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ABSTRAKT

Byl sledovan vliv roztoku polyvinylpyrrolidonu (PVP) na tvorbu bakterialniho
biofilmu u vybranych druhG bakterii. Teoretickd cast byla vénovana charakteristice
polyvinylpyrrolidonu, vlastnostem a tvorbé biofilmu, struéné charakteristice vybranych

bakterialnich kultur.

V praktické Casti pfrevazovaly experimenty Vv mikrotitratnich destickach
k pfesnému zjisténi vlivu PVP na tvorbu biofilmu. Tvorba biofilmu byla zkoumana

s koncentracemi 600 a 200 mg/l PVP u kultur JF1, MSZ, MS2, MP13 a s koncentraci

500 mg/l u kultur Staphyloccoccus epidermidis, Staphyloccoccus aureus, Enterococcus

faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa.

Bylo zjisténo, ze u urcitych kultur ma polyvinylpyrrolidon prokazatelny vliv na
snizeni ¢i zvySeni tvorby biofilmu, a proto byly s vybranymi druhy bakterii provedeny
pokusy adsorpci PVP. Z jejich vysledkti vyplynulo, ze bunky kultury MS2 jsou schopny
adsorbovat urcity podil PVP z roztoku.

Kli¢ova slova: polyvinylpyrrolidon, bakterialni biofilm, bakterie, adsorpce



ABSTRACT

The effect of the polyvinylpyrrolidone solution on the bacterial biofilm formation
in selected species of bacteria was studied. The theoretical part of the work was devoted to
polyvinpyrrolidone characteristics, to its properties and to formation of biofilms, including

a brief description of selected bacterial cultures.

In the practical part of the work many experiments in microtiter plates were
performed to determine accurately the impact of polyvinylpyrrolidone on bacterial biofilm
formation. Biofilm formation was studied with concentrations 600 and 200 mg/l PVP in
JF1, MSZ, MS2, MP13 cultures and with 500 mg/l PVP in Staphyloccoccus epidermidis,
Staphyloccoccus aureus , Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa.

It was found that polyvinylpyrrolidone has provable effect to reduce or increase the
biofilm formation in certain cultures, so that the PVP adsorption trials in some cultures
were done. Their results showed that PVP may be partially adsorbed to the cells of the
MS2 strain.

Keywords:  polyvinylpyrrolidone, bacterial biofilm bacteria, adsorption
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UVOD

Hojn¢ vyuzivany polymer diky svym vlastnostem (nizka toxicita, inertnost ¢i rozpustnost ve
vode je polyvinylpyrrolidon. Jeho biodegradabilita je velmi nizka a je proto povazovan za polymer
velmi téZce rozlozitelny. Ma vSak velké uplatnéni ve farmaceutickém pramyslu, jako pojivo v mnoha
1é¢ivych pripraveich, vyrabénych ve formé tablet. Pii oralnim pouziti tablet pak PVP putisobi na
mikroorganismy traviciho traktu, prochazi t¢lem a dostava se do odpadnich vod, kde muze dale pasobit

na fadu organismd, vcetné bakterii. PVP také tvoii komplex s jodem, ktery ma desinfekéni vlastnosti
a je pouzivan v riznych roztocich, mastech, tekutych mydlech nebo v chirurgickych laznich.

Proto je nutné zabyvat se otazkou jeho plisobeni na tvorbu biofilmu s mikroorganismy, které se
Vv naSem téle vyskytuji. Zda pravé jejich vliv se na tvorb& biofilmu projevuje a jakou mérou. Cilem
prace je zjistit jakou mérou se PVP v roztoku podili u zvolenych mikroorganismi na zvyseni ¢i snizeni
tvorby biofilmu. Byly provadény pokusy jak s kulturami farmaceuticky vyznamnymi, tak s kulturami

enviromentalnimi.
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1 POLYVINYLPYRROLIDON

Polyvinylpyrrolidon (CgHgNO), nebo také 1-ethenyl-2-pyrrolidon, PVP, povidon atd. je sypky bily
az nazloutly praSek, ktery byl poprvé syntetizovan profesorem Walterem Reppem. Mluvime o latce
rozpustné ve vod¢ a v mnoha organickych rozpoustédlech (alkoholy, fenoly, ketony, ¢ista kyselina octova,

uhlovodiky aj.). V pevném stavu je za normalnich podminek stabilni latkou.

PVP je schopen diky své struktute tvofit komplexy s fadou latek, kde rozpustnost téchto komplext je
vétsSinou lepsi nez rozpustnost Cistych 1éCiv. Na druhé stran¢ se PVP muze stat nerozpustnym v dasledku
zesitovani, které probiha za vyssich teplot a v kombinaci se silné€ zasaditymi latkami.

— [CH,— CH]—

N

o= == 1
Obrazek 1 Struktura PVP [1]

Teplota skelného prechodu je 130-175°C. PVP neni drazdivy a jeho akutni, subchronicka
a chronicka toxicita jsou velmi nizké. [1, 2, 3]

1.1 Zpisob vyroby

Polyvinylpyrrolidon (PVP) se vyrabi roztokovou polymeraci N-vinyl-2-pyrrolidonu, ktera muze

probihat dvéma hlavnimi cestami:

1. Vyroba PVP pfes roztokovou polymeraci N-vinyl-2-pyrrolidonu v organickém rozpoustédle
a nésledné odizolovéani pomoci vodni pary. Vznika ¢iry vodny roztok, ktery je dodavéan ve forme
vodného roztoku nebo jako vysuSeny prasek.

2. Vyroba PVP roztokovou polymeraci monomeru N-vinyl-2pyrrolidonu s ve vodé rozpustnymi
kationtovymi ¢i aniontovymi monomery. Polymer je obvykle dodavan ve formé vodného
roztoku, avSak v nékterych ptipadech je vysuSen rozpraSovanim, aby mohl byt dalkové
ptepravovan. Tekuté PVP je vSak v tomto ptipadé jednodussi k rozpusténi, ale horsi na piepravu

neZ pevné PVP. [4]
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PVP se vyrdbi v riznych molekulovych hmotnostech od 2500 po 75000 g/mol. Vzniklé
polymery se podle jejich molekulové hmotnosti oznacuji K-hodnotou, kterou lze vypoditat
Z relativni viskozity PVP ve vod€. Toto oznaceni nalezneme jako soucdst obchodniho nazvu

vyrobku (napt. K-30, K-15). [1]

1.2 Pouziti

PVP se zacal pouzivat jiz v prvni poloviné 20. stoleti jako nédhrada krevni plazmy. Pozd¢ji nasel
vyuzitd v mnoha odvétvich primyslu, jako jsou potravinafstvi, farmacie, kosmetika aj. PVP je
povrchové aktivni latka, kterd se obvykle pouziva jako potahovaci ¢inidlo tablet nebo také jako pojivo
do tablet ve farmacii (tyto tablety vykazuji vysokou miru rozpousténi 1ékii, coZ je vyuzivano u piipravka

S prodlouZzenym uvoliiovanim).[1, 2, 3]

Kopolymery 1-vinyl-2-pyrrolidonu s vinylacetatem lze vyuzit jako filmotvorné cinidla ve
vlasovych sprejich, voscich a to vzhledem K jejich afinité ke keratinu. V kosmetice jsou zadany i jako
zahu$tovadla. Dédle je PVP vyuzivéan jako pomocna latka pii zpracovani textilu, jako lepidla, ochranné
koloidy a zahustovadla. PVP vytvaii v alkalickém prostiedi za zvySené teploty pifi¢né vazby, takto
provazany PVP je pak htfe rozpustny ve vod¢ i v jinych rozpoustédlech a pouziva se jako povrchova
sloucenina u pilulek nebo také ke stabilizaci a vyCefeni piva, vina, rostlinnych extrakti a ovocné $tavy.
[1]

PVP v komplexu s jodem ma ulohu germicidu Vv antibakterialnich mydlech, ¢isticich

a desinfekcnich ptipravcich. V potravinaiském prumyslu je PVP pojivem pro vitaminové tablety

a stabilizator kapalnych vitamint ¢i mineralnich koncentratl (zabranuje krystalizaci).[2, 3]
1.3 Experimenty s PVP

1.3.1 Tvorba biofilmu na silikonové u$ni trubici s povlakem PVP

Zde bylo zjistovano, zda bude tvorb¢ biofilmu v silikonové usni trubici zabranéno povlakem PVP.
Silikonova usni trubice byla vystavena lidské krvi ¢i fosfatovému pufru a kultivovéna s patogennimi
bakteriemi Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus. Po ctyfech dnech byla pfidana
antibiotika, kterda méla za Ukol znicit planktonické bakterie. Tvorba biofilmu byla hodnocena

kvantitativnim poctem bakterii a sniména elektronovym mikroskopem.

V ptedchozich experimentech bylo prokazano, ze PVP hydrogelova vrstva snizuje pfilnuti
bakterii v prvni fazi tvorby biofilmu o vice nez 90%. Silikonova usni trubice s povlakem PVP je tedy

Vv ov

bézné dostupna. Cilem této studie bylo tedy zjistit, zda bézn¢ dostupna silikonova trubice s povlakem
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PVP je schopna snizit tvorbu biofilmu patogent, jako jsou S. aureus nebo P. aeruginosa, které se

vyskytuji v usnim vytoku.
Tento pokus byl provadén po dobu ¢ty dni, kdy se na silikonové usni trubici s povlakem PVP

a bez povlaku PVP, vlozené do kultury S. aureus nebo P. aeruginosa vytvofil zraly biofilm. Povlak PVP
na u$ni trubici mél vyznamny vliv na tvorbu biofilmu kultury P. aeruginosa. Tento efekt byl vice
zietelny po vystaveni trubice fosfatovému pufru nebo krvi. Celkové vsak nebyl pozorovan rozdil mezi
trubici vlozenou do fosfatového pufru a trubici vlozenou do krve. S. aureus neukazal také vyznamny
rozdil mezi trubici vystavenou krvi a trubici, kterd byla vystavena fosfatovému pufru. AvSak povlak
PVP na trubici vystavené krvi, silné podporoval rozvoj biofilmu S. aureus. PVP vrstva na silikové usni
trubici poskytuje rezistenci na tvorbu biofilmu u kultury P. aeruginosa. Klinicky dopad PVP na
silikonové usni trubici muze byt zpusoben stykem s krvi, ale toto zjisténi vyzaduje dalsi klinickou

studii. [5]

1.3.2 Biomaterialy potazené vrstvou PVP pro urologické pouziti

Byly zkoumény vlastnosti povrchu polyuretanu, na némz byla vrstva hydrofilniho PVP, a jeho

vhodnost pro pouZiti jako biomateridlu do mocovych cest. Byla také porovnana jeho kluzkost
a schopnost odolavat bakteriim, ve srovnani s nepotazenym polyuretanem a silikonem.

Bylo zjisténo, Ze polyuretan potazeny PVP je vyznamné hydrofilni, vice kluzky oproti
nepotazenému polyuretanu a silikonu. Pfilnavost hydrofilni testovaci kultury (izolatu) E. coli na
polyuretan s PVP a bez PVP byla dost podobna, ale vyznamné mensi neZ jeji pfilnavost na silikon.
Oproti E. coli autofi zjistili, Ze ptilnavost hydrofobni kultury Enterococcus faecalis na polyuretan s PVP

a silikon byla podobna, ale vyznamné mensi nez pfilnavost na polyuretan nepotazeny PVP-em.

Dale bylo prok4zéano, Ze je nutné zabranit vyvoji biofilmu na ureteralnich protézach a katetrech,
které jsou ve styku s moci, nebot’ tyto biofilmy mohou vést k obstrukci toku moci. V tomto ohledu je
pouziti hydrofilniho hydrogelového povlaku vyhodné, nebot’ €ini povrch materialu neatraktivnim pro
bakterie. Na zaklad¢ téchto informaci Kristinnson prohlésila, Ze na polyuretanovém katetru potaZzeném
hydromerem a PVP na bazi hydrogelt ulpiva mensi mnozZstvi bakterii. Stejné tak 1 Bridgett oznacila
silikon s vrstvou hydromeru, za material snizujici pfilnavost péti kment S. epidermidis a jednoho kmene

S. aureus. [6]
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1.3.3 Hodnoceni anti-quorum sensing aktivity stfibrnych nanovliken

Byla syntetizovana stfibrna nanovldkna (SNW) pomoci etylenglykolu (reduk¢ni ¢inidlo) a PVP
(uzaviraci ¢inidlo). Ziskana nanovlakna meéla 200-250 nm v praméru a 3-4 um délku, ale nebyla
prokazana antibakterialni aktivita proti Bacillus subtilis NCIM 2063 a Escherichia coli NCIM 2931. Na
druhé strané nanovlakna ukazala silné vlastnosti proti systému quorum sensing (QS), které vedly k
inhibici tvorby biofilmu Pseudomonas aeruginosa a k inhibici syntézy violaceinu u Chromobacterium
violaceum ATCC 12472.

Stiibrné ionty a slouceniny na bazi stiibra jsou vysoce toxické pro bakterie. Je nutné hledat
feSeni pro rostouci hrozbu rezistence u patogennich mikroorganismi. Dilezitym aspektem mnoha
patogennich organismli v pribéhu jejich progrese (napf. v syntéze biofilmu) je kooperativni
chovani diky systému QS. QS je schopnost bakterialni populace koordinovat spole¢né chovani diky

chemickym procestim v burikach, a diky bunééné signalizaci zprostiedkované difuzi signalnich molekul.
Biofilmy odhadem zptisobi 80% a vice vSech mikrobialnich infekei u lidi. Kovové nanovlédkna
byla navrzena vzhledem K jejich vynikajicim elektrickym, tepelnym, optickym a Kkatalytickym

vlastnostem v kombinaci s jejich stabilitou pro rizné vyuziti. [7]
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2 BAKTERIALNI BIOFILM

Bakterie pfirodnich populaci maji pfirozenou tendenci nasedat na nejrtiznéj$i typy povrchi.
Existence bakterii v biofilmu je vyhodnéjsi a ve vétsSiné ptipadi je zdkladnim zpiisobem jejich vyskytu.
Biofilm poskytuje bakteridlnim bunkdm ochranu, udrzuje urCity stupein homeostdzy a vytvoiena
biofilmova vrstva, ktera obklopuje buiky, pfedstavuje bariéru izolujici bakterie od okoli. Bunky
Vv biofilmu maji také navic napf. vyss$i odolnost vici toxickym latkam, UV zéfeni, mechanickému

poskozeni, bakteriofagiim nebo predatoram. [8, 10]

Biofilmy se vyskytuji nejen v pfirodnim prostiedi, ale i v prostfedi humannim. Zde zptsobuji
cetné problémy, nebot’ znecist'uji povrchy, kde se tvoii, mohou je poskozovat korozi, ale také mohou

byt zdrojem patogennich infekci. Patogenni biofilmy se tvofi u fady bakterialnich rodi, jako jsou
napi. Pseudomonas, Escherichia, Salmonella, Streptococcus a Staphylococcus. [9]

Biofilm je definovan jako pfisedlé spolecenstvo mikroorganismii, charakterizované tim, ze
buriky, které jsou ireverzibilné piichycené k podkladu nebo jedna k druhé, jsou zapusténé v matrici
extracelularnich polymernich latek témito buitkami produkovanych, které dale vykazuji odlisny fenotyp
s ohledem na rychlost rlstu a transkripci genti. Jelikoz se zaméteni i pole plisobnosti vyzkumu biofilmu
vV odvétvich primyslu 1isi, neni jeho definice pro vSechny odvétvi zcela totoznid. Na druhé strané

existuje také fakt, Ze se tato definice stale vyviji dle novych zjisténych faktt.[10]

s Odpousini Rofilmu

fa

% Plankionicks

LA NS "
- >
| | Prichyceni 4 » Mikrokolonie

Obrazek 2 Znazornéni tvorby biofilmu — nejprve dochazi k adhezi bunék a tvorbé
mikrokolonii, to je doprovazeno produkci EPS. Nasleduje tvorba a zrani biofilmu, nakonec se

buriky z biofilmu odtrhavaji. [11]
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2.1 Vznik, vyvoj a stabilizace biofilmu
Vznik, vyvoj a stabilizace biofilmu probiha v nékolika krocich, které 1ze popsat jako:

1. Transport a adsorpce organickych molekul na povrch nosice (,,conditioning ),

2. Transport mikrobidlnich bunék k povrchu nosice, transformace téchto bunck
Z reverzibilnich na irreverzibilni adsorpci,

3. Desorpce reverzibilné adsorbovanych bunék,

4. Rust irreverzibilné adsorbovanych bunék a eroze nebo odtrhavani bunék,

5. Zachyceni mikroorganismii na povrchu, replikace sesilnich bun€k a produkce
extracelularni matrice a dalSich metabolitd,

6. Vyvoj biofilmu na povrchu nosice,

7. Odtrhavani a disperze bunék a biofilmu zpét do kapaliny. [12]

Conditioning a adheze

Prvni faze vyvoje biofilmu se nazyva ,initial event.“, neni vSak jednozna¢né prozkoumana.
Procesy v ni zahrnuté jsou vSak relativné dobfe znamé, jsou shrnuty jako: pfisednuti organickych
molekul na povrch (,,conditioning®), transport bunék k povrchu, transformace téchto bungk
Z reverzibilnich na irreverzibilni adsorpci, desorpce reverzibiln€ adsorbovanych bunék, rlst

irreverzibilné adsorbovanych bunék a eroze nebo odtrhavani bunék.

Zachyceni substratovych molekul na povrch nosi¢e je rychly proces, ktery se fidi zdkony
adsorpce. Rozhodujicimi mechanizmy pii transportu mikrobialnich bun€k k povrchu nosice jsou
molekularni a turbulentni difuze, chemotaxe, termoforéza a sedimentace. Adheze, neboli vlastni
zachyceni buné€k k povrchu, je pomérné slozitym klicovym krokem ke vzniku biofilmu. Zachyceni

probiha ve dvou fazich:

a) Reverzibilni adsorpce,

b) Permanentni (irreverzibilni) zachyceni, [12, 13, 14]

Ob¢ faze jsou zprostiedkovany tiemi typy interakci bakterii vici okoli (van der Waalsovy sily,
hydrofobni interakce, elektrostatické interakce), nespecifickymi chemickymi vazbami (kovalentni
polarni vazby, vodikové mistky) a specifickymi interakcemi mezi bakterialnimi receptory a receptory

hostitele.
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Adheziny jsou specifické bakterialni slouc¢eniny; jde o povrchové aktivni molekuly

(napf. bilkoviny, glykopeptidy, polysacharidy...), které ¢etné druhy bakterii pouzivaji k adhezi [15]
Adheze je zprostiedkovanad interakcemi mezi specifickymi adheziny na mikrobialnim povrchu a
receptory na hostitelské tkani. Inicidlni adheze bakteridlnich buné€k na (kondiciovany) povrch je
nahodnym procesem. Po prichyceni k povrchu se bunky zacinaji délit, akumulovat a produkuji
,primarni biofilm*, na ktery se mohou pfichytavat dalsi buiiky (tzv. sekundarni biofilm). Béhem svého
rustu vykazuji buniky priméarniho biofilmu urcitou prodlevu (,,surface associonated lag time*), ktera je
dasledkem adaptace na podminky pfisedlého rastu a fenotypickych zmén pfisedlych bunék. Bunky

sekundarniho biofilmu rostou rychleji nez bunky biofilmu primarniho. [16, 17]

Ve fazi dotyku s povrchem se aktivuje tvorba bicikli, avSak v biofilmu se jejich tvorba snizuje
nebo uplné ustavd. Adhezi napomahaji dal$i bunécné struktury, jako jsou napt. fimbrie, které na
povrchu bunky tvoii husté kartacky a pii styku s povrchem jich vznika velké mnozstvi. Po doteku

s povrchem nasleduje cela fada dalSich syntéz, jako je tfeba syntéza polysacharidové matrice.

w7

Vyhodnéjsi je pro tivodni inicidlni fazi adheze na hydrofobni povrch, i piestoze je vétSina
bakteridlnich bunc¢k hydrofobni. Hydrofobni povrch poméaha bunkdm piekonat elektrostaticky odpor
nosice, diky tomu je adheze rychlejsi. Fimbrie obsahujici hydrofobni aminokyseliny zvysuji hydrofobitu
bunééného povrchu. Biciky a schopnost pohybu mikroorganismi zajistuji pfekonani odpudivych sil

Vv blizkosti nosice. [18,10]

vvvvvv

jsou povrch nosice a okolni prostfedi. Materialy vhodné pro adhezi jsou i ty, které maji porézni
strukturu s pory, nebot’ jejich velikost je vhodna pro formovani biofilmu. Pory totiz poskytuji bunikam
ochranu potfebnou ke spravné adhezi a rlstu. Dal§im neméné dilezitym faktorem, ktery souvisi
s rychlosti ristu biofilmu, je mnoZstvi nutrientd v médiu. Na nutricné bohatSim médiu se biofilm
rychleji formuje, naopak pii nizkém obsahu nutrientti se spousti systém odbouravani bunék z povrchu.
Druhova ptislusnost bakterii a poméry dusiku, uhliku a fosforu také neméné ovliviiuji zpusob adheze.
[19, 20, 21]
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Fyziologie, metabolismus a organizace biofilmu silné zavisi na typu povrchu, ktery kolonizuji a

na fyzikalné-chemickych podminkach prostfedi. Biofilmy se tedy mohou nachazet na tfech typech

povrchii:

1. Rozhrani pevné a vzdusné faze: z pevné faze ziskava biofilm Ziviny a vlhkost, kyslik se

ziskava ze vzduchu (vznika opacny gradient zivin a kysliku v biofilmu).

2. Rozhrani inertni pevné a tekuté faze: z tekutého prostredi ziskava biofilm potiebny kyslik

1 dostupné Ziviny (gradient klesa s rostouci hloubkou biofilmu).

3. Rozhrani pevné zivné a tekuté faze: z pevné nebo tekuté faze je ziskavan kyslik 1 ziviny

(vznikaji rozmanité fyzikalné-chemické gradienty v biofilmu). [22]

2.2 Rust biofilmu

Bakterie prichycené na povrch méni své vlastnosti z po¢atku jen na urovni regulace geni.
Probiha aktivace gent, které produkuji polysacharidy a polymery dilezité pro vznik biofilmu.
Mikroorganismy rostouci ve formé biofilmu se od planktonickych forem lisi transkripci
odlisnych genti, maji proto odlisné fyziologické vlastnosti a vznika zde tzv. biofilmovy fenotyp.
V riznych podminkach se vyuzivaji rizné genetické cesty. [9, 23, 24, 25, 26]

Geny potiebné pro tvorbu biofilmu se déli do dvou skupin:

a) Geny odpovédné za tvorbu biéikd, fimbrii, proteinovych adhezini a exopolysacharidi:

Tyto geny umoziuji pohyb, ptfichyceni bakterii a konstruktivni vztah mezi buitkou
a povrchem.

b) Geny s ovlivnénou expresi vnéj§imi vlivy nebo bakteridlnimi signalnimi molekulami:

Tyto geny ovliviuji tvorbu struktury biofilmu.[27]

Zménu regulace ¢innosti gend vyvoldvaji zevni podminky V tvoficim se biofilmu (zvysSeny
osmoticky tlak, snizeny obsah kysliku, rostouci hustota populace ...) Prostorova organizace biofilmu je

siln€ zavisla na aktivité specifickych gent. [28, 29]

Pted pfilnutim se aktivuje celd fada gent, ktera je odpovédna za zvySenou pohyblivost bunék.
Pti dotyku jsou uplatiovany biciky, jejichz tvorba se zvySuje. Dale pohybu a ptichyceni bakteridlnich
bun¢k napomédhaji proteinové povrchové struktury, jako jsou fimbrie a curli. Pohyb pomoci bi¢ika
vytvaii kontakt mezi buiikou a povrchem, oproti tomu pohyb pomoci pil ¢tvrtého typu vytvaii prvotni

strukturu biofilmu pfii tvorbé mikrokolonii. [30, 27, 31,32,33]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

O maromoisls
@ MRONGANIETUS
POl
-
OOOQ 9 CQ @

i i -oQ.i ™) ioioﬁoi?i i

Obr. 2 Vank béoMimu na porachu smpantany

A serpoe makromokeiil 2 okoRino prestedt &) SENSpont MIROKGANISMU K DOVCHL IMpandiny ¢) podaredn! aaneze @ NESHAURC! ukotvent miroor-
ganismu v dislecky produkcs exopolyrment); d) rist mATOoIgENsme a vnk odondho Hioiini,

Obrazek 3 Rust biofilmu na povrchu implantatu [34]

Prenos genii

V biofilmu dochazi k vy$§imu stupni genetické vymény, nebot’ bunky v biofilmu spolu

metabolicky spolupracuji. Mezi buiikami bakterii dochazi ¢asto k vyméné genetické informace, jde zde

hlavné o konjugaci a pfenos plazmidl. Timto zpisobem se pomérné rychle §ifi mezi jednotlivymi

populacemi v biofilmu (napf. plazmidy nesouci geny, které koduji rezistenci k antibiotiktim).

[24,35, 36]

Konjugace potiebuje, aby zivé, aktivni buniky darce a ptijemce byly pfi pfenosu genu ve

vzajemném kontaktu. Diky tomu je konjugace nejvyznamnéjSim mechanizmem pienosu genil v ptirod¢.

Dalsim procesem piijmu gent bakterialnimi bunikami je transformace, tedy piijem volné DNA, ktera je

uvolnéna do prostredi lyzi jinych bunék nebo exkreci. V ptipadé mimobunécéné volné DNA, je uvolnéni

DNA a nasledna transformace Casti biofilmového cyklu, kde uvolnéna DNA stabilizuje biofilmovou

strukturu.[36, 37]
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Extracelularni polymerni matrice

Ve srovnani biofilmii s planktonnimi populacemi je odliSnost v tom, ze buiniky jsou zanoieny do
extracelularni polymerni matrice (EPM). Je znamo, ze EPM produkuji bakterie, pfipadn¢ eukaryoty
v biofilmu, a dale vytvareji extracelularni matrici, kde jsou bakterie fixovany. Biofilmova matrice je
dynamicky systém, kde mikrobialni buiikky dosahuji homeostaze. Tyto bunky jsou poté organizovany
tak, aby mohly vyuzit dostupnych zivin. Tato matrice vSak zpusobuje vétSinu ekonomickych problémd,

které jsou spojovany s tvorbou biofilmu.[35,38, 39]

Kombinace vnitinich faktort, coz je genotyp ptisedlych buné€k, s vnéjsimi faktory, které v tomto
ptipadé zahrnuji okolni fyzikalné-chemické prostiedi a povahu kolonizovaného substratu, vede ke
sloZeni matrice. Zaklad pro matrici tvofi voda, dale se sklada z anorganickych a organickych latek, kdy
vyznamnou soucasti struktury jsou polysacharidy. Kromé zakladnich skupin makromolekul (proteiny,
RNA, DNA, polysacharidy) zde najdeme i peptidoglykany, lipidy, fosfolipidy aj. Za hlavni strukturni

slozku jsou povazovany exopolysacharidy, které tvoii kostru pro komplexni biofilm. [39, 40, 41]

Tabulka 1 SloZeni biofilmové matrice [39]

Slozka % matrice
Voda Az 97
Mikrobidlni buiiky 2-5
Polysacharidy 1-2
Proteiny < 1-2 (v€etné enzymil)
DNA a RNA <1-2 (z lyzovanych bungk)
lonty ?

EPM neslouZi pouze k fixaci bun€k, ale napomahd k omezeni pohybu plynti, rozpusténych soli
i makromolekul z a do biofilmi. Dalsi vlastnosti biofilmi je vychytavani a koncentrace nutrientt

a organickych latek z vody. Diky tomu mohou bakterie rist i v extrémné oligotrofnich podminkach.
EPM je velmi U¢innou ochranou pfed nepfiznivymi vlivy vnéjSiho prostfedi (antibiotika, toxicita,

bakteriofagy aj.).[42, 43, 44, 45]
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2.3 Koagregace, koadheze

Koagregaci jsou nazyvany fyzikalni interakce mezi suspendovanymi buiikami. Naopak koadheze se
vyskytuje mezi suspendovanymi bunikami a prisedlymi buiikami biofilmu. Jinak jsou mechanizmy obou
interakci totozné. Primarnim kolonizatorem je organismus, ktery jako prvni pfisedne na povrch. Zde se

mnozi a vytvaii mikrokolonie. Primarni kolonizace byva zprosttedkovana specifickymi

a nespecifickymi fyzikalné-chemickymi interakcemi se slozkami adsorbovaného, organického filmu. Pti
vyvoji biofilmu dochdzi ke zméndm v oblasti prostiedi, tedy ke zméné jeho vlastnosti a substrat je
pokryt bakteriemi. Ddle ptfichazi na fadu sekundarni kolonizatofi, ktefi maji za ukol pfichytit se na
kolonizatory priméarni a tim se za¢ina biofilm vyvijet v biofilm multidruhovy. Koagregace ptispiva

k vyvoji biofilmu dvéma zpuisoby:

a) Jednotlivé bunky maji schopnost v suspenzi rozeznat a pfisednout na geneticky odlisnou
bunku v biofilmu.
b) Jiz v suspenzi sekundarniho kolonizatora dochazi ke koagregaci a koagregat poté pfiseda na

biofilm.[46, 47, 48]

2.4 Regulace tvorby biofilmu
Nékteré buitky maji schopnost se z kolonii odlucovat, vracet se zpét do planktonniho stavu

a kolonizovat jinou ¢ast povrchu. Takové chovani u buné€k nastavd pii zvySujici se konkurenci
Vv biofilmu. Bunky zjist'uji existenci okolnich bunék pomoci chemickych signéld, ptfi€emz tyto signaly
zabranuji piehuStovani populace, nebot’ se zvySujici se hustotou populace se zvySuje produkce
signalnich latek. Tyto signaly lze prokazat i v mistech, odkud jiZ byl biofilm odstranén. Takovy zplsob

komunikace vn¢ biofilmu je oznacovana jako ,, quorum sensing “ neboli vnimani mnozstvi. [49]

Nyni je zndmo nékolik rozdilnych typl signalnich latek. Gramnegativni bakterie vyuZivaji jako
signalni molekulu, zachycovanou klicovymi proteiny LuXl a LuxR, vice riiznych chemickych latek,
zejména vSak N-acyl-homoserinlaktony. Na druhé strané grampozitivni bakterie vyuzivaji kratkych
polypeptidti, které lze ptirovnat k feromonim ¢&i hormonim. Tyto signalni latky grampozitivnich

bakterii fidi déleni bunck a také tvorbu hlenové polysacharidové matrice. Dalsi skupina, kterd je jak

u grampozitivnich tak gramnegativnich bakterii, je skupina signalnich latek, které se oznacuji jako

autoinducer-2. [50, 51, 52, 53]
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Quorum sensing je tiifazovy proces:

1. Bakterie produkuji specifické signalni molekuly, které vznikaji zpravidla
intracelularné a jsou transportovany do zevniho prostieni aktivné nebo volnou
difuzi.

2. Dochazi ke kumulaci signalnich molekul ve vné&j$Sim prostfedi kolem
bakteridlnich bunck

3. Pii prekroCeni prahové koncentrace signalnich molekul, se signalni molekuly
vazou na membranovy receptor na povrchu bakterialni buiikky. Tim se dale
aktivuje intracelularni regulatorovy protein, spusti se fosforylacni kaskada

a dochazi k expresi fady gend.

Timto zplisobem komunikace je ovlivnéna regulace exprese faktorti virulence u mnoha patogennich
bakterii. Intenzivni komunikace mezi bakteriemi i mikrokoloniemi v biofilmu pomoci signalnich

molekul se podili na procesu tvorby biofilmu. [54]

2.5 Struktura biofilmu

Struktura biofilmu je zavisla na fyzikalnich i biologickych faktorech, dale také na fadé interakci.
Biofilm, ktery je siln€ limitovan difuzi, ma tendenci mit heterogenni a porézni strukturu. Jestlize
limituje tvorbu biofilmu konverze substratu, ma biofilm tendenci byt homogenni a kompaktni.
Dtlezitou roli pfi tvorbé struktury zaznamenava proces odtrhavani. V systémech se silnym odtrhavanim
je biofilm hladsi, naopak pii malém odtrhavani, coz je odlupovani po Castech, se biofilm jevi jako
porézni. Biofilmy rostouci pti vyssich rychlostech proudéni jsou hustsi nez biofilmy rostouci pii nizSich
rychlostech. Hustsi biofilm je také odolngjsi ke zvySenému smykovému tieni, které je pravé disledkem
vys$$i rychlosti proudéni. Oproti tomu biofilmy s niZsi hustotou rostou pii nizkych rychlostech proudéni

a vykazuji tak vysokou efektivni difuzinitu, ale ztraci odolnost vii¢i vy$§imu smykovému tieni.
[ 55, 56, 57, 58, 59, 60]

Vyzraly biofilm ma pouze heterogenni strukturu, ktera se sklada z bun¢k rozptylenych v matrici,
jejiz mezery a kanalky jsou naplnény vodou a jsou propojeny s okolni tekutou fazi. V biofilmu jsou
bakterie rozloZzeny nerovnomérné, rostou v mikrokoloniich, shlucich kuzelovitého nebo houbovitého
tvaru. Mikrokolonie jsou spojeny spletitymi kanalky, které prochazi vétSimi mikrokoloniemi. Tyto

kanalky jsou tenké a predstavuji pory.[61]
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Tloust’ka a denzita biofilmu

Tloustka biofilmu je vyznamnd charakteristika pro analyzu biofilmovych procesi, nebot’ urcuje
difuzni délku a je nezbytna pro vypocet fluidniho tfeciho odporu a odporu prenosového tepla. Piesné
méfeni tloustky biofilmu neni az tak snadné, jeho tloustka muze totiz kolisat v zavislosti na

morfologickych rysech a také na stafi. Tloustku miize také ovlivnit diverzita mikrobialnich druht.

Tloustka biofilmu v pomalu tekoucich, zivinami bohatych vodach ptesahuje 30 mm. Biofilmovy

systém je proto charakterizovan nékolika délkovymi hodnotami, které kolisaji dle typu prostiedi
a taxonomického sloZeni:

1. Délka bunék (1-10 um)

2. Mezni vrstva pro ptenos hmoty (10-100 pum)
3. Difuzni hloubka (10-1000 pm)

4. Tloustka biofilmu (10-1000 pm)

Ptesné méteni biofilmové denzity neboli hustoty je pfimo umérné meéteni tloustky biofilmu, proto
musi byt uvadéna hustota biofilmu ve vztahu k technice méfeni tloustky biofilmu. V praxi je hustota
uréena métenim susSiny biofilmu ze znamé plochy substratu délené tloustkou biofilmu. Hustota byva
také ovlivnéna ristem ur¢itého mikrobialniho druhu, nejvyssi hustota biofilmu je uvedena jako 105 kg

m™ a nejnizsi jako 10 kg m™. [62]
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3 FARMACEUTICKY VYZNAMNE KULTURY BAKTERIi

Bakterie se obecné povazuji za nejstarSi organismy na planeté. Doposud je popsano cca
5000 druht bakterii. Jedna se o prokaryotni mikroorganismus, kde je buiika schopnd samostatné
existovat a velikost této buiky je fadove v tisicinach milimetru. Dle jejich tvaru je délime do

skupin:

kulovité (koky)

ty¢inky
- vlakna

spiraly aj.

Od ostatnich bunc¢k se buiika bakterie 1i8i tim, Ze geneticka informace vazana na DNA v jadie neni
ohrani¢ena jadernou membranou a neobsahuje jadérko. Tyto bunky tedy nazyvame prokaryotni.
Funkci jadra zde zastava pouze jeden chromozom, ktery nese geny, jejichz soubor Se nazyva
genom. Déle jsou v cytoplazmé& obsaZeny ribosomy, které slouZzi k syntéze bilkovin. Celé burika je
ohrani¢ena cytoplazmatickou membranou a pevnou bunéfnou sténou. Na zdklad€¢ rozdilné

struktury bunééné stény délime bakterie na:

- grampozitivni bakterie: sténa je tvofena predevsim peptidoglykanem a jeji tloustka je
20 nm. S vyjimkou mykobakterii, korynebakterii a nokardii neobsahuje bunéc¢na

sténa lipidy.

- gramnegativni bakterie: sténa je tvofena tenkou vrstvou peptidoglykanu, nad kterou

najdeme vnéjSi membranu. Tato membrana se sklada z fosfolipidové dvojvrstvy
a bilkovin. Mezi vnéj$i membranou a peptidoglykanem vznika tzv. periplazmaticky

prostor.[63, 64]
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3.1 Rod Staphylococcus

Rod Staphylococcus byl poprvé popsan skotskym chirurgem Sirem Alexandrem Ogstonem jako
pfi¢ina fady patogennich infekci u lidi. Jednd se o chemoorganotrofni, grampozitivni, nesporulujici,
fakultativné anaerobni a nepohyblivé bakterie. Vyskytuje se jako jednotlivé buniky v parech nebo jako
kratky fetézec jednotlivych bunék. Tento rod vytvari na zivnych piidach nepruhledné kolonie, které jsou

bilé¢, krémové nebo zlutooranzové barvy. [63, 65, 66]

e Staphylococcus aureus
Je fazen mezi nejvyznamnéjsi patogeny, produkuje latky, které umoziluji napadat hostitelskou
buniku a zplsobovat riiznd onemocnéni. Nékteré kmeny jsou schopny produkovat toxiny a také
enterotoxiny, které zpisobuji zavazné otravy z potravin. V dne$ni dobé je znamo cca 21
enterotoxinil, které jsou popsany pismeny A-V. Jsou to tepeln¢ stabilni, ve vod€ rozpustné
proteiny, které maji schopnost odoldvat enzymim jako je pepsin nebo trypsin. S. aureus se
nachdazi v kiizi, koznich zlazach a sliznici. Roste pfi teplotdich mezi 7-45 °C a hodnota pH byva
4-10. Optimalni podminky jeho ristu jsou pii teploté 37 °C a pfi neutrdlni hodnoté pH 6-7.
Obecné preziva za nepfiznivych podminek a je odolny vici mrazu ¢i suSeni. Rast S. aureus je
také velmi citlivy na konkurenci z jinych organismt, které mohou byt pfitomny ve smésné
mikroflofe nebo v procesu fermentace potravin. S. aureus je schopen tvofit biofilm napf. na

potravinaiskych plochéach, pracovnich plochach, ale rovnéz na sliznicich a na implantétech.

[63, 65, 67, 68, 69]

Obrazek 4 Staphylococcus aureus na krevnim agaru [70]
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Staphylococcus epidermidis

Jedné se o grampozitivni bakterii vyskytujici se jako komenzal kiize a sliznice. Pro je rlst je
nutny dostateény ptisun dusiku a vitaminy skupiny B. Jeho velikost je 0,5 -1,5 um a optimalni
teplota kultivace je stejn¢ jako u S. aureus 37°C. Tvoii biofilm, ktery se snadno véaze na

polystyren, nejcastéji jej nachazime na implantatech. [63, 65, 71]

Obrazek 5 Staphylococcus epidermidis na krevnim agaru [72]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

3.2 Rod Enterococcus

Jsou to nesporulujici, ovalné grampozitivni bakterie. Lze je nalézt v piidé, vod¢€, v rostlinach ¢i
gastrointestinalnim traktu. Jsou to fakultativné anaerobni bakterie, které tvofi dvojice bunek ¢i kratké
fetézce, kde jsou bunky protahlé ve sméru fetézce. Produkuji hlavné mlécné kyseliny a maji vysoké
nutricni pozadavky a jsou odolné vici stresovym podminkam. Optimalni pH riistu bakterie je v rozmezi
4,4 az 10,6 a optimalni teplota je 37°C. Enterococcus je rezistentni viici mrazu a nékterym antibiotikim.
V dnesni dob¢ je znamo okolo 40 druhi z rodu Enterococcus, jako jsou napt. E. camelliae, E.cecorum,

E. faecalis.

e Enterococcus faecalis
Pfendsi rezistenci na antibiotika pomoci transpozoni, chromozomalni vyménou ¢i mutaci.
Hlavni mechanismus rezistence zahrnuje zménu cilového mista nebo jeho nahrazeni Rezistence
je kodovana specifickymi geny a umoziuje E. faecalis rist v pfitomnosti antibiotik a to pfi

vysokych koncentracich. [73, 74, 75]

Obrazek 6 Enterococcus faecalis na krevnim agaru [76]
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3.3 Escherichia coli

Jednd se o fakultativné anaerobni gramnegativni tyCinkovité bakterii, ktera je Clenem celedi
Enterobacteriaceae. Je to jeden z prvnich kolonizatorti gastrointestinalniho traktu. Jeji rist zajistuji
jednoduché zdroje uhliku, véetné glukézy a kyseliny octové. Roste nejlépe pii neutrdlnich pH a pfi
teploté 37°C. Je obyvatelem stiev zivocicht, kde zajist'uje spravny chod traviciho traktu. Pouziva se ke
stanoveni zdroju fekalniho znecisténi. Nékteré kmeny E. coli mohou zplisobovat zanétliva onemocnéni.

Mize byt soucasti biofilmt na dné fek, jezer a v nadrzich s pitnou vodou. [73, 77, 78]

E. coli byva n€kdy rezistentni na antibiotika. Nestabilita jejiho genomu a vyména genu

zpusobuje zménu vlastnosti a struktury jeji populace. [73]

Obrazek 7 E. coli na krevnim agaru [79]
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3.4 Pseudomonas aeruginosa

Jednd se o gramnegativni, pohyblivy, nesporulujici a striktné aerobni patogenni
mikroorganismus. Vyskytuje se jednotlivé, v parech nebo 1 v kratkych fetézcich. Je to vSudyptitomna
bakterie se schopnosti produkovat enterotoxiny, ale produkuje i toxické latky, které byvaji spojeny
S hypoglykémii. Nalézt ji mizeme v pide, znecisténé vodé a je citliva na teplo ¢i suSeni. Jeji rist
nastava 1 pii teploté¢ 42°C, ale pifi 4°C jiz neroste. Jeji optimalni teplotou pro rust je vSak 37°C.
Nevyzaduje rastové faktory, ma schopnost se mnozit na Siroké Skale podkladl. Je nutriéné univerzalni,
miZze produkovat celou fadu extracelularnich enzymi a rozsahlou slizovou vrstvu, kterd ma rezistenci

vuci riznym protimikrobidlnim latkdm a chrani bakterii proti Sirokému spektru problémi.

P. aeruginosa ma velky chromosom, ve kterém lze pomoci plazmidi vymeénit ur¢ité Gseky. P.
aeruginosa je spojovana s nemocemi z potravin a také s nemocni¢nimi nakazami. Obvykle nenapada

zdravé tkané, ale na poskozené tkani miiZe zplsobit vazné infekce.

Pseudomonas aeruginosa tvoti biofilm, napf. v nadobach na vyrobu Ié¢iv, v nadobach

s amoniovymi slou¢eninami nebo na lahvich s balenou mineralni vodou. [63, 73, 77, 80]

B —
ASM MicrobeLibraryorg @ Hedetniomi and Liao

Obrazek 8 Pseudomonas aeruginosa na universalnim agaru [81]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 SloZeni roztokii a Zivnych médii

Mineralni médium MM1

Na piipravu 100 ml mineralniho média MM1 bylo pouzito:

e Roztok A (KH.PO, 9,07 g.I') 2 ml
e Roztok B (Na;HPO,4.12H,0 23,90 g.I'™") 8 ml
e Destilovana voda 85 ml
e Roztok stopovych prvki 0,2 ml
e MgS0,.7H,0 (10g.I™") 1 ml
o Fe(NH4),.(SO4),.6H,0 (3g.1") 1 ml
e CaCl,.2H,0 (1g.I'") 1ml
e NH,CI (30g.1") 1ml
e NaCl (50g.I™") 1ml

Mineralni médium MM?2
Mineralni médium MM2 obsahovalo dvojnasobnou koncentraci vSech slozek oproti médiu MM1.
Zivné médium TSB

Jedna se o trypticky a sojovy bujon s glukosou (TSB). Na ptipravu 100 ml bylo navéazeno:

e Trypton 1,79
e Soja-pepton 0,3¢
e NaCl 0,59
e K,HPO, 0,259
e Glukosa 050

Vse bylo postupné dokonale rozpusténo v destilované vodé a sterilizovéano filtraci pfes membranovy

filtr MILLIPORE MCE s velikosti porti 0,22 um do sterilnich zkumavek.
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SloZeni roztoku stopovych prvkii:

IMINSO45H200 - .o e, 0,043 g
HIB O, ..o 0,057 g
ZNS04. TH20 - .o 0,043 g
(NH2)6MO7028.4H200 . ..o 0,037 g
COMNODL)2BH20 e e, 0,025 g
CUSOLEH2O . ..o e e, 0,040 g

Navazend mnozstvi stopovych prvkil byla rozpusSténa v 1000 ml destilované vody.

33% kyselina octova

Ke stanoveni tvorby biofilmu byla zfedéna koncentrovana ledova kyselina octovd na 33 % roztok.
Redéni bylo provadéno odpipetovanim 66,6ml koncentrované ledové kyseliny octové do 250 ml

odmérné banky a barika byla doplnéna po rysku destilovanou vodou.

Daile byly pouzity tyto roztoky:

1%-tni roztok PVP, sterilizovany filtraci pfes membranovy filtr MILLIPORE MCE s velikosti port
0,22 pm.

10%-tni roztok PVP, sterilizovany filtraci pfes membranovy filtr MILLIPORE MCE s velikosti pori
0,22 pm.

Krystalicka violet’: byl pouzit roztok pro Gramovo barveni bakterii.

Sterilni destilovana voda

Sterilni fyziologicky roztok: roztok NaCl 8,5 g/l, sterilizovany v autoklavu pii 121°C po dobu 20

minut.

Pufrovany fyziologicky roztok (PFR) - 500 ml: 450 ml fyziologického roztoku (8,5 g NaCl/l) bylo
smichano s 10 ml roztoku A (KH2PO,) a 40 ml roztoku B (Na;HPO,.12H,0). Roztok byl sterilizovany
Vv autoklavu pfi 121°C po dobu 20 minut.

Roztok PVP v PFR — 1200 mg/l, 100 ml: 120 mg PVP bylo rozpusténo v 90 ml PFR, po rozpusténi byl
objem doplnén na 100 ml PFRem. Roztok byl sterilizovany v autoklavu pii 121°C po dobu 20 minut.

Roztok PVP v PFR — 1000 mg/I, 100 ml: 100 mg PVP bylo rozpusténo v 90 ml PFR, po rozpusténi byl
objem doplnén na 100 ml PFRem. Roztok byl sterilizovany v autoklavu pii 121°C po dobu 20 minut.
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4.2

Pouzité pristroje a pomiicky

Biologicky termostat nastaven na 25°C
Biologicky termostat nastaven na 37°C
Laboratorni vahy

Laminarni asepticky box TELSTAR BIO-II-A
Pipety

Kadinky

Mikrotitracni desticky a vicka

Petriho misky

Destickovy spektrofotometr TECAN SUNRISE
Vratna laboratorni tfepacka

Vortex

Centrifuga

Magnetické michadlo

Kyvety

Automaticky analyzator na méfeni uhliku Shimadzu 5000A

Vzorkovnice pro stanoveni DOC
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4.3 Pouzité kultury

V praci byly jednak pouzity environmentalni kultury, ziskané v pfedchazejicich pracich
mikrobiologické laboratofe UIOZP FT a dlouhodob& ulozené pii -80°C, a jednak sbirkové kultury,
ziskané z Ceské sbirky mikroorganismi Brno (CCM).

Environmentalni kultury: MSZ, MS2, JF1, MP10, MP11, MP13
Kultury sbirkové:

G+:  Staphyloccoccus epidermidis CCM 7221, Staphyloccoccus epidermidis CCM 4418,
Staphyloccoccus aureus CCM 3953, Staphyloccoccus aureus CCM 2022, Enterococcus
faecalis CCM 4224, Enterococcus faecalis CCM 7000, Enterococcus faecalis CCM 2665

G-:  Escherichia coli CCM 3954, Escherichia coli CCM 3988, Klebsiella pneumoniae CCM 4415,

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, Pseudomonas aeruginosa FT 1 az 4
4.4  Postupy pokusi

441 Zkumavkovy test

Vysterilizované MM1 bylo déle rozdéleno na dvé mineralni média A, B po 50 ml. Do mineréalniho
média A byl asepticky ptidan N-methyl-2-pyrrolidon (NMP) 100 mg/l (tj. 50 pl 10%-tniho roztoku
NMP). Do mineralniho média B byl asepticky ptidan NMP 100 mg/l a PVP 600 mg/l (tj. 50 pl 10%-
tniho roztoku NMP + 300 pl 10%-tniho roztoku PVP). Z kazdého média bylo ptipraveno 14 zkumavek
po 3 ml. Pro kaZdou z kultur byla zhotovena suspenze ve sterilnim fyziologickém roztoku (2.st.
McFarlandovy stupnice) a nao¢kovana do dvou zkumavek ze série A a do dvou zkumavek ze série B po
20 pl. Zbylé zkumavky slouzily jako kontrola. Tyto zkumavky byly inkubovany pii 25°C na vratné

laboratorni tfepacce a visualné kontrolovany po dvou a tiech dnech.
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4.4.2 Pokusy v mikrotitra¢nich desti¢kach, pri koncentraci PVP 600 mg/l

Byly pfipraveny suspenze vybranych kultur o hustoté 2. stupné McFarlandovy stupnice.

Do 98 ml mineralniho média MM2 byly asepticky pfidany 2 ml sterilniho 10 % roztoku NMP. Poté bylo

do sterilni mikrotitra¢ni desticky nadavkovano:

3)
b)

c)

d)
e)
f)
9)

Do vsSech jamek sloupcii 1,2-4,5-7,8-10,11 bylo nadavkovano 100 pl MM2 s NMP.

Do vsech jamek sloupct 1,4,7,10 bylo nadavkovano 80 ul sterilni destilované vody (bez
PVP).

Do vSech jamek sloupcii 2,5,8,11 bylo nadavkovano 12 pl sterilniho 1 %-tniho roztoku PVP
a 68 pl sterilni destilované vody (PVP 600mg/1).

Jamky sloupcti 1 a 2 byly naockovany po 20 ul suspenze kultury MS2.

Jamky sloupcti 4 a 5 byly naockovany po 20 ul suspenze kultury MSZ.

Jamky sloupcti 7 a 8 byly naockovany po 20 pl suspenze kultury JF1.

Jamky sloupcti 10 a 11 byly naockovany po 20 ul suspenze kultury MP13.

Mikrotitracni desti¢ka byla pfikryta vickem a byla ponechana v klidu v biologickém termostatu

na inkubaci pti 25°C. Po inkubaci 4 dnu byla spektrofotometricky stanovena intenzita tvorby biofilmu.

4.4.3 Pokus v mikrotitra¢ni desticce s MM2, pii koncentraci PVP 200 mg/l

Byl zopakovan stejny postup jako pii pokusu v mikrotitracni desticce s MM2, pii koncentraci

PVP 600 mg/l. Do sterilni mikrotitra¢ni desti¢ky bylo ale nadavkovano:

a)
b)

c)

d)
e)
f)
9)

Do vsech jamek sloupcii 1,2-4,5-7,8-10,11 bylo nadavkovéano 100 pl MM2 s NMP.

Do vSech jamek sloupct 1,4,7,10 bylo nadavkovano 80 pl sterilni destilované vody (bez
PVP).

Do vsech jamek sloupcii 2,5,8,11 bylo nadavkovano 4 pl sterilniho 1 %-tniho roztoku PVP

a 76 pl sterilni destilované vody (PVP 200 mg/1).

Jamky sloupcti 1 a 2 byly naockovany po 20 pl suspenze kultury MS2.

Jamky sloupcti 4 a 5 byly naockovany po 20 ul suspenze kultury MSZ.

Jamky sloupcti 7 a 8 byly naockovany po 20 pl suspenze kultury JF1.

Jamky sloupcti 10 a 11 byly naockovany po 20 ul suspenze kultury MP13.

Mikrotitracni destiCka byla pfikryta vickem a ponechédna v klidu v biologickém termostatu na

inkubaci pii 25°C. Po inkubaci 4 dnti byla spektrofotometricky stanovena intenzita tvorby biofilmu.
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4.4.4 Pokusy v mikrotitra¢ni desti¢ce s TSB, s koncentraci PVP 500 mg/I

Do jamek 2 sloupct mikrotitracni desticky asepticky napipetovano po 170 ul sterilniho TSB. Do
jamek jednoho sloupce bylo asepticky napipetovano po 10 pl sterilni destilované vody a do jamek
druhého sloupce bylo asepticky napipetovano po 10 pl sterilniho 1%-tniho roztoku PVP. Do vsech
jamek obou sloupcti bylo naockovano po 20 pl suspenze vybrané kultury. Inkubace desticky byla dva

dny pii 37°C, poté byla spektrofotometricky stanovena intenzita tvorby biofilmu.

445 Spektrofotometrické stanoveni tvorby biofilmu

Obsah jamek mikrotitraéni desticky byl po inkubaci vylit a jamky byly 3krat promyty
fyziologickym roztokem, po 250 pl, pii dikladném proklepavéani. Do kazdé jamky bylo dale poté
napipetovano 200 pl roztoku krystalové violeti, kterd se nechala ptisobit po dobu 1 minuty. Pak byla
violet’ vylita a desticka byla promyta 3krat destilovanou vodou a suSena vysoko nad plamenem kahanu.
Na rozpusténi barviva na biofilmu byla pouzita 33%-tni kyselina octova, ktera byla pfidana do kazdé
jamky, po 200 ul, a nechala se 10 minut ptsobit. Desticka pak byla vlozena do destickového

spektrofotometru TECAN a byla zméfena absorbance pii vinové délce 595 nm.

4.4.6 Zachyt a promyti bunék po kultivaci

Suspenze bunck byla rozdélena 4x po 35 ml do 4 kyvet a centrifugovana 12 minut pii 4°C, pti
10 000 g. Supernatant byl opatrné slit z kazdé kyvety a burniky byly resuspendovany v 25 ml PFR. Znovu
byla provedena centrifugace 12 minut pti 4°C, pii 10 000g, supernatant byl opatrné slit a buiky byly
opét resuspendovany v 25 ml PFR. Tieti centrifugace byla také 12 minut pii 4°C, pti 10 000g. Slitim
supernatantu byly jiz bunky promyty a byly resuspendovany v 10 ml PFR. Takto resuspendované buiky
byly prelity do odmérného valce. Dale byla kazda kyveta jesté proplachnuta 5 ml PFR a vSe bylo slito
dohromady a objem byl doplnén na 70 ml PFRem. Byla ziskana resuspense promytych bun¢k

o dvojnasobné koncentraci jako po kultivaci.
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4.4.7 Adsorpce

Do 6 kadinek, pfedem dobie vymytych a vysuSenych, bylo za michani nadavkovano:
1: 10 ml promytych bunék a 10 ml roztoku PVP v PFR

2: 10 ml promytych bunék a 10 ml roztoku PVP v PFR

3: 10 ml promytych bunék a 10 ml PFR

4: 10 ml promytych bun¢k a 10 ml PFR

5: 10 ml PFR a 10 ml roztoku PVP v PFR

6: 10 ml PFR a 10 ml roztoku PVP v PFR

Do kadinek byla vloZena cCistd magnetickd michadla, smési byly dale pozvolna michidny na
magnetickych michackach 15 minut. Poté bylo z kadinek odebrano 10 ml, centrifugovano na centrifuze

Rotanta 12 minut pti 4°C, pii 10 000 g. Supernatant nebyl slit, ale byl opatrné odebiran a fedén takto:

1, 2, 5, 6: Odebrany 2 ml, ptidano 10 ml destilované vody (fedéni 6x) a po promichani vzorky nality do

vzorkovnic pro stanoveni rozpusténého organického uhliku (DOC)

3, 4: Odebrano 6 ml, nefedéno a nalito do vzorkovnic pro stanoveni DOC

4.4.8 Meéreni DOC

DOC bylo méfeno na automatickém analyzatoru, véetné DOC PFR (nefedéno, ve 2 vzorkovnicich)

a roztoku PVP v PFR (10 x zifedéno, 1 ml PVP : 9 ml destilované vody).
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5 VYSLEDKY EXPERIMENTU A DISKUSE

Pro ovéfovaci (orientacni) pokus tvorby biofirmu byla pouzita zkumavkovd metoda, kdy se
biofilm u vybranych kultur pozoroval visudln€. V dalSich pokusech jiz byla zvolena jina technika a to
metoda pokust v mikrotitracnich destickach, kdy byla intenzita tvorby biofilmu exaktn¢ hodnocena

z vysledkl absorbance.

5.1 Ovérovaci pokus

Vybrané kultury byly naoCkovany na univerzalni agar (TYA) a kultivovany po dobu 4 dni.
Sterilni mineralni médium MMI1 bylo rozdéleno na dvé ¢asti A, B (viz. Zkumavkovy test vyse), pficemz
ob¢ obsahovaly 100 mg/l NMP a cast B navic 600 mg/l PVP. Suspenze zkoumanych kultur byly
naockovany do série A i B a v prub¢hu inkubace pii 25°C byla visualné pozorovana tvorba vlocek ¢i

ptipadna tvorba biofilmu v obou typech médii. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 2 a 3.

Tabulka 2 Vyhodnoceni zkumavkového testu

Pouzita kultura

kontrola JF1 MSZ MS2

po 3 dnech Stejny poCet | Vlocky pouze v B Bez vlocek
vlocek vA I B

Po 5 dnech Vice vlocek v | Vlocky pouze v B | Malo vlocek v A i

B B
Po 8 dnech Stejny pocet Vlocky v A, vice | Malo vloCek v Al
vlocek v AiB vlo¢ek v B B

po 11 dnech Stejny pocet Vice vloc¢ek v B Malo vlocek v A i
vlocek v AiB B
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Tabulka 3 Vyhodnoceni zkumavkového testu

Pouzita kultura
kontrola MP10 MP11 MP13
po 3 dnech Bez vlocek Malo vlo¢ek v Al | Malo vlocek v A
B stejné B stejné
Po 5 dnech Bez vlocek Malo plochych Malo vlocek v A'i
vlocek vA I B B stejné
stejné
Po 8 dnech Velmi malo Malo plochych Vice vlocek v B
vlocek vA I B vlocek vA I B nezv A
stejné stejné
po 11 dnech Velmi malo VEétsi pocet vlocek Vice vlocek v B
vlocek v A i B V A 1B stejné nezv A
stejné

U nékterych kultur byl v pribéhu kultivace zjistén jisty rozdil mezi zkumavkami s PVP (B) a bez
PVP (A). U kultur JF1, MSZ a MP13 bylo v urcité fazi rdstu pozorovano vétsi mnozstvi vlocek,
naznacujici odliSné flokula¢ni vlastnosti bunck v pfitomnosti PVP. Kultura MSZ také ukazala jisté

rozdily mezi zkumavkami s PVP a bez PVP a to tak, ze tvorba biofilmu byla vice visualn€ pozorovana
u zkumavky s PVP. U kultury MS2 byl vsak pozorovan jen velmi nepatrny rozdil a u kultur MP10

a MP11 bylo mozno hodnotit rozdil jako zanedbatelny. Do dalsiho, piesnéjsiho pokusu byly tedy
vybrany kultury JF1, MSZ, MS2 a MP13.

5.2 Tvorba biofilmu environmentalnimi kulturami

Z ptedchoziho ovéfovaciho pokusu byly vybrany kultury MS2, MSZ, JF1, MP13, u kterych byla
Vv ptitomnosti PVP zaznamenana zvySena tvorba vlocek. Tyto kultury byly naockovany do jamek
mikrotitracni desticky, kde byl jako rustovy substrat pouzit NMP a polovina jamek obsahovala 600 mg/I
PVP. Po uplynuti 4 dni inkubace byla stanovena tvorba biofilmu (viz. Spektrofotometrické stanoveni
tvorby biofilmu); absorbance spolu s priméry, smérodatnou odchylkou, rozptylem a t-testem jsou

uvedeny v nasledujici v tabulce 4.
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Tabulka 4 Hodnoty absorbanci v zavislosti na tvorb¢ biofilmu (environmentalni kultury)

absorbance | MS2 MS2 MSz MSz JF1 JF1 MP13 MP13

+PVP +PVP +PVP +PVP

1 0792 | 1,088 | 0,445 0,389 0,248 0,301 0,922 0,919

2 0,692 | 1,015 | 0,448 0,218 0,241 0,301 0,925 0,784

3 0643 | 1,126 | 0,475 0,293 0,372 0,398 1,127 0,879

4 0,844 | 0979 | 0635 0,226 0,324 0,385 0,883 0,838

5 0746 | 1,089 | 0,318 0,226 0,376 0,326 0,766 0,857

6 0704 | 1,123 | 0,318 0,419 0,243 0,631 0,938 0,878

7 0,976 1,3 0,256 0,494 0,176 0,494 0,978 0,886

8 0736 | 1,209 | 0,515 0,364 0,308 0,402 1 0,906

Primér 0,767 | 1,116 0,474 0,329 0,302 0,357 0,968 0,880
smérodatna

odchylka | 0,1046 | 0,1022 | 0,0828 | 0,1035 | 0,0783 | 0,0678 | 0,0801 0,0487

Rozptyl | 0,0109 | 0,0104 | 0,0069 | 0,0107 | 0,0061 | 0,0046 | 0,0064 0,0024

t-test 6,32 2,89 1,40 5,56

Hodnoceni vysledki bylo provadéno na zakladé t-testu, kde kritickA hodnota na
hladin¢ vyznamnosti 0,05 je 2, 145 [83]. Z vysledkt bylo tedy patrné, ze v piipadé kultury MS2 doslo
Vv pfitomnosti PVP k prikaznému narlstu intenzity tvorby biofilmu, naopak, u kultury MP13 byla

zjiSténa opacna tendence. U kultury MSZ se také projevila snizena intenzita tvorby biofilmu jako

u kultury MP13, avsak vysledek nebyl tak vyrazny jako u kultury MP13. Pro srovnani byl udélan dalsi
pokus v mikrotitrac¢ni destic¢ce u stejnych kultur (MS2, MSZ, JF1, MP13), ale pti koncentraci PVP 200
mg/l). Po uplynuti 4 dni byla opét stanovena tvorba biofilmu a vysledky jsou uvedeny v nasledujici

v tabulce 5.
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Tabulka 5 Hodnoty absorbanci v zavislosti na tvorb¢ biofilmu (environmentalni kultury)

absorbance | MS2 MS2 MSz MSZ JF1 JF1 MP13 | MP13
+PVP +PVP +PVP +PVP
1 1,525 1,488 0,827 | 0,449 0,318 0,303 1511 | 1,273
2 1,263 1,335 0,684 | 0,373 0,398 0,274 1,235 | 1,212
3 1,278 1,363 0,596 | 0,213 0,665 0,276 1,186 | 1,231
4 1,661 1,181 0,507 0,31 0,4 0,262 1478 | 1,311
5 1,769 0,821 0,659 | 0,271 0,472 0,247 1,471 | 1,405
6 1,531 1,015 0,562 | 0,342 0,311 0,296 1,275 1,14
7 1,083 1,157 057 | 0,382 0,507 0,259 1,564 | 1,413
8 1,713 1,12 0,639 | 0,321 0,462 0,257 1542 | 1,331
Primér 1,478 1,185 0,623 0,333 0,432 0,276 1,399 1,138
smérodatna
odchylka | 02451 | 0,2113| 00923 | 0,0722 0,1004 | 0,0160| 0,1603 | 0,0923
Rozptyl 0,0601 | 0,0446 0,0085 | 0,0052 0,0101 | 0,0003 | 0,0257 | 0,0085
t-test 2,39 6,55 4,07 3,73

Z pokusu tedy vyplyva, Ze i niz§i koncentrace PVP méla urcity vliv na vysledky tvorby biofilmd.
Dle t-testu bylo vyhodnoceno, Ze u vSech kultur ma PVP vliv na tvorbu biofilmu. U kultury MS2 vs§ak
byla tvorba biofilmu s ptidavkem PVP o koncentraci 200 mg/l ptekvapivé snizena, byt hodnota t-testu
jen tésné piekrocila kritickou mez (2,145), ackoliv u koncentrace PVP 600 mg/l byla prokazatelné
zvySena. U kultury MSZ byla tvorba biofilmu s ptidavkem PVP o koncentraci 200 mg/l vyrazné
sniZena, kdezto s pfidavkem PVP o koncentraci 600 mg/l byla intenzita tvorby biofilmu neprokazatelné
snizena. U kultury JF1 se v pfedchozim pokusu s vyssi koncentraci PVP neprojevil jeho vliv na
intenzitu tvorby biofilmu, ale naopak tomu bylo pfi snizené¢ koncentraci PVP, kde se vyrazné projevila

sniZena intenzita tvorby biofilmu. Kultura MP13 z ptedchozich vysledku prokazatelné snizovala tvorbu

biofilmu a i pfi pouziti nizs§i koncentrace PVP se intenzita tvorby biofilmu snizovala.
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5.3 Tvorba biofilmu farmaceuticky vyznamnymi kulturami bakterii

Farmaceuticky vyznamné kultury byly zkoumany obdobnym zpiisobem jako kultury

environmentalni, avSak pro jejich rist v mikrotitraénich destickach byl pouzit universalni TSB bujon

a tvorba biofilmu byla sledovana v pfitomnosti 500 mg/l PVP a bez néj. Vysledky, tj. absorbance spolu

s pruméry, smérodatnou odchylkou, rozptylem a t-testem jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach 6, 7,

8,9, 10, 11.

Tabulka 6 Hodnoty absorbanci v zavislosti na tvorbé biofilmu (farmaceutické kultury)

absorbance S. S. S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus
epidermidis | epidermidis CCM CCM 3953 | CCM 2022 | CCM 2022
CCM 7221 | CCM 7221 3953 +PVP +PVP
+PVP
1 2,307 2,344 1,135 0,893 0,234 0,208
2 2,964 2,585 1,213 0,843 0,222 0,202
3 2,241 2,267 1,109 0,941 0,239 0,21
4 2,606 2,357 0,9 0,706 0,248 0,191
S 2,063 2,335 1,028 0,787 0,234 0,204
6 1,624 2,251 1,208 0,686 0,243 0,2
7 1,97 2,699 0,958 0,8 0,199 0,223
8 1,02 1,809 0,723 0,749 0,188 0,203
Primér 2,099 2,331 1,027 0,801 0,230 0,206
smérodatna
odchylka 0,5948 0,2629 0,1830 0,0886 0,0220 0,0086
Rozptyl 0,3538 0,0691 0,0335 0,0079 0,0005 0,0007
t-test 0,94 2,95 2,62
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Tabulka 7 Hodnoty absorbanci v zavislosti na tvorbé biofilmu (farmaceutické kultury)
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Tabulka 8 Hodnoty absorbanci v zavislosti na tvorbé biofilmu (farmaceutické kultury)
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Tabulka 9 Hodnoty absorbanci v zavislosti na tvorbé biofilmu (farmaceutické kultury)
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Tabulka 10 Hodnoty absorbanci v zavislosti na tvorb¢ biofilmu (farmaceutické kultury)
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Tabulka 11 Hodnoty absorbanci v zavislosti na tvorbé biofilmu (farmaceutické kultury)

absorbance | Ps. aeruginosa | Ps. aeruginosa | Ps. aeruginosa | Ps. aeruginosa
FT 3 FT 3 FT 4 FT 4
+PVP +PVP
1 0,293 0,260 0,041 0,04
2 0,26 0,213 0,055 0,049
3 0,251 0,252 0,134 0,049
4 0,267 0,269 0,061 0,046
5 0,254 0,298 0,046 0,045
6 0,243 0,319 0,047 0,042
7 0,28 0,292 0,266 0,041
8 0,275 0,274 0,049 0,083
pramer 0,265 0,272 0,087 0,049
smérodatna
odchylka 0,016 0,032 0,078 0,014
Rozptyl 0,0003 0,0010 0,0061 0,0002
t-test 0,49 1,27
Hodnoceni vysledkit bylo provadéno na zakladé t-testu, kde kriticka hodnota na

hladiné vyznamnosti 0,05 je 2, 145 [83]. Dle t-testu bylo vyhodnoceno, Ze u kultur S. aureus CCM
3953, S. aureus CCM 2022, S. epidermidis CCM 4418, E. faecalis CCM 4224 a E. coli CCM 3988 ma
PVP v koncentraci 500 mg/l vliv na tvorbu biofilmu. U kultur S. epidermidis CCM 4418 a E. coli CCM
3988 byla tvorba biofilmu s pfidavkem PVP zvysena a naopak u kultury S. aureus CCM 3953,

S. aureus CCM 2022, E. faecalis CCM 4224 byla tvorba biofilmu s ptidavkem PVP snizena.

U ostatnich kultur nebyl vliv PVP na tvorbé biofilmu prikazny. Kultura E.coli CCM 3988 byla diky své
zvySené tvorbé biofilmu s ptidavkem PVP vybrana k dal§imu pokusu a to k adsorpci.
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5.4  Pokus adsorpce PVP na buiiky kultury MS2

Bylo ptfipraveno 200 ml mineralniho média MM1, které bylo rozplnéno po 70 ml do dvou
sterilnich 500 ml lahvi. 24-hodinova kultura MS2 byla zaockovana klickou do média. Kultivace

probihala 48 hodin pti 25°C na vratné laboratorni tfepacce. Déle byl proveden zachyt a promyti bun¢k

(viz. Zachyt promytych bunék po kultivaci) a nasledné byla provedena adsorpce PVP na bunky; pii
adsorpci byla koncentrace PVP600mg/l (viz. Adsorpce). Po odstfedéni bunék bylo formou stanoveni
DOC zjistovano, zda nastal ubytek PVP ze supernatantu. Vysledky pokusu jsou uvedeny nize, véetné

vysledki kontrolnich vzork.

Tabulka 12 Vysledky DOC supernatantu po adsorpci a odstranéni bunék (MS2)

Naméiené DOC po Primér
DOC prepoctu [mg/l]
[mg/l] fedéni [mg/l]
PVP + burky 51,75 310,50
315,54
PVP + bunky 53,43 320,58
PFR + bunky 6,25 6,25
5,64
PFR + buiky 5,02 5,02
PVP+PFR 54,77 328,62
332,85
PVP+PFR 56,18 337,08
PFR 1,84 1,84
1,57
PFR 1,30 1,30
PVP v PFR 65,19 651,90 651,90
DOC (PVP) bez bunégk: 328,62- 1,57 = 327,05 mg DOC/I

337,08- 1,57 = 335,51 mg DOC/I

Primér: 331,28 mg DOC/I
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DOC (PVP po sorpci na burky): 310,50- 5,64 = 304,86 mg DOC/I
320,58- 5,64 = 314,94 mg DOCI/I

Praimér: 309,9 mg DOCI/I

DOC bunky v PFR: 5,64-1,57 = 4,07 mg DOC/I

327,05 - 304,86 = 22,19 mg DOCI/I
335,51 - 314,94 = 20,57 mg DOCI/I
Praimeér: 21,38 mg DOC/I

Vysledky tohoto pokusu ukazaly, ze pti kontaktu bun€k kultury MS2 s roztokem PVP skute¢né
doslo k jisté interakci mezi buikami a molekulami PVP, nebot” hodnoty DOC ukézaly, Ze z adsorp¢ni
smési ubylo 21,38 mg/l uhliku PVP z vychozi hodnoty 331,28 mg/l, coz odpovida 6,5%. Toto zjisténi
naznacuje, ze by bylo velmi zajimavé zhodnotit adsorpci PVP na bunky kultury MS2 podrobnéjsimi

testy, a to formou sestaveni adsorp¢nich izoterem.
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55  Pokus adsorpce PVP na kulturu E. coli CCM 3988

Byl zopakovan stejny postup jako pii adsorpsi PVP na buiky kultury MS2. Misto mineralniho
média bylo ke kultivaci pouzito 200 ml TSB a nasledna adsorpce byla provedena s roztokem PVP
v PFR tak, aby pfi adsorpci byla koncentrace PVP 500 mg/l. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 13,

véetné kontrolnich méfeni.

Tabulka 13 Vysledky DOC supernatantu po adsorpci a odstranéni bunék (E. coli CCM 3988)

DOC (PVP) bez bunék: 336,84- 1,85 = 334,99 mg DOC/I
324,78- 1,85 = 322,93 mg DOC/I

Primér: 328,96 mg DOC/I

DOC (PVP po sorpci na buiiky): ~ 375,12- 20,35 = 354,77 mg DOC/I
347,22- 20,35 = 326,87 mg DOC/|

Primér: 340,82 DOCI/I
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DOC bunky v PFR: 20,35-1,85= 18,5 mg DOCI/I

334,99 — 354,77 = -19,78 mg DOC/I
322,93 - 326,87=-3,94 mg DOC/I
Primér: -11,86 mg DOCI/I

Vysledky adsorpce ukazaly, Ze pfi kontaktu bunék kultury E. coli CCM 3988 s roztokem PVP
nedoslo k adsorpci molekul PVP na bunky. Hodnoty DOC ukazaly zaporny vysledek, ktery ¢aste¢né
mohl byt zplisoben experimentalni nepfesnosti zvolené metody, ale ktery by také mohl naznacit jisté
pusobeni PVP na kulturu, nebot’ doposud neni znamo, jakym zptisobem mize PVP bunky E. coli
ovlivnit. Pokus v8ak ukazal, ze diive prokdzané zvyseni intenzity tvorby biofilmu u dané kultury neni

vvvvvv

zvyraznil vysledek ptedchoziho pokusu adsorpce s kulturou MS2.
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6 ZAVER

Bakalatska prace se zabyvala studiem vlivu roztokl polyvinylpyrrolidonu na tvorbu biofilmu u
zvolenych bakteridlnich kultur. V rdmci prace byla jako prvni metoda, které byla pouze orientacni,
zvolena zkumavkova metoda. Ta ukazala na urcity vliv PVP na nékteré pouzité environmentalni

kultury, které byly vybrany z ptredchozich diplomovych praci. Tento pokus byl vSak sledovan pouze

visualn¢ a slouzil k ovéfeni, zda se biofilm diky roztoku PVP vytvoril ¢i ne.

Dalsi pouzit¢ metody byly vybrany k podrobnéjSimu studiu vlivu roztoku PVP nejen na
environmentalni kultury, ale byly také prozkoumany vybrané farmaceuticky vyznamné bakteridlni
kultury. Byly tedy zvoleny pokusy v mikrotitra¢nich desti¢kach, kde u environmentalnich kultur bylo
jako ristové médium zvolené mineralni médium s N-methyl-2-pyrrolidon jako substratem a u
farmaceuticky vyznamnych kultur bylo jako rlstové médium zvolen trypticky sojovy bujon.
Environmentalni kultury byly také studovany s rozdilnymi koncentracemi PVP a to 600 a 200 mg/l
PVP, které se po srovnani vysledkl projevily rizné. U kultury MS2 byl pti koncentraci PVP 600 mg/I
zjistén prukazny narust intenzity tvorby biofilmu, naopak pii koncentraci 200 mg/l PVP byla intenzita
tvorby biofilmu snizena, i kdyz dle t-testu jen tésné prekrocila kritickou mez. Kultura MP13 projevila
jinou tendenci, pii obou koncentracich PVP byla tvorba biofilmu snizena. Dale také kultura MSZ
prokazatelné snizovala svou tvorbu biofilmu pii koncentraci PVP 200 mg/l. Kultura JF1, u které se pti
koncentraci PVP 600 mg/l jeho vliv neprojevil, vSak ukazala vyrazné snizenou hodnotu tvorby biofilmu

u koncentrace 200 mg/I.

Vybrané farmaceutické kultury byly studovany pti jednotné koncentraci PVP 500 mg/l. Jeho vliv
se projevil u kultur S. aureus CCM 3953, S. aureus CCM 2022 a E. faecalis CCM 4224 a to sniZzenim
intenzity tvorby biofilmu. Naopak u kultur S. epidermidis CCM 4418 a E. coli CCM 3988 se piitomnost

roztoku PVP projevila zvy$enou intenzitou tvorby biofilmu.

Na zéklad¢ vysledkd pokust v mikrotitra¢nich destickach bylo rozhodnuto o pouziti dalsi metody,
a to adsorpce. Tato metoda byla z ¢asovych divoda pouzita pouze u environmentalni kultury MS2

a u farmaceuticky vyznamné kultury E. coli CCM 3988. Vysledky adsorpci byly velmi rozdilné. Pfi
kontaktu bunék kultury MS2 s roztokem PVP doslo k interakci mezi buitkami a molekulami PVP,
nebot’ hodnoty DOC ukézaly, Zze z reakéni smési ubylo adsorpci 21,38 mg/l uhliku PVP, z vychozi
hodnoty 331,28 mg/l, coz odpovida 6,5%. Pro podrobné&jsi prozkoumani tohoto jevu by proto bylo
zajimavé zhodnotit adsorpci PVP na bunky kultury MS2 sestavenim adsorpcnich izoterem. E. coli CCM
3988 se vsak projevila velmi rozdilng, vysledky stanoveni DOC ukézaly, Ze k adsorpci PVP na jeji
bunky nedoslo, dokonce byla vysledna hodnota DOC zaporna a to -11,86 mg/l. Tento vysledek velmi
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podtrhl vysledek u kultury MS2 a urcité by bylo dalsi prozkoumani mechanismu zvySovani tvorby

biofilmu u kultury E. coli CCM 3988 velmi potiebné.

Celkov¢ tedy prace ukazala, Ze PVP ma biologické tcinky na fadu bakterialnich kultur a Ze nejde

o latku biologicky inertni.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

PVP
PAH
TEOS
PS
AA
SNW
QS
EPS
EPM
NMP
CCM
MM1
MM2
TSB
PFR
UIOZP
FT
DOC

TYA

polyvinylpyrrolidon

polycyklické aromatické uhlovodiky
tetraethylorthosilikat

polystyren

kyselina akrylova

syntetizované stiibrné nanovlakna

Quorum sensing

extracelularni polymerni latky

extracelularni polymerni matrice
N-methyl-2-pyrrolidon

Ceska sbirka mikroorganismii Brno

mineralni médium 1

mineralni médium 2

trypticky sojovy bujon s glukosou

pufrovany fyziologicky roztok

Ustav inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi (FT UTB)
Fakulta technologicka

koncentrace rozpusSténého organického uhliku

univerzalni trypticky agar s kvasni¢nym extraktem
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