanismus genové regulace, kterym bakterie koordinuji expresi urcitych

genu za piitomnosti malych signalnich molekul. [31], [47]

Existence mezibunééné bakterialni komunikace byla dlouhou dobu piehlizena a bakterialni
bunika byla vniména jako sobéstacné individuum neschopné tvorby skupin ¢i vzdjemné
komunikace. Quorum sensing byl poprvé rozpoznan v sedmdesatych letech u moiské bak-
terie Vibrio fischeri, kde kontroluje luminiscenci. Bakterialni extracelularni signal, ktery

spousti luminiscenci, je acyl-homoserin lakton.

Rbzné druhy bakterii vyuzivaji k vzajemné komunikaci odlisné typy molekul, tyto signdlni
molekuly Ize rozdélit do nekolika téid a bakterie mohou na kazdou molekulu odlisnym
zpusobem. V n¢kterych ptipadech miize jeden druh vyuzivat vice nez jeden QS systém a

tedy pouzivat vétsi poCet signalnich molekul. [48]

Gramnegativni bakterie vyuzivaji jako signalni molekuly rizné chemické latky, nejcastéji
N-acyl-homoserin laktony, sloZzené z mastné kyseliny a aminokyseliny serinu. U grampozi-
tivnich mikrobt jsou to obvykle kratké oligopeptidy, které lze pfirovnat k feromoniim ¢i

hormontim. [49]

Regulace pomoci systému quorum sensing je zpravidla tfifazovy proces. V prvni fazi bak-
terie produkuji specifické signalni molekuly. Tyto signalni molekuly quorum sensing sys-
tému vznikaji intracelularné a do zevniho prostfedi jsou transportovany aktivné. Jiné vSak
mohou byt soucasti bakterialniho povrchu nebo se mohou vyskytovat v zevnim prostiedi
bakterie a jsou aktivovany az plisobenim ptislusného bakterii produkovaného enzymu. Ve
druhé fazi dochdzi ke kumulaci signdlnich molekul v zevnim prostfedi okolo bakteridlni
buiiky diky rostouci populacni hustoté bakterii, které je produkuji. Ke tteti f4zi dochazi az

pfi piekroceni prahové koncentrace signalni molekuly. Tato molekula se pak navaze na
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membranovy receptor na povrchu bakterialni bunky a poté se aktivuje intracelularni regu-
latorovy protein, ktery spusti fosforylacni kaskaddu vedouci k expresi celé fady genti. Tim-
to zpisobem pak mezibunééna komunikace zprostiedkovana systémem quorum sensing
ovlivituje regulaci exprese faktord virulence u celé fady patogennich bakterii. [32], [49],

[50] :
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Obr. 10. Model quorum sensing. [51]

2.6 Uvolnovani bunék z biofilmu a Sifeni biofilmu

Akumulace biofilmu na urcitém povrchu je ur€ovana rovnovahou mezi procesy piichyceni,
rustu a odtrhavani. Nejméné prostudovany je proces odtrhavani, kterym rozumime uvolio-
vani jednotlivych mikrobidlnich bungk i jejich shlukt z biofilmu do okolni kapaliny a je-
jich dalsi Sifeni (disperzi). K disperzi dochéazi zpravidla po dosaZeni kritického mnozstvi

buné¢k i masy biofilmu.

Jako faktory vyznamné z hlediska odtrhavani bunék biofilmu jsou enzymy degradujici
matrici, bubliny plyni vznikajicich ¢innosti biofilmu, koncentrace Zivin a stav mikrobial-
niho ristu, dostupnost polyvalentnich kationtd, smykové tieni okolni kapaliny, kontaktni

mechanicky otér, signaly quorum sensing, aktivace lytickych bakteriofagti a oxid dusnaty



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

(NO). Nekteré z téchto odtrhavacich mechanizmi jsou Cisté fyzikalni, ale jiné mohou byt
biologické. Z hlediska fyzikalniho je nejcastéjSim faktorem odtrhavani pisobeni hydrau-
lickych sil ¢i vzajemny kontaktni otér Castic. Vysoky stupel odtrhavani by mél vést
K tvorbg silngjsiho biofilmu, zatimco v podminkach nizkého odtrhavani jsou biofilmy hete-
rogenni, porézni a maji me&kei strukturu. Mezi biologické faktory odtrhavani patii akumu-

lace metabolickych produktt a vyCerpani metabolickych substrati. [33], [37]

Zprvu bylo odtrhavéni ¢asti biofilmu povazovéano za pasivni chovani, zavislé na rychlosti
proudéni nebo hladovéni, avSak odtrhavani miize byt chapano jako strategie, kterou bakte-
rie aktivn€ kolonizuji nové niky jeSté dfive, nez se prostor a Ziviny stanou limitujicimi.
Urcité bakterie mohou aktivné opoustét biofilm béhem procesu, ktery se nazyva disperze.
Predpoklada se, ze tento proces piedstavuje zavéreny krok ve vyvoji biofilmu, ve kterém
se buiky biofilmu vraceji do planktonni faze. Existuji tfi rozdilné strategie disperze: dis-
perze vyrojenim; disperze shlukti a povrchova disperze. Obr.11 poukazuje na strategii dis-
perze bungk z biofilmu. [34], [37], [52]

Obr. 11. Strategie disperze bunék
z biofilmu. [31]
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2.7 Biofilmy a antimikrobni latky

Mikrobidlni buiiky zijici ve form¢ biofilmu jsou mnohonéasobné rezistentnéjsi k biocidiim

nez planktonické formy stejného kmene. [34], [53], [54]

Biofilm je pro bakterie vyznamnym faktorem umoziujici pfeziti a mnozeni. Z vyzralého
biofilmu se uvoliuji jednotlivé bunky ¢i mikrokolonie a ty jsou primarné¢ zodpovédné za
manifestaci onemocnéni, protoze vyvolavaji imunitni odpovéd’ hostitele. Pti 1€cb¢ infekce
antimikrobialnimi latkami se dafi eliminovat vétSinu planktonickych a ¢ast biofilmovych

bunék, mensi ¢ast bunék vsak pieziva i vysoké koncentrace antimikrobialnich latek. [35]

2.7.1 Mechanizmy resistence biofilmu k antimikrobnim latkim

Biofilmova rezistence se projevuje mnoha mechanizmy, které se mohou lisit dle druhu
mikroorganizmu tvoficiho biofilm a také latky, ktera je vici tomuto mikroorganizmu apli-
kovana. Jiné mechanizmy jsou u biofilmu v pocate¢ni fazi a jiné u pln¢ vyzralého a starého

biofilmu.
Mezi nejvyznamnéjsi a nejvice prostudované mechanizmy biofilmové rezistence patii:

e fyzikalni a chemické bariéry branici penetraci latek do biofilmové vrstvy,
e snizena rychlost rastu bunék v biofilmu,

e aktivace univerzalni odpovédi na stres,

e vznik urcité rezistentni skupiny bunék, perzistort,

e vznik biofilm-specifického fenotypu a exprese pravdépodobnych gent rezistence.

Vsechny tyto mechanizmy mohou v biofilmu pisobit jednotlivé, nebo se mohou vzajemné

doplnovat. [36], [37]

2.8 Negativni a pozitivni vliv biofilmu

2.8.1 Negativni vliv biofilmu

V soucasné dob¢ piedstavuje odstranéni nezddouciho biofilmu zavazny problém. V této
formé jsou pak bakterie odolng&jsi pied ucinky antibiotik a riznych antimikrobnich pro-
sttedkil a zptisobuji celou fadu problémii lidskému imunitnimu systému, ale zvitatiim, rost-

linam a ptirodnimu prostiedi. Zaroven jsou pfi¢inou nejriznéjsich pramyslovych kontami-
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naci, tzv. biofoulingu (vznik povlakl bakterii na povrSich ponofenych do nejriznéjsich
tekutin, v¢etné vody) a biokoroze, ktera je problémem u historickych pamatek. Dale ucpa-
va nadrze chladicich vézi, potrubi a pruchodi vody, zrychluje korozi, snizuje ti¢innost pie-
nosu tepla, zvySuje riziko tzv. legionaiské nemoci. [55]

Velkym problémem jsou biofilmy v medicin€. Snadno se tvoii na dlouhodobé zavedenych
katétrech, trachedlnich cévkach a na umélych implantatech, jakou jsou umelé srdecni
chlopné, kardiostimulatory, umélé kloubni ndhrady a nitrod¢lozni téliska. Obzvlaste za-
vazné jsou infekce krevniho ob&hu. NejcastéjSim izolatem zde byva Staphylococcus epide-
ris a dalsi stafylokoky. [37]

Nejznaméjsim mikrobidlnim biofilmem vyskytujicim se v lidském tel€ je zubni plak. Je
tvofen smisenou populaci bakterii, které jsou soucasti normalni mikrobialni flory. Vytvo-
fena vrstva biofilmu funguje jako bariéra difuze a diky ni tak dochazi k nahromadéni kyse-
Iych produktii metabolizmu a timto u¢inkem pak dochdzi k naleptani zubni skloviny a den-
tinu a zacind se tvofit zubni kaz. Mineralizaci zubniho plaku vznika zubni kamen. V nej-
horSim stadiu mtze dojit k zanétlivému onemocnéni — periodontitida, jejiz chronicky pri-
béh muze vést k destrukci tkané dasni a zavésného aparatu zubu. [28], [38]

Dal$im negativnim aspektem biofilmi je podil na biodeteriorizaci. Je to proces rozrusovani
¢i poskozovani materialu vlivem biologickych Cinitell, napt. bakterii, hub apod. Vlivem
aktivity mikroorganizmu (biodeteriorizaci) dochdzi k nezadoucim zménam ve vlastnostech
materiali, které mohou vést k ekonomickym ztratam ¢i ekologickym havariim. Mikrobial-
ni biodeteriorizaci pak miZeme definovat jako deteriorizaci materidli mikroorganizmy.
Vyznamnou roli v téchto degradac¢nich procesech hraji predev§im mikrobidlni biofilmy,
které se vyskytuji na nejriiznéjSich podkladech. Plasty se vyznacuji riiznymi chemickymi a
fyzikélnimi vlastnostmi. Jedna se zejména o zvySenou trvanlivost a rezistenci ke zvétrava-
ni, a proto i rezistenci k mikrobialni biodeteriorizaci. Polymery jsou potencidlnimi substra-
ty pro heterotrofni mikroorganizmy, v€etné bakterii a hub. Biodegradabilita polymert za-
visi na molekulové hmotnosti, Cirosti a fyzikalni formé¢. Existuje nékolik zpiisobt, jak mo-
hou mikroorganizmy poskozovat strukturu a fungovani syntetickych polymert jako je fou-
ling, degradace vyluhovatelnych slozek, koroze, hydratace a penetrace a nasledné zbarveni

povrchu polymeru. [39]
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2.8.2 Pozitivni vliv biofilmu

Schopnost bakterii tvofit biofilm ma vSak i pozitivni disledky a lze ji vyuzit v riznych
oblastech lidské &innosti. Jedna z hlavnich oblasti je technologie vyroby potravin. Ugin-
kem mikroorganizmu ziskavaji fermentované potraviny pozadované chutové i technolo-
gické vlastnosti. Nejznaméj$imi mikroorganizmy, které jsou spojované s vyrobou potravin
a napoju, jsou kvasinky. Dilezitym oborem fermentacniho primyslu, kde se biofilmy vyu-
zivaji, je vyroba fermentovanych mlé¢nych produktt (pfevazné syrii) a vyroba alkoholic-
kych napojt.

Biofilmy tvofené mikroorganizmy, se dale vyuzivaji pfi ¢isténi vod, respektive uprava
podzemnich vod na vodu pitnou. Dale mohou naptiklad snizovat zne¢isténi pud. [55], [56],

[57], [58]

2.9 Biofilm a bakterie

V ptedchozich kapitolach byl popsan vyznam tvorby biofilmu pro bakterie, proces jeho
tvorby a jeho dopady (at’ uz pozitivni nebo negativni) na rtizné oblasti lidské ¢innosti.
Schopnost tvorby biofilmu ma cela fada bakterii a je prostudovana zejména u druhi vy-
znamnych v klinické mikrobiologii. Kmen, ktery je schopen tvofit biofilm je povazovan za
virulentngj$i, a to zejména z toho dliivodu, ze infekce biofilmpozitivnimi kmeny jsou per-
zistentni, dlouhotrvajici a obtizné¢ 1éCitelné. Mezi onemocnéni, v jejichZ patogenezi se
uplatnuje tvorba biofilmu bakterii, patfi naptiklad zubni kaz (viridujici streptokoky), zanét
sttedniho ucha (hemofily), osteomyelitida (Staphylococcus aureus), zanéty zlucovych cest
nebo zanét plic pii cystické fibroze (Pseudomonas aeruginosa). Velmi snadno se biofilmy
tvofi na povrSich riznych pomucek a ndhrad zavadénych makroorganizmt, jako jsou intra-
venozni katetry (Staphylococcus epidermidis), umélé srde¢ni chlopné a kloubni nahrady,

mocové katetry (Escherichia coli) a kontaktni ¢o¢ky (Pseudomonas aeruginosa). [27], [36]

V nasledujicim textu je uvedena stru¢na charakteristika mikroorganizmd, které byly pouzi-

ty pro praktickou cast této diplomové prace.
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2.9.1 Staphylococcus aureus

Zatazeni bakterie: Doména Bacteria, kmen Firmicutes, tfida Bacilli, fad Bacillales, ¢eled’

Staphylococcaceae.

Patii do rodu Staphylococcus. Tento rod tvoii zluté az oranzové kolonie, nékteré kmeny
vSak tvofi kolonie bilé, nejcastéji se vyskytuje na kizi a mukéznich membranéch teplo-
krevnych zvitat a ¢lovéka (napf. v nosni dutiné¢). Rozmnozuje se i za 10%ni koncentrace
chloridu sodného a je hostitelem fady bakteriofagt. Vedle aerobniho procesu ma i metabo-
lismus anaerobni, takZe je schopen zkvaSovat cukry za tvorby kyselin. Staphylococcus au-
(trudovitost), hnisani ran a hnisava onemocnéni poranénych kosti. Dostane-li se do potra-
vin, produkuje tam toxiny bilkovinné povahy, kter¢é mohou zpusobit vazné az smrtelné
otravy. Tyto toxiny se inaktivuji varem (jsou termolabilni), a proto je nebezpeci otrav
hlavné u téch potravin, jez se déle tepelné neopracovavaji (majonézy, salaty, zmrzliny
apod.) tato bakterie se do potravin miize dostat z hnisajicich lozisek na rukou lidi pfipravu-

jicich ptislusné potraviny. [59]

Biofilmy stafylokoki se vyskytuji pfevazné na implantatech a zptsobuji perzistujici infek-
ce, kvili kterym musi byt implantat odstranén. Do kontaktu s implantatem se bakterie do-
stavaji béhem chirurgického zakroku nebo pii pozdéjsi bakteriémii. Buiiky tak adheruji na

povrch materialu za tvorby biofilmu, ktery je vysoce odolny vici odstranéni. [60]

Stafylokoky mohou dale piezivat pomoci biofilmu na kontaktnich povrSich
vV mlekarenském a masném priimyslu, kde odolavaji plisobeni dezinfekénich latek a zptiso-

buji sekundarni kontaminaci mlécnych a masnych produkti. [610]

2.9.2 Staphylococcus epidermidis

Zarazeni bakterie: Doména Bacteria, kmen Firmicutes, tfida Bacilli, ¥ad Bacillales, ¢eled’

Staphylococcaceae.

Staphylococcus epidermidis je nepohybliva grampozitivni bakterie a je jednim z vice nez
40 druhti rodu Staphylococcus. Je sou¢asti normalni lidské flory, kozni flory, a méné Casto
flory sliznic. S. epidermidis obvykle neni patogenni, u pacienti S oslabenym imunitnim
systémem vsak existuje riziko vzniku infekce. Tyto infekce jsou obvykle nozokomialni. S.

epidermidis je zvlastné nebezpeény pro jedince s katetry nebo s jinymi chirurgickymi im-
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plantaty. S. epidermidis je velmi odolny mikroorganizmus tvofici koky v hroznovitém
usporadani. Tvoii bilé, soudrzné kolonie pfiblizné 1-2 mm Vv priméru po 24 hodinach kul-
tivace. Tato bakterie je nehemolyticka na krevnim agaru, coZ znamena, Ze nerozpousti ¢er-
vené krvinky s néslednym uvolnénim hemoglobinu. Je kataldza-pozitivni, koagulaza-
negativni a fakultativné anaerobni. Podobné¢ jako Staphylococcus aureus ma bunééna sténa
Staphylococcus epidermidis vazebny protein, ktery pomaha organizmu ziskavat zelezo
z transferrinu. [62]

U tohoto stafylokoka byl objeven produkt, ktery zptisobuje adhezi jednotlivych bunék sobé
samym a byl nazvan polysacharidovy intracelularni adhezin (PIA) a je povaZovan za jeden
z hlavnich faktorti ovliviiujicich tvorbu biofilmu. Pozdé&ji byly objeveny dal$i proteiny
umoznujici tvorbu biofilmu také u kmenti postradajicich gen ica, ktery podminuje ptitom-

nost produkce PIA [63]. Déle se snadno vaze na polystyren. [64]

Stafylokoky stavi biofilmy pfevazné z polymeru N-acetylglukozaminu a pfitomnost EPS u

tvorby biofilmu u nich neni podminkou. [65]

2.9.3 Enterococcus faecalis

Zatazeni bakterie: Doména Bacteria, kmen Proteobacteria, téida Gammaproteobacteria,

fad Enterobacteriales, ¢eled’ Enterococcaceae.

Enterococcus faecalis je komenzalni grampozitivni bakterie obyvajici gastrointestinalni
trakt ¢loveka a jinych savci. Stejné jako jiné druhy rodu Enterococcus, i E. faecalis mtze
zpisobit Zivotu nebezpecné infekce u lidi a to zejména v nemocni¢nim prostiedi, kde se
piirozené vysoka mira odolnosti viigi antibiotikim podili na jeho patogenité. Casto se na-

chazi v kofenovém kanalku oSetfenych zubt.

E. faecalis je nepohybliva, fakultativné anaerobni bakterie. Fermentuje glukézu bez pro-
dukce plynu a neprodukuje katalazu. Muze produkovat pseudokatalazu, pokud roste na
krevnim agaru. Obecné lze fici, Ze enterokoky jsou odolné€jsi k nepfiznivym podminkdm
nez ostatni stievni bakterie. Odolavaji i extrémnimu alkalickému pH (9,6) a vysoké kon-
centraci soli. Dale odolavaji zlu¢ovym solim, saponatiim, t¢zkym kovim, etanolu, kyseli-
nam a vysychani. Mohou riast v rozmezi od 10 °C do 45 °C a ptezit pfi teploté 60 °C po
dobu 30 minut. [59], [66]
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Jednim z hlavnich faktorti virulence u E.faecalis je schopnost tvorby biofilmu. Biofilm
vznikd na riznych typech povrchii, bud’ biologickych (zivocisné tkané€) nebo nebiologic-

kych (implantaty ¢i katetry z umélych hmot). [68]

2.9.4 Pseudomonas aeruginosa

Zatazeni bakterie: Doména Bacteria, kmen Proteobacteria, tfida Gammaproteobacteria,

fad Pseudomonadales, ¢eled’ Pseudomonadaceae.

Tato bakterie patii do rodu Pseudomonas, pro ktery jsou charakteristické gramnegativni
rovné nebo mirné zakiivené tycky. Jsou pohyblivé jednim nebo dvéma biéiky, pouze ziid-
ka jsou nepohyblivé. Pseudomonady jsou aerobni se striktné respiratornim typem metabo-
lizmu, kdy kyslik je koneénym akceptorem elektrond. VétSina druhti nevyzaduje zadné
rastové faktory. Pseudomonas aeruginosa se vyskytuje v ptdé, ve vodé, v humannim kli-
nickém materialu. Je ptileZitostné patogenni pro rostliny. Pseudomonady ¢asto produkuji
pigmenty — modrozeleny pyocyanin, zlutozelené fluorescentni pyoverdin, ojedinéle i tma-
vé Cerveny pigment. P. aeruginosa je vSudypfitomna a schopna piezit v Sirokém spektru
pfirodnich prostiedi. Je zndma jako lidsky patogen, pfevazné¢ v nemocni¢nim prostiedi.
Ohrozeni jsou pacienti se snizenou imunitou. Hlavni pfi¢ina umrti u pacientii je cysticka

fibroza. [59], [69], [70]

Vétsina pseudomonad ma schopnost vytvaret biofilm, diky kterému mohou ptezivat napft.
V nadobach s amoniovymi slou¢eninami, v nddobéach na vyrobu lé¢iv ¢i na lahvich s bale-
nou vodou. Jsou velmi odolné viici antibiotikiim a tvorba biofilmu tuto odolnost jesté zvy-
Suje. [27]

Pseudomonady dale osidluji zfedéné roztoky dezinfekcénich prostfedki a prezivaji i
Vv destilované vod¢. Mohou riist na zkazeném jidle, ve vrScich PET lahvi nebo na mydlo-

vych usazeninach. [71]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

2.9.5 Kilebsiella pneumoniae

Zatazeni bakterie: Doména Bacteria, kmen Proteobacteria, tfida Gammaproteobacteria,

fad Enterobacteriales, ¢eled” Enterobacteriaceae.

Je fazena do rodu Klebsiella. Tvoii gramnegativni rovné ty¢ky, vyskytujici se jednotlivé
nebo po dvou, nebo v kratkych fetizcich, buiiky jsou opouzdiené a nepohyblivé. Jsou fa-
kultativné anaerobni. Optimalni teplota rastu je pti 37 °C a nerostou pii 10 °C. K rastu
nevyzaduji zadné specialni riustové faktory. Klebsiely vyuzivaji citrat a glukozu jako zdroj
uhliku. K. pneumoniae se vyskytuje ve stfevnim traktu ¢lovéka a zvitat. Zpisobuje infekce
mocovych a dychacich cest a mastitidy u zvitat. Je hlavni pfi¢inou nozokomialnich infekci

zejména U pacientd se snizenou imunitou. [69], [72], [73]

2.9.6 Escherichia coli

Zatazeni bakterie: Doména Bacteria, kmen Proteobacteria, téida Gammaproteobacteria,

fad Enterobacteriales, ¢eled’ Enterobacteriaceae.

Rod Escherichia obsahuje pouze jediny druh — Escherichia coli, ktery se nachazi ve spodni
¢asti stfevniho traktu cloveka a teplokrevnych zvifat. Jeji pfitomnost ve vodach nebo
V potravinach je proto ukazatelem, Ze doslo k znecisténi fekaliemi. Pravidelné se vyskytuje
Vv potravinafskych surovinach, které byly v kontaktu s hnojenou ptadou. E. coli je pouze
podminéné patogenni (onemocnéni mocovych cest nebo stiev). Tato bakterie je nejpro-
zkoumangj$im mikrobialnim druhem, nebot’ slouzi jako modelovy organizmus pro bio-
chemické, genetické i1 fyziologické studie. Je prvnim bakteridlnim druhem, u n¢hoZ byla
pozorovana konjugace bunék a vyména genetického materialu. E. coli zkvasuje cukry za
intenzivni tvorby kyselin a plynu. Jeji schopnost zkvaSovat laktézu za vzniku kyselin se

vyuziva pro jeji zjisténi v potravinach nebo ve vode.

Tvoii gramnegativni rovné tycky vyskytujici se jednotlivé nebo ve dvojicich. Optimalni
teplota rastu je 37 °C. Escherichie rostou na béznych pidach, biochemicka aktivita je
zna¢na. Kmeny E.coli, které produkuji enterotoxin a/nebo jiné faktory virulence, zptsobuji
prijmova onemocnéni. Tento druh je také hlavnim plvodcem infekci mocovych cest a

nozokomialnich infekci véetné septikemii a meningitid. [59], [69]

E.coli vytvaii mukozni biofilm a produkuje toxiny na dné fek, jezer a v nadrzich s pitnou
vodu. [74]
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3 CILPRACE

Cile diplomové prace byly stanoveny nasledovng:

V teoretické Casti zpracovat literarni reSerSi zaméienou na:

. charakteristiku a strukturu polyanilinu, jeho vlastnosti a mozné vyuziti

o tvorbu biofilmu u bakterii, strukturu biofilmu, jeho vlastnosti, tvorbu a vy-
Znam

o bakterie se schopnosti tvorby biofilmu.

V praktické ¢asti byly cile stanoveny nasledovné:
e pfipravit mikrotitracni desticky s polyanilinovymi filmy
e stanovit schopnost tvorby biofilmu u vybranych grampozitivnich a gramnegativ-
nich bakterii,
e testovat vliv riznych forem polyanilinovych filmi na schopnost tvorby biofilmu u
biofilmpozitivnich kmeni bakterii,

e zpracovat vysledky a formulovat zavéry prace.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 MATERIALY A PRISTROJE
4.1 Pouzité materialy a chemikalie

4.1.1 Chemikalie a roztoky

- Anilin hydrochlorid (Lach-Ner)

- Peroxodisiran amonny (Lach-Ner)

- kyselina chlorovodikova (Lach-Ner)

- Hydroxid amonny (Lach-Ner)

- Kyselina kyselina 2-akrylamido-2-methylpropan-sulfonova (PAMPSA) (Sigma Al-
drich)

- Kyselina sulfamova (Sigma Aldrich)

- Kyselina kiemicito-wolframova (Sigma Aldrich)

- Kyselina fosfowolframova (Sigma Aldrich)

- Kyselina octova

- Roztok glukosy

- Trypton-sojovy bujon s glukézou (TSB)

- Krystalicka violet’

- Aceton

- Metanol

- Etanol

- Fyziologicky roztok

- Destilovana voda

4.1.2 Vybrané kultury mikroorganizmu

Pro praktickou ¢ast diplomové prace byly pouzity kmeny grampozitivnich a gramnegativnich
bakterii ziskané z Ceské sbirky mikroorganizmi (CCM) a z Fakulty technologicky UTB ve

Zling:
- Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

- Pseudomonas aeruginosa FT 3

- Staphylococcus epidermidis CCM 4418
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- Staphylococcus epidermidis CCM 7221
- Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953
- Escherichia coli CCM 3988

- Enterococcus faecalis CCM 7000

- Klebsiella pneumoniae CCM 4415

4.1.3 Kultivaéni pady
Vsechny bakteridlni kmeny, které byly pouzity v experimentalni ¢asti diplomové prace,
byly uchovavany na masopeptonovém agaru (MPA) s glukézou (5 g/1) pii teploté 4+2 °C.

Kultiva¢ni médium MPA m¢élo nasledujici slozeni:

Beef extract (HIMedia) ..........ccocevveiiieiincniiieicee, 300
Pepton (HIMedia) ..........coovvieieiinencicseseeeeee e 5090
Agar (HIMEdia)........ccoveivieiieie e 1509
NaCl (LaCh-NEer) ......coooveiiiiie e 5090
Destilovana voda ...........cceeeeevieiieieirieieceeie e 1000 mi

4.1.4 Tekuté zivné médium

Jako tekuté zivné médium pro piipravu bakteridlni suspenze byl pouzit trypton-sojovy bu-
jon s glukézou (TSB), sloZeni na 100 ml je uvedeno nize. Pripravené médium bylo nasled-

neé sterilizovano filtraci.

Trypton....oceiei e 1,79
SOJOVY PepPton.....cvii i 0,39
NaCl..ooi 0,59
KoHPOg. .o 0,259
GluKOSA. .. eeeeeee 0549
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4.1.5 Dekontaminace pouZitého materiilu

Veskery material, ktery byl pouzit pii laboratorni praci (napi. plasty, sklo, mikrotitra¢ni destic-
Ky, pipetovaci $picky, Petriho misky atd.), byl dekontaminovan v autoklavu pti 132 °C po do-

bu 20 minut.

4.1.6 Pristroje, zaFizeni a pomucky

- Analytické vahy Sartorius, BA 110

- Vortex Heidolph, Reax top

- Biohazard box EUROFLOW (Clean Air)

- Autoklav Varioklav H+P

- Biologicky termostat Memmert INE 600

- Denzilometr McFarland (Biosan)

- Fotometr TECAN Sunrise TW/TC (TECAN)

- Automatické mikropipety (100-1000 pl, 0,5-10 pl)

- Laboratorni sklo (kadinky, zkumavky, pipety, Petriho misky, ty¢inky)

- Laboratorni plasty (zkumavky, stiikacky, mikrotitracni desticky, ockovaci klic¢ky, $picky pro

automatické mikropipety)

- Ostatni bézné laboratorni pomucky a vybaveni.

4.2 Metody

4.2.1 Piiprava mikrotitra¢ni desticky s PANI filmem

Polyanilinové filmy byly pfipraveny oxidaci 0,2 M anilinu hydrochloridu 0,25 M peroxo-
disiranem amonnym. Pro vlastni reakci bylo v kadince rozpusténo 2,59 g (20 mmol) anili-

nu hydrochloridu v 50 ml vody. V druhé kadince bylo rovnéz rozpusténo 5,71 g (25 mmol)
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peroxodisiranu amonného v 50 ml vody. Poté byly oba roztoky smichany. Polymerace

probihala pfi laboratorni teploté pfiblizn¢ 10 minut.

Takto pfipravena smes obou monomerti byla automatickou pipetou napipetovana po 200 pl
do kazdé z 96 jamek mikrotitracni desticky. Po n¢kolika minutach reak¢ni smés zmodrala a
zacaly se tvofit anilinové oligomery. Vytvofila se pernigranilinova forma polyanilinu. Po
skonceni polymerace, pfiblizné za 10 minut, pernigranilinova forma piesla na kone¢nou,
tmav¢ zelenou polyanilinovou (emeraldinovou) sil, kterou byly desticky pokryty v tenkém
filmu. Poté byla reak¢éni smés z jamek mikrotitracni desticky odstranéna a jamky byly pec-
livé proplachnuty 0,2 M kyselinou chlorovodikovou a acetonem. Mikrotitra¢ni desti¢ka

byla susena na vzduchu.

4.2.2 Deprotonace PANI filmu na mikrotitra¢ni desticce

Pted procesem deprotonace se v jamkach mikrotitracni desti€¢ky ponechala po dobu 60
minut destilovand voda. Po uplynuti této doby byla voda vylita a do kazdé jamky bylo
napipetovalo 150 pl 1 M vodného roztoku hydroxidu amonného. Ten piisobil v destic¢ce po
dobu 12 hodin. Tmavé zelena polyanilinova, emeraldinova sul tak byla deprotonovana na
polyanilinovou bézi, coz se projevilo zménou barvy ze zelené na modrou. Po ukonceni

reakce byl hydroxid z jamek odstranén a desticka byla vysuSena na vzduchu.

4.2.3 Priprava PANI filmi reprotonovanych vybranymi kyselinami

Mikrotitracni destiCky s filmem polyanilinové baze byly v dal§im kroku reprotonovany

testovanymi kyselinami. K reprotonaci byly pouzity 4 kyseliny (viz Tab. 1).

Tab. 1. Kyseliny pouzité k reprotonaci a jejich koncentrace.

Kyselina Koncentrace
PAMPSA Netedéna
Kyselina sulfamova 1 mol/l
Kyselina kfemicito-wolframova 50 %
Kyselina fosfowolframova 50 %
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Do kazdé jamky na desticce bylo pipetovano 150 pl roztoku piislusné kyseliny, ktera se
ponechala puasobit po dobu 24 hodin. Poté byly roztoky kyseliny odpipetovany, jamky
promyly methanolem a desticka ponechana uschnout na vzduchu pfi laboratorni teplot¢.

Kazdou kyselinou byly deprotonovany filmy na dvou PANI mikrotitra¢nich destickach.

4.2.4 Piiprava inokula

Biofilmové bakterialni kultury byly pfedpéstovany na masopeptonovémagaru s glukozou (kul-
tivace 48 hodin v termostatu pti teploté 30 °C/37 °C dle naroku jednotlivych kment bakterii).

Bakterialni suspenze byly pfipraveny do sterilnich zkumavek zaoCkovanim fyziologického
roztoku. Hustota suspenzi byla na denzitometru upravena tak, aby odpovidala 2. stupni

McFarlandovy stupnice.

4.2.5 Priprava mikrotitra¢ni desticky pro méreni

Do jamek pfipravenych mikrotitra¢nich desti¢ek s polyanilinovymi filmy ( bod 4.2.3) bylo
pipetovano vzdy 180 pl TSB bujonu. Nasledné byly jamky zaockovany 20 ul ptipravené
bakterialni suspenze (4.2.4), s vynechanim poslednich dvou sloupcti desticky. Do kazdého
fadku byl zaoCkovan jeden bakteridlni kmen. Takto pfipravené desticky byly ponechany
kultivovat v termostatu po dobu 48 hodin pfi teploté 30 °C/37 °C dle narokl jednotlivych
kultur.

Po inkubaci byl obsah jamek vylit a jamky byly 3x promyty fyziologickym roztokem (po
250 pl / jamku). Nasledné byl povrch desti¢ek barven roztokem krystalické violeti (200 pl /
jamku) po dobu 1 minuty. Poté bylo barvivo odstranéno a desticky byly promyty 3 x desti-
lovanou vodou a vysuSeny vysoko nad plamenem nebo volné na vzduchu. Pro rozpusténi
barviva pak bylo do kazdé jamky pipetovano 200 ul 33% kyseliny octové, ktera se nechala
pusobit 10 minut. Po uplynuti této doby byly méteny hodnoty optické denzity pfi 595 nm
(ODs9s) na fotometru Sunrise TECAN.
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Pro méfeni bylo pouzito 7 mikrotitraénich destic¢ek (Tab.2):

Tab. 2. Mikrotitracni desticky a jejich zkratky.

Mikrotitra¢ni desticka Zkratka
Cista (bez PANI) - reference REF
PANI bez uprav PANI
Deprotonovany PANI DEP
PANI modifikovany kyselinou sulfamovou SULF
PANI modifikovany kyselinou kiemicito-wolframovou TUN (tungstosilicic acid)
PANI modifikovany kyselinou fosfowolframovou PHO (phosphotungstic acid)
PANI modifikovany kyselinou 2-akrylamido-2- PAM (PAMPSA
methylpropan-sulfonovou
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5 VYSLEDKY

Pro praktickou cast diplomové prace byly pouzity polystyrenové mikrotitracni desticky
s polyanilinovymi filmy. PANI filmy byly rizné¢ modifikovany pfimo na mikrotitra¢nich
destickach. Byla provedena deprotonace hydroxidem amonnym a modifikace kyselinou
PAMPSA, kyselinou sulfamovou, kyselinou kiemicito-wolframovou a kyselinou fos-
fowolframovou. Na takto upravenych mikrotitraénich destickach s PANI filmy byla testo-
vana adheze bunék na povrch jamek u vybranych biofilmpozitivnich kmeni bakterii (4
grampozitivni a 4 gramnegativni). Schopnost tvorby biofilmu na jednotlivych PANI fil-
mech byla hodnocena pomoci modifikované Christensenovy metody. Princip metody spo-
¢iva ve schopnosti tvofit biofilmovou vrstvu na stén¢ kultivacni nddoby. Po kultivaci za
vhodnych podminek je biofilmova vrstva obarvena vhodnym barvivem, nejcastéji krysta-
lovou violeti nebo safraninem. Biofilmpozitivni kmeny vytvaii na sténe zkumavky dobfie
patrnou obarvenou vrstvu. Metodu Ize upravit pro mikrotitraéni desticky. Kultivace testo-
vaného kmene probiha v jamce desti¢ky, poté je obsah jamek odstranén, desti¢ka je pro-
myta a barvena krystalovou violeti. Ulpélé barvivo je rozpusSténo kyselinou octovou a in-
tenzitu zabarveni je mozné méfit spektrofotometricky pti 595 nm. Vysledky lze vyjadfit
jako hodnotu optické denzity OD, ktera odrazi miru akumulace barviva na dné a sténach

jamky a vyjadfuje tak miru adheze bunék.

Namétené hodnoty byly zpracovany a dale znich byly sestrojeny sloupcové grafy,
z kterych bylo vyhodnoceno, zda polyanilinové filmy brani adhezi bun€k biofilmpozitiv-

nich kment bakterii nebo naopak nebrani.

V nasledujicich kapitolach jsou uvedeny vysledky ziskané pro jednotlivé biofilmpozitivni

kmeny grampozitivnich a gramnegativnich bakterii.

5.1 Vliv polyanilinovych filmii na tvorbu biofimu u bakterii

5.1.1 Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie Staphylococcus epidermidis CCM
4418

Vliv polyanilinovych filmt na schopnost adheze a tvorby biofilmu u grampozitivni bakte-
rie Staphylococcus epidermidis CCM 4418 byl sledovan na polystyrenovych mikrotitrac-
nich destickach s PANI filmy. Tvorba biofilmu byla sledovana na Sesti typech desti¢ek
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lisicich se charakterem PANI filmu. Testovany byly desticky s PANI filmem a desticky
S PANI filmem deprotonovanym ¢i reprotonovanym pomoci riznych kyselin. Soucasti
kazdého experimentu byl i1 referen¢ni vzorek (REF), tedy polystyrenova mikrotitracni des-
ticka bez PANI filmu zaockovana pfislusnym mikroorganizmem. Z grafu na Obr. 12 je
patrné, ze vétSina vzorktt PANI je témét shodnéd nebo se jen minimalné 1isi v porovnani
s referen¢nim vzorkem. Nejvétsi inhibi¢ni u¢inek na tvorbu biofilmu u bakterie Staphylo-
coccus epidermidis CCM 4418 mél deprotonovany polyanilin (DEP). Dale byly pozorova-
ny vyrazné niz8i hodnoty ve srovnani s referenci u vzorku s PANI upravenym kyselinou
ktemicito-wolframovou (TUN, tungstosilicic acid). Vzorky s PANI upravenym kyselinou
sulfamovou (SULF) a kyselinou fosfowolframovou (PHO, phosphotungstic acid) mély
hodnoty OD mirné nizsi nez reference. Témét srovnatelné s referenénim vzorkem byly
vzorky s PANI bez tpravy (PANI) a s PANI modifikovanym kyselinou 2-akrylamido-2-
methylpropan-sulfonovou (PAM), kde se hodnoty OD pti 595 nm liSily jen minimalng.
Rozdily mezi hodnotami reference a hodnotami vzorkt s deprotonovanym polyanilinem a
S PANI upravenym kyselinou kiemicito-wolframovou jsou statisticky vyznamné, kdezto
pfi srovnani reference se vzorkem PANI bez Gpravy a s upravou kyselinou PAMPSA jsou

rozdily statisticky nevyznamné.

Staphylococcus epidermidis CCM 4418
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OD 595
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Obr. 12. Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie
Staphylococcus epidermidis CCM 4418.
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5.1.2 Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie Staphylococcus epidermidis CCM
7221

Vliv vzorku s rizné€ upravenym PANI na schopnost adheze bun¢k a tvorby biofilmu u bak-
terie Staphylococcus epidermidis CCM 7221 miZeme pozorovat na sloupcovém grafu na
Obr. 13 Pti srovnani referen¢niho vzorku (REF) s ostatnimi vzorky s PANI lze konstato-
vat, ze nejmensi inhibi¢ni vliv na tvorbu biofilmu u této bakterie mél vzorek s PANI bez
upravy (PANI), kde jeho hodnoty OD pii 595 nm byly dokonce az trojnasobné vyssi nez
hodnoty samotné reference. Zda se tedy, Ze takto upraveny povrch je nachylnéjsi k adhezi
bunék a tvorbé biofilmu timto kmenem Staphylococcus epidermidis CCM 7221. Ze static-
kého zpracovani dat bylo zjisténo, Ze srovnani hodnot mezi referenci a timto vzorkem je
statisticky vyznamné. Nejvétsi inhibicni vliv na tvorbu biofilmu mél vzorek
s deprotonovanym PANI (DEP) a vzorek s PANI modifikovanym kyselinou kiemicito-
wolframovou (TUN, tungstosilicic acid). Hodnota statisticky nevyznamna byla zjisténa u
reference ve srovnani se vzorkem s PANI upravenym Kyselinou fosfowolframovou (PHO,
phosphotungstic acid). Vzorky s PANI modifikovanym kyselinou sulfamovou (SULF) a
kyselinou PAMPSA (PAM) mély mirné vyss§i hodnoty OD nez referen¢ni vzorek. Inhibi¢ni
vliv nebyl zaznamenan. U obou kmend S. epidermidis byl také zaznamenan rozdil mezi
vodivymi formami PANI filmi a PANI bazi, tedy filmem po deprotonaci (DEP). Z hledis-
ka naboje je tento film vyrazné odliSny od zbyvajicich péti PANI filmt a to mtze ovlivio-

vat schopnost bunék S. epidermidis adherovat na povrch.

Staphylococcus epidermidis CCM 7221

OD 595

PANI DEP SULF PHO TUN PAM REF

Obr. 13. Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie

Staphylococcus epidermidis CCM 7221.
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5.1.3 Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie Staphylococcus aureus CCM 3953

Z grafu na Obr. 14 mizeme vy¢ist, jak pisobi vzorky s PANI na tvorbu biofilmu u bakte-
rie Staphylococcus aureus CCM 3953. Nejvétsi inhibi¢ni vliv na adhezi bunék u této
grampozitivni bakterie ma vzorek sPANI modifikovanym kyselinou kifemicito-
wolframovou (TUN, tungstosilicic acid) a nasledné vzorek s PANI upravenym kyselinou
fosfowolframovou (PHO, phosphotungstic acid). U téchto PANI filmi byla tvorba biofil-

mu touto bakterii vyznamné potlacena oproti referenénimu vzorku.

Nejmensi vliv na tvorbu biofilmu mél vzorek s PANI bez upravy (PANI) a vzorek
s deprotonovanym polyanilinem (DEP), kde oba tyto vzorky mély ve srovnani s referenci
hodnotu OD téméf dvojnasobnou. Statisticky nevyznamné rozdily byly zaznamenany pfi
srovnani hodnot reference se vzorkem sPANI skyselinou sulfamovou (SULF) a
s kyselinou PAMPSA (PAM), kde hodnoty OD jsou pfiblizné stejné jako u referencniho
vzorku, tudiz tvorbu biofilmu a adhezi bun¢k u bakterie Staphylococcus aureus CCM 3953

na povrch polyanilinu ovliviiuji minimalné.

Staphylococcus aureus CCM 3953
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Obr. 14. Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie

Staphylococcus aureus CCM 3953.
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5.1.4 VIliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie Enterococcus faecalis CCM 7000

U bakterie Enterococcus faecalis CCM 7000 byl sledovan vliv vzorkti s PANI s riiznou
upravou na tvorbu biofilmu a adhezi bunék k povrchu polyanilinu. Z grafu na Obr. 15 lze
vypozorovat, ze nejveétsi inhibicni vliv na tuto biofilmpozitvni bakterii mél vzorek
s deprotonovanym polyanilinem (DEP). Jeho hodnota OD byla trojnasobné nizsi nez u
reference (REF). Vzorek s PANI modifikovanym kyselinou kiemicito-wolframovou (TUN,
tungstosilicic acid) a vzorek s PANI s kyselinou fosfowolframovou (PHO) mély rovnéz
V porovnani s referen¢nim vzorkem vliv na tvorbu biofilmu a inhibovaly ji. Rozdily mezi
hodnotami OD byly statisticky vyznamné. U vzorkd s PANI bez Gpravy (PANI), s PANI
modifikovanym kyselinou sulfamovou (SULF) a s PANI upravenym kyselinou kyselinou
2-akrylamido-2-methylpropan-sulfonovou (PAM) byly zjistény hodnoty OD vys$i nez u
samotné reference. Podobny trend 1ze pozorovat i u ostatnich testovanych grampozitivnich
bakterii, tedy u S. aureus i obou kment S. epidermidis. Tvorba biofilmu témito mikroorga-
nizmy na destickach PANI, SULF a PAM byla ve srovnani s neupravenou polystyrenovou

destickou (tedy s referenci) intenzivné;jsi.

Enterococcus faecalis CCM 7000

OD 595
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Obr. 15. Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie

Enterococcus faecalis CCM 7000.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

5.1.5 Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

Kromé grampozitivnich bakterii byla sledovana tvorba biofilmu i u ¢tyt kment bakteriich
S gramnegativnim typem bunééné stény. Rozdily ve struktufe a chemickém slozeni bunéc-
né stény u grampozitivnich a gramnegativnich bakterii jsou pfi¢inou rozdilného chovani
k vnéjsimu prostiedi. Grampozitivni a gramnegativni bakterie se lisi v odolnosti k pH, tep-
loté, vysychani a také v citlivosti k antimikrobnim latkam. Je tedy mozné, Ze by existovaly

rozdily ve schopnosti tvofit biofilm na riizné¢ upravenych povrsich.

Vliv polyanilinovych filma na schopnost adheze a tvorby biofilmu u gramnegativni bakte-
rie Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 byl sledovan na polystyrenovych mikrotitraénich
destickach s PANI filmy. Z grafu na Obr. 16 mizeme vy¢ist, Ze v porovnani s referencnim
vzorkem (REF) mél nejvétsi inhibi¢ni G¢inek na tvorbu biofilmu této bakterie vzorek s
polyanilinem upravenym kyselinou kiemicito-wolframovou (TUN). Vyrazné niz$i hodnoty
OD byly naméfeny i u vzorku s PANI upravenym kyselinou sulfamovou (SULF). Ze statis-
tického zpracovani dat bylo zjisténo, ze rozdily hodnot mezi referenci a témito vzorky jsou
statisticky vyznamné. Na mikrotitracnich destickach s PANI filmem bez Gprav (PANI) a s
PANI filmem reprotonovanym Kyselinou fosfowolframovou (PHO) byly dokonce naméie-
ny vyss§i hodnoty OD 595 nez u referencniho vzorku. Na takto upravenych povrsich je tedy
schopnost adheze bunék a tvorba biofilmu u P. aeruginosa vyssi nez u samotné reference.
Deprotonovany polyanilin a PANI upraveny kyselinou PAMPSA byl srovnatelny

s referenci a rozdily mezi témito hodnotami jsou statisticky nevyznamné.

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
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PANI DEP SULF PHO TUN PAM REF

Obr. 16. Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955.
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5.1.6 Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie Pseudomonas aeruginosa FT3

Kromé sbirkového kmene P. aeruginosa byl testovan i divoky biofilmpozitivni kmen izo-
lovany z prostiedi. Vysledky pro tento kmen jsou graficky znazornény na Obr. 17 U této
biofilmpozitivni bakterie nebyl prokazan inhibi¢ni vliv u zadného ze vzorkti s PANI. Nej-
vyssi hodnota OD byla naméfena u vzorku s PANI modifikovanym kyselinou kfemicino-
wolframovou (TUN). Tato hodnota byla trojnasobna oproti referenénimu vzorku (REF).
Dle statistického zpracovani dat je srovnani hodnot mezi referenci a timto vzorkem s PANI
statisticky vyznamné. U vzorkh s PANI modifikovanym kyselinou 2-akrylamido-2-
methylpropan-sulfonovou (PAM), s PANI bez upravy a s polyanilinem upravenym kyseli-
nou sulfamovou (SULF) jsou hodnoty OD rovnéz vyssi nez u reference. Na takto uprave-
nych povrsich je schopnost bakterie Pseudomonas aeruginosa FT3 tvofit biofilm vysoka.
Mirné€ vyssi hodnoty ve srovnani s referenci mély vzorky s deprotonovanym polyanilinem
(DEP) a s PANI modifikovanym kyselinou kiemic¢ino-wolframovou (TUN) a dle statistic-
kého hlediska jsou rozdily statisticky nevyznamné. Ve srovnani se sbirkovym kmenem P.
aeruginosa CCM 3955 divoky kmen FT3 1épe adheroval na modifikovany povrch desti¢ek
a u vSech vzorkl byla zjiSténa vySs$i hodnota OD neZ na neupravenych polystyrenovych

mikrotitra¢nim desti¢kach.

Pseudomonas aeruginosa FT3
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Obr. 17. Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie

Pseudomonas aeruginosa FT3.
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5.1.7 VIliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie Escherichia coli CCM 3988

Vliv vzorkt s rizné upravenym PANI na schopnost adheze bunék u bakterie Escherichia
coli CCM 3988 Ize pozorovat na sloupcovém grafu na Obr. 18. Na rozdil od pfedchoziho
grafu na Obr. 17., kde v8echny vzorky m¢ly hodnoty OD vyssi nez reference (REF), Ize
zde pozorovat inhibi¢ni vliv u vSech vzork s PANI filmy, tedy hodnoty OD pfti 595 nm
jsou nizsi ve srovnani s referenénim vzorkem. Nejvétsi inhibicni vliv na tvorbu biofilmu
vykazuje vzorek s deprotonovanym polyanilinem (DEP). Naopak na mikrotitra¢ni desticce
srovnani se vSemi vzorky. Ze statistického zpracovani dat bylo zjisténo, ze srovnani hodnot
mezi referenci a ostatnimi vzorky jsou statisticky vyznamné, tudiz u bakterie Escherichia
coli CCM 3988 ma polyanilin ve v§ech tpravach vyznamny vliv na inhibici tvorby biofil-
mu a adhezi bunék na povrch. U E. coli bylo dale zaznamenano rozdilné chovani na PANI
filmech vodivych a kyselych a PANI filmu, ktery byl deprotonovéan (DEP). Zd4 se, Ze na

vodivé povrchy tato bakterie adheruje ochotnéji.

Escherichia coli CCM 3988
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Obr. 18. Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie
Escherichia coli CCM 3988.
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5.1.8 VIiv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie Klebsiella pneumoniae CCM 4415

U bakterie Klebsiella pneumoniae CCM 4415 byl sledovan vliv vzorkti s PANI s riiznou
upravou na tvorbu biofilmu a adhezi bunék na povrch s PANI filmy. Na sloupcovém grafu
na Obr. 19 muZeme pozorovat, Ze nejvetsi inhibi¢ni vliv na tuto biofilmpozitvni bakterii
mél vzorek s PANI modifikovanym kyselinou kiemic¢ino-wolframovou (TUN) a nésledné
1 vzorek s deprotonovanym polyanilinem (DEP). Mirné nizs$i hodnotu OD pfi 595 nm ve
srovnani s referenci (REF) mél vzorek s PANI upravenym kyselinou fosfowolframovou
(PHO). Na mikrotitra¢nich destickach s PANI filmem modifikovanym kyselinou sulfamo-
vou (SULF) a PANI filmem reprotonovanym kyselinou PAMPSA (PAM) byly naméteny
vys$si hodnoty OD nez u reference, tudiz na takto upravenych povrsich je schopnost adheze
bunék a tvorba biofilmu u bakterie Klebsiella pneumoniae CCM 4415 vyssi neZ u samot-
ného referenéniho vzorku. Posledni vzorek s PANI bez upravy ma hodnotu OD pfi 595 nm

srovnatelnou s referenci, rozdily v namétenych hodnotach jsou statisticky nevyznamné.

Klebsiella pseumoniae CCM 4415

OD 595

PANI DEP SULF PHO TUN PAM REF

Obr. 19. Vliv PANI na tvorbu biofilmu u bakterie
Klebsiella pneumoniae CCM 4415.
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Souhrnné vysledky pro vSechny mikroorganizmy a vSechny testované mikrotitracni destic-
ky s PANI filmy je uveden na Obr. 20. Graf znazoriiuje celkové zhodnoceni vlivu vSech
upravenych mikrotitranich desti¢ek na tvorbu biofilmu a adhezi bun€k pouzitych kment

biofilmpozitivnich bakterii.
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Obr. 20. Viiv PANI na tvorbu biofilmu u bakterii.
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo pfipravit mikrotitra¢ni desti¢ky potazené filmem polyani-
linu, dale deprotonované ¢i reprotonované kyselinami. Inhibi¢ni G¢inky PANI na tvorbu
biofilmu a adhezi bunék byly poté testovany na 8 vybranych kmenech grampozitivnich a

gramnegativnich bakterii. Ziskané vysledky vlivu polyanilinovych filmt na tvorbu biofil-

mu lze shrnout nasledovné:

— gramnegativni bakterie byly viici inhibi¢nim t¢inktiim PANI odolné&jsi a tvofily cas-
téji a ve veétSim mnozstvi biofilm, nez bakterie grampozitivni.

— Vzorek s polyanilinem bez Gpravy (PANI) mél mirné vyssi inhibi¢ni vliv na adhezi
bunck na povrchu u gramnegativnich bakterii.

— U vzorku s deprotonovanym PANI (DEP) byl zaznamenan rdst biofilmu jak u
grampozitivnich, tak u gramnegativnich bakterii ptiblizn€ ve stejné mifte.

— U né&kterych bakterii byl pozorovan rozdil ve tvorbé biofilmu u vzorki vodivych a
nevodivych povrchi.

— U vzorku s PANI reprotonovanym kyselinou sulfamovou (SULF) byla pozorovana
niZsi tvorba biofilmu u grampozitivnich i u gramnegativnich bakterii.

— Pii pozorovani adheze bun€¢k u vzorku s PANI modifikovanym kyselinou fos-
fowolframovou (PHO) m¢ly vyssi hodnotu OD ve srovnani s referencnim vzorkem
bakterie gramnegativni.

— Vzorek s PANI modifikovany kyselinou kifemi¢ino-wolframovou (TUN) mél inhi-
bi¢ni ucinky na tvorbu biofilmu u vSech bakterii s vyjimkou Pseudomonas aeru-
ginosa FT3, jejiz hodnota OD ve srovnani s referenci byla vyssi a bunky lepé pfi-
Inuly na povrch PANI a tvofily biofilm.

— U wvzorku sPANI s kyselinou 2-akrylamido-2-methylpropan-sulfonovou
(PAMPSA) byly pozorovany vyrazné¢ mensi hodnoty OD pii 595 nm ve srovnani
s referenci pouze u gramnegativni bakterie Escherichia coli. Ostatni bakterie na
takto upraveném povrchu mély vétsi schopnost adheze bunék a tvorby biofilmu.

— Nejvetsi inhibi¢ni G¢inek na tvorbu biofilmu mél PANI u gramnegativni bakterie
Escherichia coli, kde ve vSech tpravach PANI byly niz§i hodnoty OD nez u samot-
na reference.

— Nejnizsi inhibi¢ni G¢inek PANI na adhezi buné¢k a naslednou tvorbu biofilmu na je-

ho povrchu byl pozorovan u gramnegativni bakterie Pseudomonas aeruginosa FT3.
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Vsechny hodnoty OD pii 595 nm vzorkdi PANI ve vSech Gpravach byly vyssi nez
vzorek referencni a tato bakterie tvofila na kazdém povrchu vétsi vrstvu biofilmu

nez tomu bylo u ostatnich biofilmpozitivnich bakterii.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

PANI Polyanilin

EPS Extracelularni polymerni substance
PIA Polysacharidovy intracelularni adhezin
MPA Masopeptonovy agar

NaCl Chlorid sodny

TSB Trypton-sojovy bujon s glukosou

K;HPO,  Hydrogenfosfore¢nan draselny

oD Optické hustota

PAMPSA Kyselina 2-akrylamido-2-methylpropan-sulfonova
SULF Kyselina sulfamova

TUN Kyselina kiemicito-wolframova

PHO Kyselina fosfowolframova
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