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ABSTRAKT

Biofilmy dokazi riist na polymernich materidlech a svou pifitomnosti je mohou poskozovat
a tim ohrozovat zdravi ¢lovéka. Na druhou stranu lze vyuzit jejich rychlou metabolickou
aktivitu na likvidaci odpadt ze zivotniho prostiedi. Cilem bakalaiské prace bylo zjistit
schopnost a mnoZzstvi tvorby biofilmu 6 bakteridlnich kmenti na 4 biodegradabilnich poly-
merech (PLA, PBAT, PBS a PBSA) a skle. Byla provedena identifikace bakterialnich kment
pomoci fenotypu a nasledné sekvenaci 16S rDNA a MALDI-TOF. Bakterie byly vyhodno-
ceny jako Bacillus spp., Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Acinetobacter Iwoffii a dva od-
lisné kmeny Stenotrophomonas maltophilia. U vsech téchto bakterii byla potvrzena pro-
dukce biofilmu. Nejsilnéji produkovaly biofilm druhy Stenotrophomonas maltophilia a Ba-
cillus subtilis, tyto bakterie dokonce dokazaly rist na vSech testovanych materidlech alespoii
pfi jedné z testovanych metod. Nejmensi produkce biofilmu byla shleddana na PLA a skle,

naopak k vysokému poristani biofilmu dochazelo u PBS a PBSA.

Kli¢ova slova: biofilm, biodegradabilni polymer, PLA, PBAT, PBS, PBSA

ABSTRACT

Biofilms can grow on polymeric materials and by their presence they can damage polymers
and endanger the health of individuals. On the other hand, we can use their rapid metabolic
activity and biofilms dispose of waste from the environment. The aim of this thesis was to
determine the ability and amount of biofilm formation of 6 bacterial strains on 4 biodegrada-
ble polymers (PLA, PBAT, PBS and PBSA) and glass. Bacterial strains were identified by
sequencing 16S rDNA and MALDI-TOF. The bacteria were identified as Bacillus spp., Ba-
cillus subtilis, Bacillus pumilus, Acinetobacter Iwoffii and two strains of Stenotrophomonas
maltophilia. Biofilm production was confirmed in all of these bacteria. Stenotrophomonas
maltophilia and Bacillus subtilis have produced the strongest biofilm, and these bacteria
have even proven to grow on all the tested materials in at least one of the methods tested.
The smallest biofilm production was found on PLA and glass, while the high biofilm growth
was on PBS and PBSA.

Keywords: biofilm, biodegradable polymer, PLA, PBAT, PBS, PBSA
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UvVOoD

Existuje jen malo véci, o kterych se tika, Zze jsou vSude kolem nas. Jednou z nich jsou
polymery, bez kterych bychom neexistovali, protoze jsme z nich slozeni (Thomas et al.,
2013). Jsme jimi obklopeni i ve form¢ riiznych vyrobki a obalii, ze kterych se ovsem ¢asem
stava odpad a velky zdroj znecisténi zivotniho prostiedi, proto dostavaji stale vési uplatnéni
biodegradabilni polymery (Vroman a Tighzert, 2009). Dale jsou vSude kolem nas bakterie,
které mohou zit v tekutiné jako vznésejici se plankton ¢i rlst na rGznych povrsich v tzv.
biofilmech (Schindler, 2001). Bakterie v biofilmech maji specifické vlastnosti napt. jsou
odolné vii¢i vnéjsim vlivim (Donlan a Costerton, 2002) a maji vyssi metabolickou aktivitu
(Teixeira a Oliveira, 2002). Biofilmy maji vyznamné uplatnéni v primyslu napft. pii ¢isténi
odpadnich vod. Na druhou stranu jsou bifilmy kontainanty, které mizou zpisobovat fadu
zavaznych nemoci a také mizou ni¢it material a vést az k jeho biodegradaci (Rulik et al.,

2011).

Studium interakce biofilmu na polymernich materidlech pfinasijedine¢né informace
o vlastnostech sledovanych bakterialnich kmenti a 0 moznostech nasledného pouziti materi-
alu. Silny biofilmovy rtst na materialech je vhodny pro pouziti materiala jako nosice bio-
filmu napt. do biofilmovych rektori, které se pouzivaji na €isténi vody ¢i do mulovacich
folii nesouci biofilm pozitivni bakterie podporujici rlst rostlin napt. Pseudomonas flu-
orescens (Rulik et al., 2011). Rust biofilmu na polymeru mutze vést k biodegradaci, coz
muze byt vhodné pro likvidaci polymerniho znecisténi z zivotniho prostedi (Gu, 2003). Na-
opak materidly, na kterych se netvofi biofilm, jsou vhodné pro zdravotnické aplikace napft.
kanyly, nité na sutury ran a dal$i implantaty a materialy pifipadné pouZivané i v potravinar-

stvi (Rulik ez al., 2011).
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA A VYSKYT BIOFILMU

O bakteriich se vSeobecné vi, ze rostou na zivnych pidach v malych kopeccich, kterym
se fika kolonie. Dfive nez Robert Koch pfiSel na zptisob péstovani na pevnych pudach, pés-
tovaly se bakterie pouze v tekutinach, coz neumoziovalo ziskani ¢isté kultury. S pevnymi
pudami se zacaly ziskavat ¢isté kultury a vedlo to k velkému rozvoji bakteriologie. V té dobé
si vSichni mysleli, ze bakterie pfirozené Ziji jako voln¢ se vznasejici plankton ¢i jako kolonie

na pevnych pidach. Ve skutecnosti bakterie pifirozené ziji volné v tekutém prostiedi

tzv. planktonicky nebo ve spolecenstvi tzv. biofilmu (Schindler, 2001).

1.1 Biofilmy

Biofilm je spolecenstvo mikroorganizmi, které je prichyceno k povrchu a je obklo-
peno extracelularnim polymernim matrixem, ktery vznika produkci ptitomnych bunék (Don-
lan a Costerton, 2002). Jedna z prvnich definic oznacuje biofilmy jako aktivni biologickou
vrstvu z mikroorganizmi a extraceluldrnich polymeri, pfichycenou k podkladu (Marshall,
1984). Zivot v biofilmu je pro mikroorganizmy vyhodngjsi oproti planktonické formé, pro-
toze biofilm udrzuje stalost vnitiniho prostiedi, izoluje je od okoli a chrani bunky, proto jsou
odolnéjsi proti riznému poskozeni napt. toxickym latkam, UV zafeni, bakteriofagiim, anti-
biotiklim, ale i plisobenim imunitniho systému hostitele (Donlan a Costerton, 2002). Mikro-
organizmy Zijici v biofilmech dokazi mezi sebou komunikovat na zakladé koncentrace sig-
nalnich molekul. Tato schopnost se nazyva quorum sensing (Li a Tian, 2012). Mikroorga-
nizmy v biofilmu maji vyssi metabolickou aktivitu, a proto nasly fadu uplatnéni v primyslu

(Teixeira a Oliveira, 2002).

1.2 Vznik a vyvoj biofilmu

Uvazuje se o Ctyfech divodech vzniku biofilml. Prvnim je ochrana pfed vnéj$imi
vlivy plisobici na bakterie. Druhym je usazovani se do prostfedi s velkym mnozstvim Zivin.
Ttetim diivodem je vyuzivani vyhod spoledenstva. Ctvrtym divodem je pfirozenost tvorby

biofilmu se samé podstaty chovani bakterii (Jefferson, 2004).

Vznik a nasledny vyvoj biofilmt (Obr. 1) probiha v nékolika fazich (Costerton et al.,
1987). V prvni fazi dochazi k pfesunu a naslednému ptichyceni organickych molekul k pod-
kladu, nasledné se ptesouvaji mikroorganizmy k povrchu a ptichycuji se. Po adhezi zacnou

buniky produkovat extracelularni polymerni matrici a dal§i latky, poté biofilm roste. Casem
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dochdzi k odumirani nékterych bunék, odtrhavani casti biofilmu a jejich rozptyleni zpét do
planktonické faze (Rulik ez al., 2011). Adhezi bunék zpisobuji fyzikalni sily (van der Waal-
sovy sily, elektrostatické a hydrofobni interakce), nespecifické chemické vazby (kovalentni

a vodikové vazby) a specifické molekuly tzv. adheziny (Neu, 1996).

Obr. 1. Vznik a vyvoj biofilmu (Davis, 2007, upraveno dle Rulik et al., 2011).

1.3 Vyskyt a vyznam biofilmi

Biofilmy jsou pfitomné témét vSude, kde se vyskytuji mikroorganizmy (Lewandowski
a Beyenal, 2007). Vyskytuji se v pfirod€ i v humannim prostiedi a maji nejen negativni, ale
1 pozitivni dopad. Takovym piikladem miZe byt poskozovani materialli. Na druhou stranu
vSak 1ze biofilmy vyuzivat k degradaci plastd z zivotniho prostiedi. Biofilmy také tvofi ne-

zbytnou soucast Cistiren odpadnich vod. (Rulik ez al., 2011).

1.3.1 Biofilmy v mediciné

Biofilmy vyskytujici se v medicin€ predstavuji znacny problém, protoze zpisobuji
fadu chronickych a tézko 1éCitelnych onemocnéni (Costerton, Stewart a Greenberg, 1999)
napf. periodontitidu, osteomyelitidu, pseudomonadovou pneumonii pii cystické fibroze
(Costerton et al., 1995). Patogenni biofilmy tvofi napt. rody Pseudomonas, Salmonella,
Streptococcus a Listeria (Hall-Stoodley a Stoodley, 2002). Forma rtistu bun¢k v biofilmu je
odoln¢jsi viici antibiotikiim 1 imunitnimu systému, proto dokaze dlouhodobé¢ prezivat v hos-

titeli (Donlan a Costerlon, 2002).

Biofilmy se vyskytuji i pfirozené napf. ve stfevni sliznici, kde do ur€ité miry chrani

organizmus pied neZzadoucimi mikroorganizmy (Schindler, 2001). Jednim z nejznamé;jSich
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biofilmil v lidském a zvifecim téle je zubni plak, ktery produkuje svym metabolismem ky-
selé produkty, které naleptavaji zubni sklovinu a dochézi tak k tvorbé zubniho kazu. Plak je
také pric¢inou vzniku zubnich kament, ktery se tvoii jeho mineralizaci. Zubni plak maze vést

k periodontitidé az k poruse dasni a zdvésného aparatu zubi (Donlan a Costerton, 2002).

V poslednich letech piedstavuji biofilmy problém v souvislosti s CastéjSim zavade-
nim umélych implantatd. Riziko vzniku infekce ovlivituje zpiisob zavedeni implantatu; péce
o n¢j; materidl, z néhoz je vyroben a jeho povrchova uprava; Cas, po ktery je implantat za-

veden v téle; ale 1 reakce imunitniho systému pacienta.

Zavazna jsou predevsim onemocnéni z implantatti zavedenych do krevniho feciste,
jako jsou katétry, umélé srdecni chlopné€, cévni protézy, kardiostimulatory (Rulik et al.,
2011). U katétrt mize dochdzet k infikaci béhem manipulace ¢i z kozni mikroflory paci-
enta. V tomto ptipad¢ je inkubacni doba 7—10 dni (Raad, 1998). Infekce vzniklé kontamino-
vanymi roztoky ¢i ¢astmi katétri se projevuji pozdéji (Rulik et al., 2011). Z infikovanych
katétri miizou vznikat sepse, které mtizou vést az k mortalité. K umrti vzniklé sepsi z infi-
kovanych katétru dochdzi u 5-25 % pacientl. Ale k nejvetsi mortalité, kolem 25 %, dochazi
u infekei z umélych chlopni (Darouiche, 2001), kdy riziko vzniku sepse se uvadi v rozmezi

0,5-4 % (Hill et al., 2006).

Druhym nejc€astéji zavadénym implantatem po katétrech jsou mocové katétry, u kte-
rych dochazi k infekci u 10-50 % pacientl pti kratkodobé katetrizace, krat§i nez 7 dnti, ale
u katetrizaci delsi nez 28 dnil dochézi k infekci u téméf vSech pacientt (Stickler et al., 2002).
Kolonizace mocovych katétrii a nasledné i moCovych cest mize vést k ucpavani katétra,

tvorbé mocovych kament az k rakoviné mocového méchyte (Gorman a Tunney, 1997).

Do urogenitalniho traktu se také zavadi nitrodélozni téliska a penilni protézy. Kolo-
nizace nitrodéloznich télisek vede k zanétim délohy a panevniho okoli az k nasledné ne-
plodnosti (Stoddard et al., 2015). U penilnich protéz byla ¢ast¢jsi subklinicka infekce, za kte-
rou nejcastéji mohl Staphylococcus epidermidis, ale s novymi metodami zavadéni je ¢astéjsi
klinické infekce zplisobena virulentnéjSimi bakteriemi napt. rodem Pseudomonas (Faller a

Kohler, 2017).

Infekce vznikaji téz z biofilml na ortopedickych implantatech, jak na kloubnich na-
hradéch, tak 1 na pomuckach k 1é¢eni fraktur napt. dlahach, Sroubech, hiebech. Pii zavedeni

ortopedickych implantéatii dochéazi k traumatizaci oblasti mezi ndhradou a kosti, coz vytvoii
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vhodné podminky pro vznik infekce, protoze adhezi podpoii vznikly hematom z traumati-
zované tkané. Infekce mizou pokazit funkci implantatu, ale i mizou infikovat okolni tkdné¢

(van de Belt et al., 2001).

Biofilmy rostou i na kontaktnich ¢ockach kde zpiisobuji drazdéni rohovky, piipadné
vznik keratitidy (McLaughlin-Borlace et al., 1998). Dal§imi implantaty, u kterych muaze
vznikat biofilm, jsou endotracheélni kanyly, protézy hlasivek, drény, zubni protézy a mnoho

dalSich (Donlan a Costerton, 2002).

1.3.2 Enviromentalni biofilmy

V piirodé se biofilmy nachazi na neporanéném povrchu rostlin tzv. epifyty ¢i uvnitt
rostlin tzv. endofyty. Endofyt, oproti epifytu, parazituje na rostlinstvu (Rulik et al., 2011).
Poget epifytickych bakterii na jednom gramu listu je okolo 107 bunék a na jednom gramu
podzemnich pletiv se nachazi 10° bunék tzv. rhizobakterii (Lindow, Hecht-Poinar a Elliott,

2002).

Nekteré rhizobakterie, napt. Pseudomonas fluorescens, podporuji rast rostlin, proto
se aplikuji ptfi vysadbé. Pozitivni u€inek zplisobuje produkce riistovych regulétori, antibio-
tik, podpora pifijmu Zivin a vznik bakterialni rezistence. Existuji 1 Skodlivé rody rhizobakte-
rii, napt. Klebsiella, Enterobacter, Flavobacterium, které negativné plisobi na vynos z plo-

din, ale vétSina rhizobakterii nevyvoldva zmény na rostlinstvu.

Biofilmy na nadzemnich ¢astech rostlin jsou tvofeny tzv. fyloplannimi bakteriemi,
které mohou narusovat kutikulu rostlin. Mezi fyloplanni bakterie patii i kmeny, které pisobi
jako aktivni ledova jadra zptsobujici rychlé zmrznuti vody. Tyto nuklea¢né aktivni bakterie,
napt. Pseudomonas syringae, posSkozuji rostliny t€sné€ pod bodem mrazu, proto péstitelé tyto
bakterie likviduji postiiky, které dokaZzi ochranit rostlinu az do -5 °C. Na druhou stranu se
nukleacné aktivni bakterie daji vyuzit k dezinsekci Skodlivého hmyzu pfi pfezimovani ¢i pii

vyrobé ledu, sné¢hu a zmrazovani potravy.

Na rostlinach se obcas 1 vyskytuji patogeny ¢loveka a zvitat zptsobujici alimentarni
infekce a respiracni onemocnéni (Rulik et al., 2011). Nemoci dychacich cest ohrozuji pie-
devsim pracovniky, ktefi pracuji s rostlinnym materidlem. Zplsobuji je rody bakterii produ-

kujici endotoxiny napi. Klebsiella, Enterobacter a Citrobacter (Morris a Monier, 2003).

Biofilmy se pfirozené vyskytuji v sladkovodnich i moiskych vodach, kde svym me-

tabolismem pomahaji Cistit vodu. Proto se vyuzivaji 1 ke ¢iSténi odpadnich vod, kde jsou
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soucasti biofilmovych reaktorii. Svym metabolismem necistoty rozkladaji na biomasu, ktera
se nasledné v Cistirnach odstranuje usazovanim (Rulik et al., 2011). Poprvé byl pouzit bio-
film k Cisténi odpadnich vod ve Walesu ve Velké Britanii jiz v osmdesatych letech 19. stoleti

(Bryers, ¢2000).

Ale mohou i svou pfitomnosti v ipravnach vod a v rozvodnych siti pitné vody, kde
pokryvaji nadrze, filtry i potrubi, zpisobovat zdravotni problémy predev§im u konzumentii
se snizenou imunitou, zhorSovat kvalitu vody a poSkozovat potrubi korozi (Rulik et al.,
2011). Jiz v roce 1976 bylo popsano prvni onemocnéni zpusobené vodarenskym biofilmem

legionely, ktera je dodnes zodpovédna za fadu umrti (Fields, Benson a Besser, 2002).

1.3.3 Biofilmy v potravinaiském primyslu

Vznik biofilml v potravinafstvi zpusobuje hygienické problémy a ekonomické
ztraty. Biofilmy se mohou vyskytovat nejen na potravinach, ale i v§ech povrsich, s kterymi
se miizeme v potravinaiském primyslu setkat napt. vyrobni linky, obalové materialy a dalsi
nastroje. Svou pfitomnosti ohrozuji konzumenty vznikem nemoci, poskozuji vybaveni napf.

vznikem korozi a zplisobuji energetické ztraty (Galié et al., 2018).

Biofilmy v potravinafstvi maji i prospéSnou funkci a vyuZzivaji se jako vyrobni pro-
sttedek. Jiz v roce 1823 byly vyuzity k rychlé vyrobé octa (Characklis a Marshall, 1990).
Ve vinafstvi se vyuziva biofilm uslechtilé plisn€ Botrytis cinerea, ktery narusuje povrch bo-
buli a zpisobi rychlejsi odpafovani vody, cozZ vede ke zvySeni koncentrace sacharidi v plodu
a nasledné zméné chuti vina (Fleet, c1993). Biofilmy jsou i soucasti nekterych masnych
vyrobkl a syrii, kde napomahaji konzervaci a vytvaii originalni chut’ a aroma. Typickymi
produkty obsahujici biofilm jsou fermentované mastné vyrobky napt. uhersky salam, plis-
nové syry napf. camembert a roquefort, a syry zrajici pod mazem bez ptidavku sytidla napf.

romadur a olomoucké tvarazky (Rulik et al., 2011).
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2 CHARAKTERISTIKA MIKROORGANIZMU VYSKYTUJICI SE
PRI TVORBE BIOFILMU

Biofilm mohou tvofit bakterie, fasy, houby, prvoci a mnohobunééné mikroorganizmy
(Nikolaev a Plakunov, 2007). V piirod¢ biofilm tvoii vicedruhové spolecenstvi, kde ma
kazdy ¢len svou funkci (Stoodley et al., 2002). Tyto druhy musi mit fadu vlastnosti, aby byly
schopné vytvaret biofilm (Rulik ez al., 2011).

Obsahuji geny, které se podileji na adhezi, a geny, které vytvaii extracelularni poly-
merni matrix (Frebourg et al., 2000). Dokazi po ptichyceni zménit sviij fenotyp a aktivovat

geny produkujici polymery extracelularniho matrixu (Stoodley et al., 2002).

Dalsimi dilezitymi vlastnostmi rozhodujicich o schopnosti adherovat jsou hydrofobnost
a povrchovy naboj mikroorganizmu. Tyto vlastnosti se uplatiiuji na zacatku tvorby biofilmu,
kdy hraji dulezitou roli fyzikélni sily, tj. van der Waalsovy sily a hydrofobni interakce (Kra-
sowska a Sigler, 2014).

Hydrofobni mikroorganizmy se silnéji pfichycuji na hydrofobni povrchy a hydrofilni

mikroorganizmy k hydrofilnim povrchim (Kochkodan et al., 2008).

Povrchovy naboj je zpisoben nabitymi skupinami makromolekul na povrchu bunék.
VétSinou prevazuji zaporné€ nabité fosfatové a karboxylové skupiny a v mensi mife kladné
nabité aminoskupiny. Pfitomnost té€chto skupin dava buitkdm amfoterni charakter, ktery mi-
zeme charakterizovat izoelektrickym bodem (pI). Hodnota pl tedy popisuje povrchovy naboj
neboli zastoupeni a uspotadani nabitych skupin (Rijnaarts et al., 1995). Pomoci pl 1ze odlisit
nékteré biofilm pozitivni kmeny od biofilm negativnich napt. Staphylococcus epidermidis,
kde biofilm negativni kmen mé hodnotu pI = 2,3 a biofilm pozitivni pl = 2,6. Rozdil pl je
zpusoben tim, Ze biofilm pozitivni kmeny S. epidermidis jsou obklopeny extracelularni
matrixem tvofené¢ho z ¢astetné deacetylovaného poly-N-acetylglukomaminu, coz vede ke

zvySeni kladnych nabojl a tim padem ke zméné pl (Razicka et al., 2007).

2.1 Bakterie

Jsou jednobunééné prokaryotické organizmy, které jsou na Zemi nejdelsi dobu. V pri-
béhu této doby se dokézaly rozriiznit svym tvarem, velikosti i pfizpisobit se riznym pod-

minkam. Jsou velké 0,2 um az 0,75 mm (Schindler, 2014). Svym tvarem se daji rozd¢lit na
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kokovité bakterie (koky, diplokoky, tetrakoky, streptokoky, stafylokoky, sarciny, mikro-
koky), tyCinkovité, zaktivené (rohlic¢kové, spirily, spirochety) a vlaknité (Zachovalova,
2011). Déli se téz na zaklad¢ obsahu peptidoglykanu v bunécné stén¢ na grampozitivni, kde
bunécna sténa obsahuje 90 % peptidoglykanu, a gramnegativni s obsahem 10 % peptidogly-
kanu (Acharya, 2015).

2.1.1 Biofilm pozitivni druhy

Vétsina bakterii je pfirozené ve formé biofilmu, ktery jim poskytuje fadu vyhod

(Jefferson, 2004). Zde jsou uvedeny charakteristiky testovanych biofilm pozitivnich bakterii.

2.1.1.1 Bacillus tequilensis

Je grampozitivni tyCinkovitad bakterie tvofici spory. Byla vyizolovdna z hrobky
v misté nazyvajicim se Huityilapa, ktery je v mexickém staté Jalisco. Jsou velké 0,9 x 4,0 um

a rostou pii 25-50 °C, pii pH 5,5-8 a v aerobnich podminkach (Gatson ef al., 2006).

2.1.1.2 Bacillus subtilis

Je jednou z nejlépe poznanych grampozitivnich bakterii (Aizawa, 2014). M4 tvar ty-
¢inky a dokéaze obyvat suché 1 vlhké stanovisté, proto je témét vSudyptitomny a je ptizpuso-
beny rtiznym prostfedim. Nejcastéji vSak roste v pude. Pti nedostatku zivin a v dalSich stre-
sujicich podminkach dokaze vytvaret vysoce rezistentni endospory, které mohou byt snadno

rozptyleny vzduchem (Earl, Losick a Kolter, 2008).

2.1.1.3 Bacillus pumilus

Je vSudypfitomnd grampozitivni aerobni ty¢inka, kterd dokaze vytvaret endospory.
Obyva rizné typy pld, rostlin a dalSich ptirodnich povrchil, dokonce byla i nalezena uvnitf
pousté Sonoran (Benardini et al., 2003). Roste pfi teplote¢ 5-50 °C, pii pH 5-11 a dokaze

tolerovat az 10 % chloridu sodného ve svém prostiedi (Parvathi et al., 2009).

2.1.1.4 Acinetobacter lwoffii
Je aerobni gramnegativni bacil, ktery obyva kozni mikrofloru u 25 % zdravych je-
dinct. OvSem je i oportunistickym patogenem u pacientil se snizenou imunitou a mtize zpu-

sobovat nozokomidlni infekce napf. pneumonii, meningitidu a infekce mocovych cest a klize
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(Regalado, Martin a Antony, 2009). Byla nalezena i v mrazeném jidle, slaniné, pasterizova-

ném mléce a mase (Rathinavelu, Zavros a Merchant, 2003).

2.1.1.5 Stenotrophomonas maltophilia

Je gramnegativni ty¢inkovita bakterie, ktera byla poprvé izolovana v roce 1943. Byla
nalezena napf. v zeming, zvitatech, rostlinach, vod¢, kanylach, a dokonce dokézala konta-
minovat antisepticky roztok. S. maltophilia je rezistentni oportunni patogen zpusobujici
nozokomialni infekce. Napada predevsim respiracni Ustroji. Zptisobuje pneumonii, infekce

kosti, kloubli, mocovych cest, mékkych tkani, oc¢i a dalsi (Brooke, 2012).

2.1.2 Identifikace bakterii

Identifikaci bakterii lze provést riiznymi metodami napi. sledovanim fenotypovych
vlastnosti bakterie, sekvenaci 16S rDNA geni nebo pomoci hmotnostni spektrometrie

MALTI-TOF (Uhlik et al., 2013).

2.1.2.1 Sledovani fenotypovych vlastnosti

Bakterie 1ze identifikovat na zéklad¢ jejich vlastnosti napt. pomoci jejich tvaru, ve-
likosti, schopnosti tvofit spory, vzhledu kolonii ¢i obsahem peptidoglykanu v bunécné sténé
pomoci barveni dle Grama. Dal§imi metodami k identifikovani je vyuZiti selektivné diagnos-
tickych ptd, které dokazi potlacit riist nékterych bakterii a obsahuji ptidané latky, které s da-
nym kmenem reaguji a zplsobuji viditelné zmény kolonii ¢i jejich okoli (Zachovalova,
2011). Jednou ze selektivné diagnostickych pid je napt. Agarova baze Bacillus cereus, ktera
slouzi k identifikaci kmene Bacillus cereus. Tato piida obsahuje mannitol, ktery tento kmen
nedokéze zkvaSovat. Druhou obsazenou latkou v tomto agaru je bromthymolova modf slou-
zici jako pH indikator. Pfi ristu jinych kmenid dochéazi ke zkvaSovani mannitolu, coz vede
k produkci kyselych produktii vedouci ke zezloutnuti pH indikétoru, ale kdyZ na agaru roste

kmen Bacillus cereus dojde k zmodranim kolonii (Harmon, Kautter a McClure, 1984).

2.1.2.2 Sekvenace 16S rDNA

Klasifikace bakterii podle genu 16S rDNA se provadi kviili jeho pfitomnosti ve vSech

prokaryotickych buiikach a je specificky pro dany taxon (Rivas et al., 2004).
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Na zacatku identifikace se provadi izolace nukleovych kyselin (NK). K ziskani NK
je nezbytna lyze bungk, nejcasteji pomoci lysozymu a detergentil. Po 1yze se bunéény obsah
uvolni do roztoku. Dalsim krokem je vysrazeni organickych a anorganickych sloucenin
kromé& deoxyribonukleové kyseliny (DNA) pomoci reagentu. Po odstranéni vysrazenych
sloucenin se do roztoku s DNA pfida solny roztok, ktery zajisti pfipojeni DNA na filtr v ko-
lonce, do které se vlozi. Nasledn¢ se DNA na kolonce promyva roztokem etanolu, ktery
odstrani solné zbytky a pfipadné kontaminanty. Vycisténa DNA na kolonce se poté uvolni
elucnim pufrem (Elisabeth Pharmacon, spol. s r.o.UltraClean™, 2007). Takto ptipravena

DNA se pomnozi pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR).

Pied zahdjenim samotné PCR se DNA smichd s polymerdzou, primery, reakénim
pufrem a vodou. Pouzivaji se dva primery FD1 a RD1, z nichZ jeden roste ve sméru replikace
(forward) a druhy roste naopak (reverse). PCR je zahajena rozpletenim dvousSroubovice
DNA pomoci denaturace zptisobenou zvysenou teplotou, nasledné se komplementarné na-
vazi primery (annealing) a polymeraza za¢ne produkovat dcefiny fetézec (elongace). Po vy-
tvofeni replik je dokoncen prvni cyklus PCR. V dal$ich cyklech se rozpléta matefskd DNA
1 jeji repliky. Cilova sekvenace je ovSem poprvé vytvorena az v tfetim cyklu PCR, protoze
v prvnich dvou cyklech alesponl jeden fetézec kon¢i na neurcitém useku (McPherson a

Mailler, c2006).

Po namnozeni DNA se urCuje pofadi nukleotidi pomoci Sangerova sekvenovani
(Obr. 2). Tuto metodu objevil v roce 1977 Frederick Sanger, ktery za ni dostal svou druhou
Nobelovu cenu. Pii této metod¢ se opakované syntetizuje fetézec DNA podle templatu, ktery
je opakované preruSovan ndhodnym zatazenim modifikované nukleové baze (dideoxynuk-
leotidu). Dideoxynukleotid zabrani DNA polymeraze déle syntetizovat rostouci vlakno a ma
na sob¢ navazanou specifickou fluorescencni barvu pro dany nukleotid. Opakovanym pte-
ruSovanim syntézy DNA se ziskd smés rizn¢ dlouhych molekul, které svou velikosti odpo-
vidaji vSem moZnym pozicim bazim. Sefazenim téchto molekul dle velikosti a sledovanim

odlisného fluorescen¢niho oznaceni nukleotidl Ize piecist potadi bazi (Kolisko, 2017).
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Obr. 2. Schéma Sangerovy sekvenace (Estevezj, 2012, upraveno dle Kolisko, 2017).

2.1.2.3 Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice

s priiletovym analyzdtorem (MALDI-TOF)

Je rychld metoda, jejiz proces je zaloZen na analyze ribozomalnich proteinti pomoci
hmotnostni spektrometrie. Tyto proteiny jsou specifické pro jednotlivé druhy bakterii, a

proto jsou vhodné pro identifikaci.

Pro identifikaci pomoci MALDI-TOF se nejprve vyextrahuji proteiny z mikroorga-
nizm, které jsou nasledné naneseny na ocelovou desticku, na které se vzorek necha vysusit.
Poté se desticka vlozi do hmotnostniho spektrometru. Potom vzorek ozafi dusikaty laser,
ktery uvolni nabité proteiny ze vzorku. Tyto proteiny jsou urychlovany pomoci silného elek-
trického pole a leti k detektoru. Rychlost letu je imérna jejich naboji a hmotnosti. Mé&fi se
¢as jejich letu, tj. od zaptisobeni laseru po dopad na detektor. Z tohoto méteni se ziska hmot-
nostni spektrum, které je specifické pro dany mikroorganizmus a nasledné se srovna s profily

mikroorganizmu v databazi (Ny¢ a Bubenicek, 2015).
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2.1.3 Rust bakterii

Rist bakterii 1ze popsat sledovanim poctu bunék ¢i spektrofotometrickym métenim op-
tické denzity v ¢ase pomoci ristové kiivky (Obr. 3), kterou mizeme rozdélit na faze mno-
zeni. V prvni lag fazi se buniky po naockovani ptizptusobuji novym podminkam a pfepina se
jejich metabolismus na aktivni. V této fazi se buiikky nemnozi (Schindler, 2014). V druhé
fazi zrychleni se zacnou bakterie dé€lit a rychlost ristu roste (Ambrozova, 2004). Nasleduje
exponencialni faze, ve které je rychlost ristu konstantni a pocet bunck roste exponencialné.
Nekdy se této fazi rikd logaritmicka. Poté se rychlost mnozeni zpomaluje az se populace
dostane do stacionarni faze, kdy bunék nepiibyva ani neubyva. Nakonec nastava faze odumi-

rani (Schindler, 2014).
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Obr. 3. Riistova krivka. Plna c¢ara — celkovy pocet mikroorganizmii (Zivych i mrtvych),

prerusovand — pocet zivych mikroorganizmiut (Kopecka a Rotkova, c2017).
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3 MOZNOSTI DETEKCE BIOFILMU

Biofilm pozitivni mikroorganizmy vytvaii na sledovanych materialech siln¢ adherujici
vrstvu. Schopnost vytvaret biofilm a stanovovat jeho mnozstvi mtizeme urcit fadou metod.
Ovsem nekteré jsou velmi ndrocné k provedeni a potiebuji specidlni vybaveni (Rulik et al.,
2011). Urceni mnozstvi biofilmu miize predstavovat problém i z divodu udrzeni kultivac-
nich podminek, protoZe i nepatrna zména kultivacnich podminek ovliviiuje vysledky méteni

(Freeman, Falkiner a Keane, 1989).

Pted hodnocenim biofilmu je nutné se zbavit planktonické faze promytim vzorku.
Promyvani je dilezitym krokem, protoze zabranuje ovliviiovani vysledki vlivem usazenych
planktonickych bunék (Gomez-Suarez, Busscher a van der Mei, 2001). AvSak pfi prud$im
promyvani mize dochdzet k uvoliiovani biofilmu az k faleSnym negativnim vysledkiim
(Busscher a van der Mei, 2006). Casto se biofilm hodnoti po obarveni barvivem napt. krys-
talovou violeti nebo safraninem (Ommen, Zobek a Meyer, 2017). Pied obarveni je vhodné
vzorek fixovat, aby nedochazelo k odlu¢ovéni biofilmu béhem barveni. Fixuje se usuSenim

¢1 chemicky napf. pomoci Bouinova roztoku, alkoholu ¢i acetonu (Baldasseri ef al., 1993).

3.1 Mikroskopické metody

Mikroskopické metody jsou vhodné predevsim k studiu struktury, tvorby a fyziologie
biofilmu. Svételnd mikroskopie je nejstar§si metoda sledovani biofilmu, kterou pouzival jiz
v 17. stoleti Anthony van Leuwenhoek pro sledovani zubniho plaku (Costerton, Stewart a
Greenberg, 1999). Pro lepsi sledovani se jednotlivé biofilmové struktury i druhy bakterii
odliSuji barvenim, napt. extracelularni matrix Ize barvit alcidnovou modii (Davies et al.,
1998). Tuto metodu nelze pouzit pro sledovani Sir§ich biofilmt (nad 5-10 pm) a biofilmt
na neprihlednych materidlech, avSak 1ze pouzit specialni mikroskopické metody. Biofilmy
na neprihlednych materidlech mizeme pozorovat v odrazeném svétle fluorescen¢niho mi-
kroskopu (epifluorescence) a Siroké biofilmy Ize sledovat napf. pomoci konfokalni skeno-

vaci laserové mikroskopie (CSLM) (Rulik et al., 2011).

Fluorescen¢ni mikroskopie t¢Z umoziuje sledovani biofilmu a jeho slozek pomoci bar-
veni fluorescen¢nimi barvivy. Pouzitim barviv 1ze posoudit 1 metabolickou aktivitu a Zivo-
taschopnost napf. rozdilnou fluorescenci akridinové oranze navdzané na DNA. Dal$im zpi-
sobem odliSeni Zivych bunék od mrtvych je pomoci napf. propidia jodidu, ktery nedokaze

projit neporuSenou cytoplazmatickou membranou, proto proniké jen do mrtvych bunék, kde
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se vaze na DNA (Williams et al., 1998). Propidium jodid je ¢ervené fluoreskujici nukleova
kyselina, ktera excituje pfi vinové délce 490 nm a jeho emise je 635 nm. Pro obarveni v§ech
bunék 1ze pouzit zelené fluoreskujici nukleovou kyselinu SYTO® 9, ktera excituje pii vl-
nové délce 480 nm a jeji emise je 500 nm. Pouzitim propidia jodidu spolu s SYTO® 9 sni-
zuje fluorescenci barviva SYTO® 9, ¢imz Ize odlisit Cervené fluoreskujici mrtvé bunky od
zelenych zivych bunék (Molecular Probes, Inc. LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viabi-
lity Kits, c2004).

3.2 Diagnostické pudy

Prikaz biofilmu lze provést na agaru s kongo Cerveni (CRA). Tato metoda sleduje
tvorbu extracelularniho polymerniho matrixu. Silnd produkce se projevi ristem such¢, ¢erné
kolonie; slabi producenti rostou v lesklych, pigmentovanych kolonii a biofilm negativni mi-
kroorganizmy v lesklych cervenych kolonii (Freeman, Falkiner a Keane, 1989). Jedna se
o orienta¢ni metodu, kterd je zatizena subjektivni chybou pfi posuzovani vzhledu kolonie a
vysledek ovliviiuje i koncentrace jednotlivych slozek agaru a Sarze kongo Cerveni (Rizicka
et al., 2004). Kvili tomu bylo vyvinuto n€kolik modifikaci CRA. Pro lepsi tvorbu extrace-
lularniho polymerniho matrixu se CRA obohacuje o sacharozu (Ferreira et al., 2014). Také
existuje modifikovany CRA (mCRA), ktery oproti CRA obsahuje jinou koncentraci kongo
cervené, sachar6zu nahrazuje glukéza a mozko-srdcovy agar (BHIA) je nahrazen krevni
agarovou bazi 2 (BAB-2) (Mariana et al., 2009). Byl vymyslen i vankomycinovy CRA
(CRAvc), jedna se o CRA obohaceny o sacharozu, glukozu, chlorid sodny (NaCl) a vanko-
mycin (Kaiser et al., 2013). Nizk4 koncentrace vankomycinu plisobi jako stresovy faktor
(Nunes et al., 2006), coz vede k vétsi produkei biofilmu (Cargill a Upton, 2009). SloZeni
jednotlivych CRA jsou uvedena v (Tab. 1).

Tab. 1. Slozeni diagnostického agaru s kongo cerveni.

Chemikalie CRA mCRA CRAvc
Kongo Cerven 0,8¢g 04¢g 0,8 ¢g
Sacharo6za 36g - 0g
Glukéza - 10g 20g
BHIA 52¢g - S2¢g
BAB-2 - 40¢g -
Destilované voda 1000 ml 1000 ml 1000 ml
NaCl - - 15¢g
Vankomycin - - 05¢g
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3.3 Spektrofotometrické metody

Hodnoceni obarveného ¢i neobarveného biofilmu pouhym okem je velice subjektivni,
proto se mnozstvi biofilmu hodnoti spektrofotometricky. Neobarvené preparaty Ize hodnotit
méfenim transmitace, ktera je zptisobena piitomnosti biofilmu a srovnat ji s kontrolnim vzor-

kem bez biofilmu (Tumbarello et al., 2007).

Castgji se hodnoti obarveny preparat, kdy se pfed méfenim barvivo z biofilmu vylu-
huje etanolem ¢i kyselinou octovou a poté se méfi intenzita zbarveni vyluhu (Stepano-
vi¢ et al., 2007). Hojné pouzivanou metodou zaloZenou na tomto principu je Christensenova
metoda v mikrotitraénich desti¢kach. Tato metoda je modifikaci Christensenovy zkumav-
koveé metody (CTT). Obé Christensenovy metody vyuzivaji k obarveni biofilmu krystalovou
violet’, avSak CTT slouzi pouze prokazani biofilm pozitivity, kde se pozitivni vysledek pro-
jevi fialovym obarvenim stén, které se sleduje pouhym okem. U Christensenovy metody
v mikrotitracni desti¢ce se obarveny povrch jamek vyluhuje etanolem a zbarveni, které od-
povida velikosti biofilmu a obarveného povrchu desticky, se hodnoti spektrofotometricky.
Vysledna velikost biofilmu se zisk4 odectenim absorbance referen¢ni jamky (bez mikroor-

ganizmu) od absorbance testované jamky (Christensen et al., 1985).

Spektrofotometricky lze sledovat mnoZstvi zivych bun€k v biofilmu na zaklad¢ jejich
metabolické aktivity. Casto se vyuziva schopnosti mikroorganizmii redukovat vhodny sub-
strat (Chandra et al., 2001). Na této schopnosti je zalozen MTT test, kde Zivé buniky redukuji
zluty 3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT) na fialovy formazan
(Obr. 4), ktery je ve vodé nerozpustny a zistava uvniti bunék ve formé granuli. Formazan
se nasledné rozpousti pomoci dimethylsulfoxidu (DMSO). Barva vyluhu je pfimo umérna
mnozstvi Zivych bunék a stanovuje se spektrofotometricky. Na redukci rozdilnych tetrazoli-
ovych soli napt. 2,3-bis[2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl]-2H-tetrazolium-5-karboxanilid
(XTT), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetra-
zolium (MTS) a 2-(4-jodfenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-tetrazolium
(WST- 1) jsou zalozeny i dalsi metody jako je XTT, MTS a WST-1 (Riss, 2018).
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Obr. 4. Mechanizmus MTT metody.

3.4 Molekularné genetické metody

Pro vznik biofilmu hraji dilezitou roli geny, které jsou potiebné pro adhezi ¢i se podileji
na tvorb¢ extracelularniho matrixu. Schopnost vytvaret biofilm mizeme prokézat na zakladé
ptitomnosti téchto genti pomoci PCR. Pfikladem téchto genti jsou geny ica operonu u stafy-
lokok, které jsou zodpoveédné za tvorbu extracelularniho polymerniho matrixu (Frebourg et
al., 2000). Ovsem né€které kmeny stafylokoku tvoti biofilm, pfestoze jim geny ica operonu
chybi (O’Gara, 2007). Lepsi metodou k prokdzani schopnosti biofilmu je reverzné-tran-
skripéni PCR s gelovou detekci ¢i real time PCR, kde velikost exprese daného genu je ptimo

umérnd mnozstvi vzniklého produktu (Handke et al., 2004).

U mnoha mikroorganizmi jsou molekularné genetické metody komplikovany velkym
mnozstvim gent, které se podileji na tvorbé biofilmu a urcit které geny z nich jsou klicové

je obtizné (Garcia-Sanchez et al., 2004).
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4 BIODEGRADABILNI POLYMERY

Pod oznacenim biodegradabilni polymery byly poprvé piivedeny na trh v 80. letech 20.
stoleti bézn¢ prodavané polyolefiny smichané se Skrobem ¢i jinymi organickymi aditivy.
Tyto aditiva dokazi mikroorganizmy metabolizovat a tim rozlozit polymer na malé frag-
menty polyolefint, avSak ho nedokazi zcela rozlozit. Na tuto skute¢nost upozornil v roce
1994 Narayan et al., coz vedlo k riznym definicim biodegradabilnich polymert a biodegra-
dace (Rudnik, c2008). Podle Mezinarodni organizace pro normalizaci (ISO) je biodegradace
degradace zpusobena biologickou aktivitou, piredevSim enzymy, vedouci ke zméné che-
mické struktury materialu (ISO 472:2013, 2013). Avsak mnoho definic se shoduje s Japon-
skou bioplastickou asociaci (JBPA) a tikd, ze biodegradabilni polymer je rozlozitelny po-
moci mikroorganizmii na oxid uhli¢ity ¢i metan a vodu (Rudnik, c2008). OvSem ISO se
s témito definicemi shoduje v pojmu biologické recyklace, coz definuje jako aerobni (kom-
postovani) ¢i anaerobni (traveni) zpracovani biodegradabilnich polymernich odpadt za fize-
nych podminek a pouZziti mikroorganizmii za vzniku stabilizovanych organickych zbytki,
oxidu uhlic¢itého a vody za pfitomnosti kysliku nebo za vzniku stabilizovanych organickych
zbytkd, oxidu uhli¢itého, metanu a vody v anaerobnich podminkach (ISO 472:2013, 2013).
Biodegradabilni polymery byvaji zafazovani do biopolymert spolu s nebiodegradabilnimi

polymery syntetizovanymi z ptirodnich zdroji (Biopolymers facts statistics 2018, 2018).

Dnes, s rostoucim negativnim pohledem na znec€isténi Zivotniho prostiedi polymery, na-
chazi biodegradabilni polymery stale vétsi uplatnéni predevsim v oblasti obalovych materi-
alu, zeméd¢lstvi a 1ékarstvi (Vroman a Tighzert, 2009). V roce 2017 ptredstavovala nejveétsi
produkci biopolymerti vyroba pevnych obali (51 %) a flexibilnich obalii (20 %), viz
(Obr. 5). Nejvétsim producentem je Asie, kterd v roce 2017 vyrobila 66,8 % z celkové pro-
dukce biopolymeri, druha byla Severni Amerika (12,3 %) a tieti Evropa (11,6 %) (Biopo-
lymers facts statistics 2018, 2018).
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Obr. 5. Celosvétova produkce biopolymeri pro jednotlivé aplikace v roce 2017 (* vietné
Jjidelniho servisu, ** vcetné netkanych textiliich a viaken, *** vcetné pouzdra) (Biopolymers

facts statistics 2018, 2018, upraveno).

4.1 Biodegradabilni druhy polymeri

Existuje mnoho druhli biodegradabilnich polymert, které jdou rozdélit podle zdroje
na pfirodni a syntetické. Do ptirodnich se fadi polymery Zivoc¢isného piivodu napf. kolagen,
chitin; bakteridlniho napt. polyhydoxyalkanoat, polyhydroxybutyrat a rostlinného napft. ce-
luléza, Skrob a lepek. Do synteticky vyrabénych biodegradabilnich polymera patii konven-
¢ni polymery obohacené o aditiva zpisobujici degradaci, kde jsou Casto pouzivanymi pii-
mesi prooxidaéni ptisady zpisobujici oxodegradaci (Vroman a Tighzert, 2009). Mezi syn-
tetické polymery patii polymery s hlavnimi fetézci podléhajicim hydrolyze napfi. nékteré po-
lyestery (polyglykolid, polylaktid, polybutylensukcinat), polyamidy, polyuretany a polya-
nhydridy. Déle se do syntetickych biodegradabilnich polymera zatazuji polymery s karbo-
novymi hlavnimi fetézci, které nemohou podléhat hydrolyze, ale vyzaduji oxidacni proces
pro biodegradaci napt. vinylové polymery. Biodegradabilni vinylové polymery vétSinou ob-
sahuji oxidovatelnou funk¢ni skupinu a ptidava se k nim katalyzator podporujici jejich oxi-
daci (Chandra a Rustgi, 1998). Biodegradabilni vinylovy polymer je polyvinylalkohol, ktery
je rozpustny ve vod¢, a proto miize byt snadno rozklddan mikroorganizmy (Watanabe et al.,

1976).
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4.1.1 Kyselina polymlééna (PLA)

Neboli polylaktid (Obr. 6) je hydrofobni polymer, protoze obsahuje metylové po-
stranni skupiny. M4 teplotu skelného ptechodu 63,8 °C, prodlouzeni pfi ptetrzeni je 30,7 %
a pevnost v tahu je 32,22 MPa (Briassoulis, 2004). Vznika polykondenzaci kyseliny mlécné
nebo polymerizaci cyklického dimeru kyseliny mlééné, nazyvanym laktid (Lopes, Jardini a
Filho, 2014). M4 Siroké vyuziti v potravinaistvi napt. vyroba obalovych materialti, jednora-
zového nadobi, nosic 1éCiv ve farmaceutickém pramyslu, Sici material k suturdm ran, vyroba

scaffoldli v tkanovém inzenyrstvi (Sin, Rahmat a Rahman, 2013).

O

Obr. 6. PLA.

4.1.2 Poly(butylen adipat-co-tereftalat) (PBAT)

Byl vyvinut v roce 1998 spole¢nosti BASF z Némecka pod obchodnim ndzvem Ecof-
lex®. PBAT (Obr. 7) je termoplasticky kopolymer zaloZeny na fosilnich produktech. Je vy-
roben z 1,4-butandiolu, kyseliny adipové a kyseliny tetraftalové. PouZiva se v potravinafi-
ském pramyslu, protoZze je zdravotné nezdvadny. Ma vyborné mechanické vlastnosti po-
dobné polyetylenu, je odolny proti roztrZeni, vlhkosti a je flexibilni (Rieger a Amann,
c2012). Jeho teplota tani je 117 °C, teplota krystalizace 81 °C a teplota skelného ptechodu
- 20 °C (Muthuraj, Misra a Mohanty, 2015).
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Obr. 7. PBAT.
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4.1.3 Polybutylen-sukcinat (PBS)

Jednd se o termoplasticky polyester, ktery vznika polykondenzaci kyseliny jantaro-
vé a 1,4-butandiolu (Puchalski., 2018). PBS (Obr. 8) byl poprvé syntetizovan v roce 1990
pod obchodnim ndzvem Bionolle® spolecnosti Showa High Polymer z Japonska. Jeho tep-
lota tani je od 90 °C do 120 °C, teplota skelného ptechodu od -45 °C do -10 °C. Prodlouzeni
pfi pretrzeni je 330 % a pevnost v tahu je 32,36 MPa (Vroman a Tighzert, 2009). Lze jej
vyuzit jako obalovy material potravin, v zemédé€lstvi na mulCovaci folie, kvétinaCe a dalsi

(Habib Ullah, Mahadi a Latef, 2015).

Obr. 8. PBS.

4.1.4 Polybutylen-sukcinat adipat (PBSA)

Jde o kopolyester, ktery vznik4 z kyseliny jantarové, kyseliny adipové a 1,4-butandiolu
(Ahn et al., 2001). Ziskava se kopolymeraci PBS s kyselinou adipovou (Vroman a Tighzert,
2009). Zavedenim adipatu do fetézce PBS se snizi pevnost v tahu a zvysi se prodlouzeni
(Tserki et al., 2006). Jeho teplota tani je 96 °C a teplota skelného piechodu je -45 °C (Xu a
Guo, 2010). PBSA (Obr. 9) je Iépe biologicky rozlozitelny neZ ostatni materialy kviili niZsi
krystalinité. PouZiva se na vyrobu folii pouZitelnych v zemé&délstvi, ndkupnich tasek a oba-

lovych materialti (Puchalski et al., 2018).

Obr. 9. PBSA.
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4.2 Riist biofilmu na polymernim materialu

Schopnost rastu biofilmu na materidlech se nazyva fouling a ovliviiuje jej fada mate-
ridlovych vlastnosti (Diirr a Thomasson, 2010). Pocatek tvorby biofilmu ovliviiuje hydro-
fobnost materialu, kterd podporuje adhezi hydrofobnich bunék (Cerca et al., 2005). Dilezi-
tym faktorem je i povrch materidlu. Drsné a porovité materidly pozitivné ptisobi na rist bi-
ofilmu, protoze poskytuji buitkam ochranu pti adhezi a riistu pied proudici okolni kapalinou.
(Rulik et al., 2011). Do polymernich materialti se casto pridavaji chemické piimési napf.
antioxidanty, maziva, stabilizatory, pigmenty, které zlepsuji vlastnosti materidlu (Brocca,
Arvin a Mosbak, 2002). Tyto piimési ovSiem mohou pronikat do okolniho prosttedi a po-
skytovat ziviny pro mikroorganizmy a tim i zvySovat tvorbu biofilmu na polymerech. Bylo
napiiklad prokazéano, ze ptimési fosforu zvySuji tvorbu biofilmu na polyvinylchloridu ve
vodach s nizkym obsahem fosforu (Lehtola, Miettinen a Martikainen, 2002).

Ptitomnost biofilmu mutze poskozovat polymer a muize vést k jeho biodegradaci
jsou Spatné rozpustné a nedokazi projit ptes bunénou sténu membranu, kde by byly enzy-
maticky degradovany. Na degradaci se podili i extracelularni enzymy, ov§em v mensi mifte.
Lépe podléhaji biodegradaci v ptirodé biologicky syntetizované polymery nez syntetické
(Gu, 2003). Pisobeni biofilmu pfedev§im na biodegradabilnich polymerti vede ke zméné
mechanickych vlastnosti napf. pevnosti v tahu. U nebiodegradabilnich polymert téméf ne-
dochazi ke zméné mechanickych vlastnosti, ale portustani jejich povrchu vede ke zvétSeni
jejich hmotnosti, coz u polyolefini, které diky své nizké hustoté¢ normalné plavou na vodé,
vede k potapéni materialu ke dnu ve vod¢. Proto je vic zneciSténo dno oceantll nez hladina,

ptestoze vétsina odpadii v oceanech tvoti polyolefiny (Pauli ef al., 2017).

PROCES| Fouling |Desradace Koroze Hydratace Zbarvovéni
vyluhovatelnych a penetrace
sloiel&,-, o

« Mikrobialni

Aditiva
Aditiva, monomery

- Zména
povrchovych
vlastnosti

- Kontaminace
média

- Kfehnuti
- Ztrata stability

- Kfehnuti
- Ztrata stability

- Barevna
zména vzhledu

VLIV

- Botnani

L cas e ——
L

Obr. 10. Mechanizmus biodegradace polymerii (Davis,2007; upraveno dle Flemming, 1998).
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II. PRAKTICKA CAST
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5 MATERIAL

5.1 Testované biodegradabilni polymery

Testovanym materidlem byly zvoleny biodegradabilni polymery poskytnuté prof. Mgr.
Markem Koutnym, Ph.D., které byly ve formé folii vzniklych lisovanim. Byla zvolena veli-
kost rameckt 125 x 125 mm. Lisovani probihalo po dobu 10 minut v ru¢nim lisu a nasledné
chlazeni v lisu s vodnim okruhem po dobu 5 minut pfi pokojové teploté. Pouzité materidly
a teploty lisovani jsou uvedeny v (Tab. 2). Polymery byly testovany spolu se sklem o pt-
vodni velikosti 24 x 32 x 0,15 mm (Hirschmann® Laborgerite GmbH & Co. KG, Eberstadt,
Némecko). Poté byly z folii a skla vyFiznuty étvercové vzorky o plose 25 mm?. Pied testo-
vanim byly vzorky zbaveny ptipadné nezadouci kontaminace pomoci namoceni do 96% eta-

nolu (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika) po dobu 20 minut.

Tab. 2. Teploty lisovani pro pouzity material.

Material Teplota lisovani (°C)
PLA (NatureWorks, Minnetonka, USA) 185
PBAT Ecoflex® (BASF, Ludwigshafen, Némecko) 180
PBS G4560 (IRe Chemical Ltd., Seoul, Jizni Korea) 170
PBSA (IRe Chemical Ltd., Seoul, Jizni Korea) 170

5.2 Testované bakterialni kultury

Byly pouzity bakteridlni kmeny ziskané izolaci z mléénych vyrobkii poskytnuté Vy-
zkumnym tstavem mlékarenskym z Prahy. JelikoZ se jednalo o neznamé bakterialni kmeny,
byla provedena identifikace pomoci sekvenace 16S rDNA a MALDI-TOF. U CRA metody
byl pro srovnani pouzit biofilm pozitivni kmen Escherichia coli CCM 3954 (EC) z Ceské
sbirky mikroorganizmti (CCM).

5.3 Pouzité kultivaéni média

5.3.1 Mozko-srdcova infuze

BHI (Himedia, Bombaj, Indie) byl pouZit u vS§ech metod testovani krom&€ mCRA a
byl téZ pouzit na kultivaci testovanych kment bakterii. Findlni pH BHI pfi 25 °C ¢&ini

7,4 £0,2. SloZeni tohoto bujénu je:
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Latka

Teleci mozek, infuzni forma
Hovézi srdce, infuzni forma
Proteosovy peptid

Dextréza

Chlorid sodny

Fosfore¢nan sodny

5.3.2 Krevni agarova baze 2

Mnozstvi (g/1)
200,00

250,00

10,00

2,00

5,00

2,50

BAB-2 (Himedia, Bombaj, Indie) bylo pouzito pouze na mCRA. Finalni pH BAB-2

pti 25 °C je 7,4 + 0,2. Slozeni tohoto agaru je:

Latka

Proteosovy peptid
Extrakt z jater
Vytazek z kvasnic
Chlorid sodny
Agar

5.3.3 Agarova baze Bacillus cereus

Mnozstvi (g/1)
15,00

2,50

5,00

5,00

15,00

K identifikaci kmentl Bacillus cereus byl pouZit selektivné diagnostickd ptida Agarova

baze Bacillus cereus (Himedia, Bombaj, Indie). Finalni pH tohoto agaru pii 25 °C je

7,2 = 0,2. SloZeni tohoto agaru je:

Latka

Pepton

Mannitol

Chlorid sodny

Siran hotecnaty
Fosforecnan sodny
Fosforecnan draselny
Pyruvét sodny
Bromthymolova modf

Agar

Mnozstvi (g/1)
1,00

10,00

2,00

0,10

2,50

0,25

10,00

0,12

15,00
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6 KULTIVACNI METODY

6.1 Identifikace testovanych bakterii

6.1.1 Fenotypové metody

Pted kazdym testovanim bylo provedeno pro zkontrolovani Cistoty bakterialni kul-
tury barveni dle Grama podle Grover-Lakomia a Fong, (c1999) a byl sledovan tvar a pii-

padna pfitomnost spor bakterii pomoci optického mikroskopu.

Také byla stanovena ristova kiivka, a tudiz posuzovan riist bakterii pomoci méteni
optické denzity po 30 minutdch pfistrojem Tecan Infinite® 200 PRO (Tecan, Ménnedorf,
Svycarsko). Kultivace probihala 24 hodin pii vinové délce 600 nm a teploté 30 °C. Pro otes-
tovani a identifikaci grampozitivni ty¢inky R25 byla pouzita selektivné diagnosticka ptida
(Agarova baze Bacillus cereus). Po 24 hodinach kultivace pii 30 °C byla posouzena barva

kolonii.

6.1.2 Sekvenace 16S rDNA

Byla provedena izolace DNA pomoci UltraClean™ Microbial DNA Isolation Kitu
(Elisabeth pharmacon, Brno, Ceska republika). Na za¢atku izolace bylo 1,8 ml bakterialni
kultury v 2ml mikrozkumavce centrifugovano pii 10 000 ot/min 30 sekund, nésledné byl
odstranén supernatant a kultura byla znovu centrifugovana. Poté byl vzorek rozsuspendovan
ve 300 pul rozbijeciho pufru (MicroBead Solution) a jemné zvortexovan a prenesen do roz-
bijeci mikrozkumavky (MicroBead tube), kde k nému bylo ptidano 50 pl roztoku MDI.
Vzorek byl zahtat na teplotu 65 °C po dobu 10 minut a nésledné vortexovan v horizontalni
poloze pfi maximalnich otackach po dobu 10 minut. Potom byl zcentrifugovéan 30 sekund
pfi 10 000 ot/min. Supernatant byl nasledné prenesen do €isté 2ml mikrozkumavky, kde
k nému bylo ptfidano 100 pl roztoku MD2 a zvortexovan 5 sekund. Déle byl vzorek inkubo-
van 5 minut pfi teploté 4 °C. Poté byl centrifugovan 1 minutu pii 10 000 ot/min. Veskery
supernatant byl pfenesen do €isté 2ml mikrozkumavky a bylo k nému ptidano 900 pl roztoku
MD3 a zvortexovan 5 sekund. Potom byl postupné prefiltrovan ptes kolonku pfendsenim po
700 ul ziskaného roztoku do kolonky a centrifugaci pti 10 000 ot/min 30 sekund a odstran¢-
nim ptefiltrovaného roztoku. Nésledné bylo do kolonky pfidano 300 pul roztoku MD4 a cen-

trifugovan 30 sekund pii 10 000 ot/min, poté odstranén prefiltrovany roztok a znovu centri-
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fugovéan 1 minutu pfi 10 000 ot/min. Potom byla pfenesena kolonka do nové 2ml mikrozku-
mavky, bylo ptidano 50 pl roztoku MDS5 do stiedu bilé membrany uvniti kolonky a centri-
fugovan 30 sekund pii 10 000 ot/min. Po centrifugaci byla odstranéna kolonka z mikrozku-
mavky. Takto vyizolovana DNA byla piipravena pro pomnozeni genu 16S rDNA pomoci

PCR.

Pro PCR byla ptipravena PCR smés obsahujici 7 ml PCR vody, 10 ml Master mixu
(GoTag® Hot Start Green MasterMix), 1ml primeru FD1 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA),
I ml primeru RD1 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) a 1 ml vyizolované DNA. Nasledn¢
probihala tzv. touchdown PCR podle programu v (Tab. 3) pomoci pfistroje Aeris™ Aeris
Thermal Cycler (ESCO, Singapur, Singapur). Pfi touchdown PCR probih4 annealing v prv-
nich cyklech pfi vyssi teploté, nez je idedlni pro annealing daného primeru, coz vede sice
k malému vytézku produktu, ale za to jsou tyto produkty specifické. Poté se annealing po-
stupné snizuje o 0,5 °C pti kazdém cyklu az na optimalni teplotu, pfi které mohou vznikat i
nespecifické produkty, protoze specifické produkty jsou jiz ve vzorku v nadbytku. Nasledné
byl PCR produkt purifikovan komerénim kitem a byl dvakrat pfipraven vzorek pro sekve-
nacni reakci vzdy s jednim primerem (RD1 nebo FD1) a zaslan do spole¢nosti SEQme s.r.0.,
kde probéhlo Sangerovo sekvenovani. Piipadné chyby sekvence v histogramu byly opra-
veny v programu DNA Baser Assembler (Heracle BioSofl S.R.L., Mioveni, Rumunsko).
Vysledna sekvence byla ptfikladana k sekvencim ulozenym v mezindrodni databazi U.S. Na-
tional Library of Medicine pomoci algoritmu BLAST®
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Tab. 3. Program PCR reakce.

Déj Teplota (°C) Cas (min) Pocet cykli
Pocatecni denaturace 94 2 1
Denaturace 94 0,5

Annealing 57 (-0,5 °C/cyklus) 0,5 10
Elongace 72 1,5

Denaturace 94 0,5

Annealing 52 0,5 25
Elongace 72 1,5

Zaveérecnd extenze 72 10 |
Konec reakce 4 do vytaZeni
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6.1.3 MALDI-TOF

Z 24hodinové kultury na BHI agaru (Himedia, Bombaj, Indie) byly sterilni klickou
odebrany kolonie, nasledné pieneseny do sterilni epenfdorfky a rosuspendovany ve 150 pl
sterilni destilované vody a 450 pl 96% etanolu (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika).
Takto pfipraveny vzorek byl zaslan do Slovenské poI'nohospodarské univerzity v Nitfe, kde
byla provedena hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF, kterou laskavé provedla a nasledné

z ni zpracovala data prof. Ing. Miroslava Ka¢aniova, PhD.

6.2 Stanoveni biofilm pozitivity bakterii

Vsechny kvantitativni testy (prikaz biofilmu v mikrotitra¢ni desti¢ce a MTT test) byly

provedeny ve tfech opakovanich pro dany kmen (i referenci) na daném materialu.

6.2.1 Prikaz tvorby biofilmu na agaru s kongo ¢erveni

Byly ptipraveny rizné typy CRA dle (Tab. 4) a nasledn€ na né byly rozoCkovany
testované kmeny bakterii. A potom byly kultivovany ve 30 °C a byla sledovana barva kolonii

v prub¢hu 7 dni.
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Tab. 4. Slozeni pripravenych agarii s kongo cerveni (S — sacharoza).

Chemikalie

CRA

CRA
3,6 % S

CRA
5%S

mCRA

CRAve

CRAbve

CRAbvc
2 % NaCl

Kongo cerven
(VLachema, Brno,
Ceskoslovensko)

0,06 g

Kongo Cerven
(Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA)

0,04 g

0,02 ¢g

0,04 g

0,04 g

Sachar6za
(Lach-Ner,
Neratovice,
Ceska republika)

25¢g

25¢g

25¢g

D-glukoéza
(Penta, Praha,
Ceska republika)

lg

lg

lg

BHI
(Himedia,
Bombaj, Indie)

1,85 ¢

1,85¢

1,85¢

1,85¢

1,85¢

1,85¢

BAB-2
(Himedia,
Bombaj, Indie)

Agar, Typ 1
(Himedia,
Bombaj, Indie)

0,75 g

0,75 g

0,75 g

0,75 g

0,75 g

0,75 g

Destilovana voda

50 ml

50 ml

50 ml

50 ml

50 ml

50 ml

NaCl

(Lachema,
Neratovice,
Ceska republika)

0,75 g

0,75 g

Edicin® 0,5 g —
Vankomycin
(Sandoz, Praha
Ceska republika)

0,025 g

6.2.2 Opticka mikroskopie

Testovany material byl vlozen do sterilni zkumavky s 4 500 pul BHI bujonu (Himedia,

Bombaj, Indie) a zaoCkovan 50 pl suspenze 24hodinové bakteridlni kultury a sterilniho fy-

ziologického roztoku o koncentraci 1 stupn€ McFarland. Po 24 hodinach kultivace pii 30 °C

a promichavani na tfepacce byl material disledné oplachnut vodou, aby se odstranila pfi-

chycend planktonicka forma riistu. Nasledné byl zafixovan 200 pl 96% etanolu (Lach-Ner,

Neratovice, Ceska republika) po dobu 20 minut. Potom byl etanol nahrazen 200 pl krysta-
lové violeti (Penta, Praha, Ceska republika), ktery se nechal piisobit 20 minut. Nasledné byl

material oplachnout vodou a mikroskopovan pod imerzi.
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6.2.3 Fluorescen¢ni mikroskopie

Zacatek prubéhu fluorescencni mikroskopie byl jako u optické metody (viz kapitola
6.2.2). Po 24 a 120 hodinach kultivace pii 30 °C a promichavani na tiepacce byly roztoky
odsaty ze zkumavek a material byl disledné oplachnut vodou, aby se odstranila planktonicka
forma ristu. Vzorky poté byly nasazeny do roztoku obsahujiciho 1 ml destilované vody, 1,5
pl komponentu A obsahujiciho 1,67 mM SYTO® 9 a 1,67 mM propidium jodidu v DMSO
rozpoustédle (Invitrogen™, Carlsbad, Kalifornie) a 1,5 pul komponentu B obsahujiciho 1,67
mM SYTO® 9 a 18,3 mM propidium jodidu v DMSO rozpoustédle (Invitrogen™, Carlsbad,
Kalifornie) na nékolik sekund. Kratk4a doba barveni byla zvolena z diivodu velké barvitel-
nosti samotnych polymert. Nasledné byly vzorky pozorovany fluorescenénim mikrosko-

pem.

6.2.4 Prikaz tvorby biofilmu na mikrotitraéni desti¢ce

Prabéh prikazu tvorby biofilmu na mikrotitraéni desti¢ce probihal stejné jako u mi-
kroskopické metody (viz kapitola 6.2.2). Obarveny vzorek byl vlozen do zkumavky s 200 pl
96% etanolu (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika), ktery rozpustil navazané barvivo.
Dale bylo pteneseno po 100 pl vyluhu do jednotlivych jamek mikrotitracni desticky a na-
sledné byla zmétena absorbance pfi vinové délce 577 nm s pouZzitim pfistroje Tecan Infi-
nite® 200 PRO (Tecan, Minnedorf, Svycarsko). Tato vinova délka byla zvolena z maxima
kiivky zavislosti absorbance na vinové délce (Obr. 11). Vysledna tvorba biofilmu byla vy-
hodnocena do 3 kategorii (netvofici biofilm, se slabou tvorbou biofilmu a se silnou tvorbou
biofilmu). Netvofici biofilm mély primérnou hodnotu absorbance mensi nez hrani¢ni hod-
nota, coz byla primérna hodnota referen¢ni hodnoty, tj. bez zao€kovani mikroorganizmem
spolu se ttemi smérodatnymi odchylkami. Hrani¢ni hodnota byla zvolena na zéklad¢ nor-
malniho (Gaussova) rozdéleni, tj. primér spolu se 3 smérodatnymi odchylkami pokryji
témer vSechny pravdépodobné mozné hodnoty (99,7 %) (Meloun a Militky, 2012). Sla-
batvorba biofilmu byla do dvojnasobku hrani¢ni hodnoty a nad touto hodnotou byly kmeny

posouzeny jako tvoftici silny biofilm.
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Obr. 11. Zavislost absorbance na vinové délce pro krystalovou violet.

6.2.5 MTT test

Ptiprava vzorku probihala stejn¢ jako u optické metody (viz kalitola 6.2.2.). MTT prasek
(Serva, Heidelberg, Némecko) byl rozpustén v ultra €isté vod€ na koncentraci 5 mg/ml.
Opléachnuty material byl vloZen do jednotlivych jamek mikrotitrani desti¢ky spolu se 180
pl BHI bujonu (Himedia, Bombaj, Indie) a byl pfidan MTT roztok. Vysledna koncentrace
MTT byla 0,5 mg/ml. Po 4 hodinach ptisobeni MTT pii 30 °C a promichavani na tfepacce
byl roztok odsat a nahrazen 200 pul DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), ktery rozpustil
vznikly formazan. Nasledné bylo odebrano 100 ul roztoku formazanu do jednotlivych jamek
mikrotitracni desticky a byla zmétena absorbance pfi vinové délce 690 nm a odecteno pozadi
pfi 570 nm s pouzitim pfistroje Tecan Infinite® 200 PRO (Tecan, Ménnedorf, Svycarsko).
Hodnoceni probihalo u této metody stejné€ jako u prikazu tvorby biofilmu na mikrotitra¢ni

desticce (viz kapitola 6.2.4.).

6.3 Vliv kultivacnich podminek na tvorbu biofilmu

V tomto experimentu byl sledovan vliv sacharidii na rist testovanych bakteridlnich

kment a jejich produkci biofilmu. Tento parametr byl zvolen na zakladé¢ modifikaci CRA.
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Byly pfipraveny tfi druhy BHI bujonti (Himedia, Bombaj, Indie) obohacenych o sa-
charidy. Prvni obsahoval 3,6 % sachar6zy (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika), druhy
5 % sacharozy (Lach-Ner, Neratovice, Ceské republika) a téeti 5 % sachardzy (Lach-Ner,
Neratovice, Ceska republika) a 1 % glukozy (Penta, Praha, Ceska republika). Z 24hodinové
agarové bakteridlni kultury byly pfipraveny roztoky o koncentraci 1 stupné¢ McFarland ve
sterilnim fyziologickém roztoku. Nésledné bylo v mikrotitracni desticce smichédno 200 pl
sterilnich obohacenych BHI bujonti o sacharidy a 5 pl bakterialnich suspenzi. Rust bakterii
byl sledovan a srovnavan s riistem bakterii v neobohaceném BHI bujonu (Himedia, Bombaj,
Indie) pomoci piistroje Tecan Infinite® 200 PRO (Tecan, Mannedorf, Svycarsko). Biofilm
byl méfen v intervalech 30 minut, 24 hodin pii 600 nm a 30 °C. Poté byla odstranéna plank-
tonickd forma riistu diislednym proplachem jamek vodou a byl proveden prikaz tvorby bio-
filmu na mikrotitra¢ni desti¢ce krystalovou violeti (Penta, Praha, Ceské republika) (viz ka-

pitola 5.2.4).
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Identifikace bakterii

Identifikace je proces dokazovani, ze novy izolat patii k jednomu jiz ustanovenému a
pojmenovanému taxonu. Zakladni podminkou identifikace je prace s Cistou kulturou. Bak-
terialni identifikace je dnes zalozen na polyfazové taxonomii, coZ znamena kombinaci vy-
sledkt fenotypovych a genotypovych metod. Metody studujici fenotyp zahrnuji napt. Gra-
movo barveni a selektivné diagnostické pidy, kdezto metody studujici genotyp zahrnuji

zejména analyzu DNA napf. sekvenace 16S rDNA, PCR, ribotypizace (Sedlacak, 2007).

7.1.1 Fenotypové metody

Bylo provedeno barveni dle Grama a bylo zjisténo, ze kmeny R23, R25 a R34 jsou
grampozitivni tyCinky tvoii spory a R39, GK CIP 1/1 a GK CIP 5/1 jsou gramnegativni
tyCinky.

Byl sledovan rust jednotlivych bakteridlnich kment pomoci méfeni optické denzity
(Obr. 12). Sledovanim ristu miizeme posuzovat vitalitu a jedine¢né rastové chovani bakte-
riarnich kment. Lag faze u vSech kmenil trvala do 3 hodin od zacatku kultivace. Nasledna
faze zrychleného ristu u kmene R23, R24 a R34 trvala do 4 hodin, u kmene R39 do 3,5
hodiny, u kmene GK CIP 1/1 do 6,5 hodiny a GK CIP 5/1 do 5 hodin. Poté probihala log
faze, kterd u R23, R34 a GK CIP 5/1 probihala do 9 hodin, u R25 do 8 hodin, u GK CIP 1/1
do 10 hodin a u R39 do 14 hodin. Déle nastala fdze zpomaleného rlstu, kterd byla u R23 a
R34 do 10 hodin kultivace, u R25 do 11 hodin kultivace, u R39 do 15 hodin kultivace a u
kmenti GK CIP 1/1 a GK CIP 5/1 viibec nenastala. Nakonec nastala fdze stacionarni a odumi-

rani.
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Obr. 12. Rustova krivka testovanych bakterialnich kmenai.
Kmen R25 byl zo¢kovan na selektivné diagnostickou pidu Agarova baze Bacillus
cereus apo 24 hodinach kultivace pti 30 °C doslo k zezelenani pouze okoli kolonii (Obr. 13).

Tato barevna zména potvrdila, ze kmen R25 neni bakterie Bacillus cereus.

Obr. 13. Riist R25 na Agarové bazi Bacillus cereus.

7.1.2 Sekvenace 16S rDNA

Byla provedena sekvenace genu 16S rDNA u vsech Sesti studovanych izolatd. Vy-
sledky byly porovnany s datab4zi National Library of Medicine pomoci algoritmu BLAST®.
Nejvyssi dosazené shody jsou uvedeny v tabulce (Tab. 5). U izolatu R39 je shoda pouze 95
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%, coz muze nazancit, ze testovana sekvence nebyla dostatecné kvalitni ¢i se jedné o aty-

picky kmen.

Tab. 5. Identifikace pomoci 16S rDNA - nejvyssi dosazené shody castecnych sekvenact stu-

dovanych kmenit s databazi.

Kmen Identifikovany kmen Shoda
(%0)
R23 Bacillus tequilensis APBSMLB99 100
R25 Bacillus subtilis LR2ZFG15 100
R34 Bacillus pumilus SJSIS9, VITAPRRKSMG- 99
R39 Acinetobacter Iwoffii S001 95
GK CIP 1/1 | Stenotrophomonas maltophilia R2-114 99
GK CIP 5/1 | Stenotrophomonas maltophilia MSL 3045 100

7.1.3 MALDI-TOF

Testované bakterie byly identifikovany pomoci MALDI-TOF. Jejich nejvétsi dosa-
zené skore je uvedeno v (Tab. 6). Kmeny R23, R25, R34 a R39 dosahly skore mensi nez
1,699, coz znaci nespolehlivou identifikaci. Kmen GK CIP 1/1 dosahl vysokého skore, proto
je vysoce pravdépodobné, Ze byl spravné identifikovan druh. Kmen GK CIP 5/1 mé¢l o trochu

mensi skore, proto doslo k identifikaci rodu a mozné i druhu.

Tab. 6. Nejvyssi dosazend skore u identifikace pomoci MALDI-TOF.

Kmen Identifikovany kmen Skore
R23 Bacillus mojavensis DSM 9205T DSM 1,432
R25 Bacillus subtilis ssp subtilis DSM 10T DSM 1,531
R34 Bacillus pumilus IAM 12050 PAH 1,490
R39 Acinetobacter Iwoffii V506 MCRF 1,460
GK CIP 1/1 | Stenotrophomonas maltophilia DSM 50170T BRB 2,437
GK CIP 5/1 | Stenotrophomonas maltophilia (PX) 23086229 MLD | 2,280

7.1.4 Diskuze

Byla provedena identifikace pomoci fetotypu, genotypu 16S rDNA a MALDI-TOF.
PrestoZe nebylo dosazeno vysokych skor u MALDI-TOF Ize srovnanim vysledkl ze vSech
metod identifikace urcit bakterialni druh, ale nelze urcit bakterialni kmen. U vétSiny kmentl,

kromé R23, doslo ke shodé€ druhu mezi sekvenaci 16S rDNA a MALDI-TOF. Tyto vysledky
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potvrdilo i Gramovo barveni a tvar bakteridlnich bun¢k. Na zakladé¢ téchto vysledkl byl
identifikovan na Grovni druhu R25 jako Bacillus subtilis, R34 jako Bacillus pumilus, R39
jako Acinetobacter Iwoffii, GK CIP 1/1 jako Stenotrophomonas maltophilia a GK CIP 5/1
jako Stenotrophomonas maltophilia. U R23 nedoslo ke shod¢ mezi sekvenaci a MALDI-
TOF, proto lze urcit pouze rod. R23 je tedy Bacillus spp. GK CIP 1/1 a GK CIP 5/1 byly
identifikovany jako stejny druh, ale vzhledem k rozdilnym identifikovanym kmeniim
v MALDI-TOF, kde dosahly vysokého skore, a nasledné 1 rozdilnych vysledkli ve tvorbé

biofilmu, je pravdépodobné, Ze jsou to rozdilné bakteridlni kmeny.

7.2 Stanoveni biofilm pozitivity bakterii

K stanovni biofilm pozityvity bakterii byly zvoleny kvalitativni metody (CRA, opticka
mikroskopie a fluorescenéni mikroskopie) i kvatnitativni metody (priikaz biofilmu v mikro-

titra¢ni desti¢ce a MTT test).

7.2.1 Priikaz tvorby biofilmu na agaru s kongo ¢erveni

Byl proveden priikaz tvorby biofilmu na agaru s kongo ¢erveni sledovanim barvy ko-
lonii v pribéhu sedmi dni. Prvnim pouZzitym typem agaru byl CRA, u kterého byla pouZita
kongo &erveii po expiraci (Lachema, Brno, Ceskoslovensko). U tohoto typu nedoslo ke
ztmavnuti zadné bakterialni kolonie (Obr. 14), coz bylo nejspis zpisobeno staiim kongo
cervené. Vysledek byva totiz Casto ovlivnén i Sarzi kongo cervené (Ruzicka et al., 2004).
Proto byla potizena novéa kongo cerven (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) a byly vyhledany

modifikace této metody

Obr. 14. Rust kolonii na CRA po 72 hodinach kultivace pri 30 °C (1/1 — GK CIP 1/1,

5/1 — GK CIP 5/1 a E.C — Escherichia coli CCM 3954).

U F ol o
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Prvnimi modifikacemi byly agary obohacené o 3,6 % a 5 % sachardzy (Obr. 15). K ba-
revné zmén¢ doslo u vSech testovanych kmenii kromé Escherichie coli CCM 3954. Zbarvené
kolonie nemély konstantni tmavé zbarveni, ale mély cern¢ zbarvené granule uvniti kolonii.
Ovsem u téchto agarti dochazelo casem k vznikani ¢ernych granuli 1 na sterilnich ptidach. Je
proto zajimavé, ze na zao¢kovanych kulturach vznikaly granule pouze uvnitf kolonii. Divo-
dem tohoto jevu muize byt metabolicka aktivita bakterii. Tato aktivita zplisobuje odebirani

sacharidt z pidy a tim padem C€ernani jen uvnitt kolonii. Rozdil mezi CRA obohacenym

3,6 % sachardzy a 5 % nebyl nikterak patrny.
=

Obr. 15. Riist bakterii na CRA s 3,6 % sacharozy (vrchni) a 5 % sachardzy (spodni) po 72
hodindch kultivace ve 30 °C.
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Dalsi modifikaci byla mCRA (Obr. 16). Tento agar obsahuje mensi mnozstvi kongo
cervene a jiny zaklad (BAB-2). U tohoto typu agaru nedoslo k ztmavnuti kolonie u Zzddného

pozorovaného bakterialniho kmene.

Obr. 16. Rust bakterii na mCRA po 72 hodinach kultivace pri 30 °C.
Naslednou modifikaci byl CRAvc. Jelikoz tento agar obsahuje vankomycin, coz je

antibiotikum pusobici na grampozitivni bakterie (Geraci, 1977), nedoslo k rastu kolonii
grampozitivnich kment bakterii (Bacillus spp. (R23), Bacillus subtilis (R25), Bacillus pu-
milus (R34)). Gramnegativni bakterie na tomto agaru rostly a ke ztmavnuti kolonie doslo jen
u Escherichie coli CCM 3954. Protoze nedochazelo k ristu grampozitivnich bakterii, byl
tento agar vyhotoven bez vankomycinu (CRAbvc). U CRAbvce (Obr. 17) doslo k vyraznému
z¢ernani kolonie Escherichie coli CCM 3954. U bakterii Bacillus spp. (R23), Bacillus sub-
tilis (R25), Bacillus pumilus (R34) a Acinetobacter Iwoffii (R39) doslo k jemnému ztmavnuti
a u Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 1/1) a Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP

5/1) nedoslo ke ztmavnuti.

Obr. 17. Rust bakterii na CRAbvc po 96 hodinach kultivace pri 30 °C.
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Protoze u CRAvc a CRAbvc dochézelo ke ztmavnuti celych kolonii oproti CRA obo-
hacenych o sachardzu a nedochézelo k zCerndvani sterilnich pad, 1ze tuto zménu ptisuzovat
obsahu NaCl v CRAvc a CRAbvc. NaCl miize ptisobit jako konzervant, ktery zabranuje Cer-
nani sterilnich pud. Proto byla snaha zjistit vliv NaCl na rtst bakterii na agarech z kongo
¢erveni. Byla pfipravena puda (CRAbvc 2 % NaCl) obsahujici vétsi mnozstvi NaCl, tj. 2 %
NaCl oproti CRAbvc obsahujciho 1,5 % NaCl, a byl zde dale sledovan rtst bakterii. U
CRAbvc 2 % NaCl (Obr. 18) doslo k méné intenzivnimu z€ernani Escherichie coli CCM
3954 oproti u CRAbve. U CRAbvc 2 % NaCl bylo jesté pozorovano jemné ztmavnuti jen u
vek NaCl, oproti doporuceni Kaiser ef al. (2013) ma negativni vliv na ztmavnuti kolonii, tj.

na prikaz jejich biofilm pozitivity.

: A

Obr. 18. Rust bakterii na CRAbve 2 % NaCl po 72 hodindch kultivace pri 30 °C.

Pti srovnani vSech testovanych pud je patrné, Ze nejlepsi vysledky byly u CRAbvec,
kde byla barevna zména u péti ze sedmi testovanych kment.. Touto metodou se povedlo
dokazat biofilm pozitivitu u vSech zkoumanych kmenti bakterii alesponi na jednom typu
agaru. OvSem biofilm pozitivita u kmenti Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 1/1) a
Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 5/1) je touto metodou diskutabilni, vzhledem
k pouhé tvorbé Cernych granuli uvniti kolonii. U vétSiny typil piid dochazelo k barevnym
zméndm az po 72 hodinach kultivace pii 30 °C a v prubéhu delsi kultivace se zbarveni témér

nemeénilo.
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7.2.2 Opticka mikroskopie

Bylo provedeno sledovani obarvenych vzorki krystalovou violeti pomoci optického
mikroskopu pii 1 000x zvétSeni pod imerznim olejem. Pro vétSinu testovanych vzorkl
(PBAT, PBS a PBSA) tato metoda nebyla moc vhodna, protoze dochazelo k obarvovani ce-
1ého povrchu polymeru, a proto byly piipadné bakterie adherované na povrchu $patné€ pozo-
rovatelné. DalSim nedostatkem této metody bylo, ze namoceni vzorkl pted kultivaci do
96% etanolu pouze usmrtilo piipadnou bakteridlni kontaminaci, ale neodstranilo odumfelé
bakterialni buiiky, coz vedlo k nemoznosti odlisit adherované buiky z kultivace od konta-

minovanych pii pozorovani vzorku.

U kment Bacillus spp. (R23), Bacillus subtilis (R25), Bacillus pumilus (R34) a Acine-
tobacter Iwoffii (R39) (Obr. 19 A, B, C, D) byly vyskyt adherovanych bunék sporadicky.
Nejveétsi vyskyt aherovanych bun&€k mél kmen Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 1/1)
(Obr. 19 E) a 0 néco mensi vyskyt mél kmen Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 5/1)
(Obr. 19 F). Pti porovnani mnozstvi adherovanych bakteridlnich bun¢k na jednotlivych ma-
terialech dochézelo k nejvétSimu ulpivani bun¢k na PBS a PBAT. U PBSA nebylo mozné
(kromé¢ Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 1/1), Stenotrophomonas maltophilia (GK
CIP 5/1) a Acinetobacter Iwoffii (R39)) nalézt adherované bunky kviili silné intenzité obar-
veni povrchu vzorku. Pfichycené bunky byly nejlépe pozorovany na PLA a sklu (Obr. 19 A,
B), protoze tyto vzorky nemély tak velkou tendenci se obarvovat. OvSem vyskyt bun¢k u

PLA byl niZ$i a u skla byl nejniz8i v porovnani s ostatnimi vzorky.

Pomoci barveni krystalovou violeti a optické mikroskopie bylo mozné pozorovat i ori-
gindlni povrch jednotlivych polymerti. Povrch PLA (Obr. 19 A) ma na sobé dlouhé, uzké
pukliny, PBAT (Obr. 19 C, F) mé nepravidelné jemné zdrsnély povrch. U PBS (Obr. 19 D)
se zd4, ze ma téméf hladky povrch, ovSem u PBS dochazelo k obarvovani uzké husté site,
coz miliZze naznacovat, Ze je povrch jemné hrbolaty. U PBSA (Obr. 19 E) bylo moZzné sledo-
vat, ze na jeho povrchu jsou odlouc¢ené Supinky. Toto odlucovéni bylo 1 pozorovatelné pii

namaceni PBSA do 96% etanolu (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika).
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A: R23 PLA B: R25 SKLO

C: R34 PBAT

E: GK CIP 1/1 PBSA F: GK CIP 5/1 PBAT

Obr. 19. Obarvené testované kmeny bakterii krystalovou violeti na sledovanych materidlech
(A — kmen R23 na PLA, B — kmen R25 na skle, C — kmen R34 na PBAT, D — kmen R39 na
PBS, E — kmen GK CIP 1/1 na PBSA, F — kmen GK CIP 5/1 na PBAT.
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7.2.3 Fluorescen¢ni mikroskopie

Pomoci fluorescencni mikroskopie byly pozorovany pouze kmeny Stenotrophomonas
maltophilia (GK CIP 1/1). Tyto kmeny byly zvoleny kvtili nejvétsi tvorbé biofilmu na povr-
Sich vzorku pti optické mikroskopii. Diky této metod¢ byla sledovana zivotaschopnost bak-
terialnich biofilmi po 24 hodinach kultivace pti 30 °C a také pétidenni kultivaci pti 30 °C.
Bylo zjisténo Ze je tato metoda velice citliva k obarvovani povrchi testovanych polymerd,
piredevsim PBAT, PBS a PBSA. Proto byla zvolena krats$i doba barveni, nez uvadi vyrobce.
Tento problém byl zna¢ny predevsim u barveni zivych bakterii pomoci barviva SYTO® 9
po 5 dnech kultivace, coz u n€kterych vzori az znemoznovalo urcit, zda je v biofilu tak velky

pocet zivych bungk, ¢i je to jen obarveny polymer.

Na PLA (Obr. 20) bakterie dobie adherovaly. Po 24 hodinach kultivace byl pocet Zi-
vych a mrtvych bakterii srovnatelny, ale po 5 dnech kultivace pfevazovaly Zivé bakterie a

bylo mozné pozorovat mensi biofilmové shluky.

24 hodin

Obr. 20. Obarvené bakterialni buniky GK CIP 1/1 fluorescencnim barvivem (zelené — Zive,
cervené — mrtvé) na PLA po 24 hodindch a 5 dnech kultivace.

Na PBAT (Obr. 21) po 24 hodinach kultivace se na povrchu vyskytovaly prevazné
mrtvé buniky a vyskyt Zivych bun¢k byl velmi maly. Po 5 dnech kultivace dochazelo k sil-
nému obarvovani povrchu barvivem SYTO® 9, coz mohlo byt zpiisobeno velkym poctem

zivych bungk ¢i silnym obarveni polymeru.
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24 hodin

Obr. 21. Obarvené bakterialni bunky GK CIP 1/1 fluorescencnim barvivem (zelené — Ziveé,
cervené — mrtveé) na PBAT po 24 hodinach a 5 dnech kultivace.

U PBS (Obr. 22) byl silny vyskyt Zivych i mrtvych bakterii po 24 hodinach kultivace

a po 5 dnech kultivace opét dochézelo k silnému obarvovéni barvivem SYTO® 9.

Obr. 22. Obarvené bakterialni bunky GK CIP 1/1 fluorescencnim barvivem (zelené — Zive,

cervené — mrtvé) na PBS po 24 hodinach a 5 dnech kultivace.
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Na PBSA (Obr. 23) po 24hodinové kultivaci bylo mozné sledovat vétsi adherovani
bunck na mista odloupnutych Supinek povrchu, coz potvrdilo teorii, ze biofilm se 1épe tvori
na mistech s drsnym povrchem (Rulik ez al., 2011). Biofilm po 24 hodinach kultiva tvofi
z cca 90 % zivé bakterie. Po 5 dnech kultivace nastal stejny problém jako u PBS a PBAT.

Obr. 23. Obarvené bakterialni bunky GK CIP 1/1 fluorescencnim barvivem (zelené — Zivé,
cervené — mrtvé) na PBSA po 24 hodinach a 5 dnech kultivace.

Adherovani bakterii na sklu (Obr. 24) po 24 hodinéach kultivace bylo vysoké. Vyskyt
zivych bun€k byl o 50 % vyssi nez mrtvych a po 5 dnech kultivace bylo mozné sledovat

vetsi biofilmové shluky zaplnujici 30 % plochy, ale vzrostl 1000x vyskyt mrtvych bunék.

Obr. 24. Obarvené bakterialni bunky GK CIP 1/1 fluorescencnim barvivem (zelené — zive,

Cervené — mrtvé) na sklu po 24 hodinach a 5 dnech kultivace.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

7.2.4 Priikaz tvorby biofilmu na mikrotitraéni desticce

Bylo sledovano mnozstvi biofilmu na materidlu pomoci barveni krystalovou violeti
anaslednym méteni absorbance vyluhu krystalové violeti v 96% etanolu. Zde nastaval stejny
zalezitost jako u optické metody a to, Ze se povrch polymerniho materidlu PBSA silné obar-
voval krystalovou violeti a nabylo mozné rozlisit sledovani biofilmu testovanych kmeni od

ptipadnych mrtvych bunék kontaminantu.

Tab. 7. Hranicni hodnoty pro pritkaz tvorby biofilmu na mikrotitracni desticce.

Material Biofilm negativni Slaby biofilm Silny biofilm
PLA <0,0670 0,0670-0,1341 >0,1341
PBAT <0,86 0,86-1,72 >1,72
PBS <0,1035 0,1035-0,2070 >0,2070
PBSA <3,3 3,3-6,5 >6,5

sklo <0,0670 0,0670-0,1332 >0,1332

Vyluh z ptipadného biofilmu na PLA bez zaockovani n¢kterého kmene (referencni)
m¢l absorbanci (0,060 7 £ 0,001 6). U zaockovanych PLA kmenem Bacillus spp. (R23)
absorbance ¢inila (0,066 + 0,012), u Bacillus subtilis (R25) (0,108 + 0,012), u Bacillus pu-
milus (R34) (0,061 £ 0,005), u Acinetobacter Iwoffii (R39) (0,12 £ 0,02), u Stenotrophomo-
nas maltophilia (GK CIP 1/1) (0,08 £ 0,01) a u Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 5/1)
(0,082 1 + 0,000 2). Podle smérodatné odchylky u referen¢niho vzorku a naslednému vypo-
¢tu hrani¢nich hodnot (Tab. 7) byly stanoveny kmeny Bacillus spp. (R23), Bacillus pumilus
(R34) na PLA jako netvofici biofilm a zbytek testovanych kment na PLA jako slab¢ tvofici
biofilm.

Referenc¢ni vyluh z PBAT mél absorbanci (0, 47 + 0,09). U zo¢kovanych PBAT kme-
nem Bacillus spp. (R23) absorbance byla (0,89 £+ 0,11), u Bacillus subtilis (R25) (1,30 +
0,02), u Bacillus pumilus (R34) (0,47 + 0,04), u Acinetobacter Iwoffii (R39) (0,51 = 0,03), u
Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 1/1) (0,84 + 0,05) a u Stenotrophomonas maltophi-
lia (GK CIP 5/1) (0,955 + 0,004). Opét ptfi porovnani s hrani¢ni hodnotou (Tab. 7) byly
kmeny Bacillus pumilus (R34), Acinetobacter Iwoffii (R39) a Stenotrophomonas maltophilia
(GK CIP 1/1) posouzeny na PBAT jako biofilm netvoftici, Bacillus spp. (R23), Bacillus sub-
tilis (R25) a GL CIP 5/1 na PBAT tvorici slaby biofilm.
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U materialu PBS mél referencni vyluh absorbanci (0,101 2 £ 0,000 6). Vyluh se za-
oc¢kovanym kmenem Bacillus spp. (R23) na PBS mél absorbanci (0,33 £ 0,06), Bacillus
subtilis (R25) (0,117 £ 0,014), Bacillus pumilus (R34) (0,14 £ 0,03), Acinetobacter Iwoffii
(R39) (0,090 = 0,009), Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 1/1) (0,140 £+ 0,002) a Ste-
notrophomonas maltophilia (GK CIP 5/1) (0,121 £ 0,017). Pti porovnani s hrani¢ni hodno-
tou (Tab. 7) tvofi vSechny testované kmeny kromé& Bacillus spp. (R23) a Acinetobacter
Iwoffii (R39) na PBS slaby biofilm. Bacillus spp. (R23) tvoii silny biofilm a Acinetobacter
Iwoffii (R39) na PBS netvofti biofilm.

Referencni absorbance vyluhu u PBSA ¢inila (2,0 + 0,3). U vyluht se vzorki zao¢-
kovanymi kmeny Bacillus spp. (R23), Bacillus subtilis (R25), Stenotrophomonas maltophi-
lia (GK CIP 1/1) a Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 5/1) byla absorbance vétsi nez
mozno piistrojem méfitelnd, tj. veétsi nez 4, protoze hranice pro slaby biofilm byla téz nad
tuto hodnotou nelze kmeny posoudit. U vyluhu kmene Bacillus pumilus (R34) byla absor-
bance (2,7 £ 0,3) a u Acinetobacter Iwoffii (R39) (3,6 £ 0,2). Podle porovnani s hrani¢nimi
hodnotami (Tab. 7), Bacillus pumilus (R34) netvofila na PBSA biofilm a Acinetobacter
Iwolffii (R39) tvotila slaby biofilm.

Referen¢ni hodnota absorbance vyluhu u skla byla (0,054 + 0,003). U vyluhu ze za-
ockovaného vzorku skla kmenem Bacillus spp. (R23) byla absorbance (0,23 + 0,05), u Ba-
cillus subtilis (R25) (0,32 + 0,03), u Bacillus pumilus (R34) (0,057 4 £ 0,000 2) u Acineto-
bacter Iwoffii (R39) (0,066 £ 0,005), u Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 1/1) (0,065
+ 0,009) a u Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 5/1) (0,057 £ 0,008). Pii srovnani
s hrani¢nimi hodnotami (Tab. 7) tvofi silny biofilm na skle kmeny Bacillus spp. (R23) a

Bacillus subtilis (R25) a ostatni kmeny biofilm na skle netvofi.
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Pfi porovnani ristu biofilmu na jednotlivych materidlech dochazelo k nejvétsimu
rustu na PBS a PBSA. Nejvice tvofil biofilm kmen Bacillus spp. (R23) a Bacillus subtilis
(R25), o néco mén¢ kmeny CK CIP 5/1 a Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 1/1) a
nejmin kmeny Bacillus pumilus (R34) a Acinetobacter Iwoffii (R39) Pro porovnani velikosti
biofilmu bylo od absorbance zaockovaného materidlu odectena referencni hodnota absor-
bance materidlu, aby doslo k odstranéni vlivu samotného obarvovani materialu (Obr. 25).
Jelikoz u PBSA s kmeny Bacillus spp. (R23), Bacillus subtilis (R25), Stenotrophomonas
maltophilia (GK CIP 1/1) a Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 5/1) byly optické
denzity vétsi nez umoznuje rozsah pfistoje, tj. nad 4, tak byli tyto hodnoty v (Obr. 25)

nasimulovany.

OD 577 nm (1)

1 I [
0.5 1 I I
0 _ i - - i _ T .= _ = L _ —_ —- —_ —_ - _
R23 R25 R34 R39 GK CIP 1/1 GK CIP 5/1

EPLA PBAT PBS = PBSA mSKLO

Obr. 25. Velikost biofilmu stanovena pomoci priikazu biofilmu na mikrotitracni desticce.

7.2.5 MTT test

DalSim testem pro stanoveni mnoZstvi biofilmu na materidlech po 24hodinové kulti-
vaci byl MTT test. Tento test sleduje pouze mnozstvi zivych bakterii, protoze je zalozen na
jejich metabolické aktivité. Z toho divodu pfinesl fadu vyhod oproti prikazu tvorby bio-
filmu na mikrotitra¢ni desti¢ce. Nedochéazelo pfi ném k obarvovani samotného materialu a
velikost biofilmu neovliviiovaly pfipadné mrtvé burnky pfichycené na materidlu pred kulti-

vaci.
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Tab. 8. Hranicni hodnoty pro MTT test.

Material Biofilm negativni Slaby biofilm Silny biofilm
PLA <0,111 0,111-0,222 >0,222
PBAT <0,1056 0,1056-0,2112 >0,2112
PBS <0,0338 0,0338-0,0676 >0,0676
PBSA <0,0537 0,0537-0,1074 >0,1074
sklo <0,090 0,090-0,180 >0,180

Referen¢ni absorbance pro PLA byla (0,049 £ 0,015). U zaockovanych vzorkt bakte-
rialni kulturou na PLA ¢inila absorbance u Bacillus spp. (R23) (0,059 2 + 0,000 1), u Bacillus
subtilis (R25) (0,053 = 0,007), u Bacillus pumilus (R34) (0,067 £+ 0,009), u Acinetobacter
Iwoffii (R39) (0,063 =+ 0,003), u Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 1/1)
(0,425 + 0,011) a u Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 5/1) (0,125 0+ 0,001 5). Stejné
jako u ptfedchozi metody byly stanoveny hrani¢ni hodnoty (Tab. 8) a nasledn€ z nich rozdé-
leny vysledky do kategorii: netvoftici biofilm, slab¢ tvotici biofilm a silné tvorici biofilm. U
PLA tvofil silny biofilm kmen Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 1/1) a slaby biofilm
Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 5/1). Ostatni kmeny biofilm na PLA netvofily.

U PBAT byla referencni hodnota absorbance (0,099 7 + 0,001 4). U zaockovanych
¢inila absorbance u Bacillus spp. (R23) (0,086 = 0,007), u Bacillus subtilis (R25) (0,118 +
0,017), u Bacillus pumilus (R34) (0,25 + 0,04), u Acinetobacter Iwoffii (R39) (0,30 + 0,03),
u Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 1/1) (1,22 £+ 0,08) a u Stenotrophomonas mal-
tophilia (GK CIP 5/1) (0,288 £+ 0,006). Pti porovnéni s hrani¢nimi hodnotami (Tab. 8) tvofi
témet vSechny kmeny kromé Bacillus spp. (R23) a Bacillus subtilis (R25) silny biofilm.
Kmen Bacillus spp. (R23) na PBAT lze oznacit jako biofilm negativni, pfipadné jako kmen,
ktery ma velmi nizkou nebo malou adhezi na povrch PBAT. Kmen Bacillus subtilis (R25)

tvoii slaby biofilm.

Materidl PBS mél referen¢ni hodnotu absorbance (0,033 4 + 0,000 1). U zo¢kovanych
kmenem Bacillus spp. (R23) byla absorbance (0,033 9 + 0,001 2), Bacillus subtilis (R25)
(0,074 + 0,012), Bacillus pumilus (R34) (0,070 £+ 0,003), Acinetobacter Iwoffii (R39) (0,15
+ 0,03), Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 1/1) (1,229 + 0,004) a u Stenotrophomonas
maltophilia (GK CIP 5/1) (0,18 £ 0,04). Pti porovnani s hrani¢cnimi hodnotami (Tab. 8)
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vSechny kmeny kromé Bacillus spp. (R23) tvoii na PBS silny biofilm. Bacillus spp. (R23)
na PBS vytvati slaby biofilm.

Referencni hodnota absorbance ¢inila PBSA (0,047 8 + 0,001 4). U zaockovanych
vzorkti PBSA kmenem Bacillus spp. (R23) byla absorbance (0,16 = 0,01), Bacillus subtilis
(R25) (0,056 + 0,004), Bacillus pumilus (R34) (0,31 £ 0,05), Acinetobacter Iwoffii (R39)
(0,392 + 0,003), Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 1/1) (2,19 + 0,18) a Stenotropho-
monas maltophilia (GK CIP 5/1) (0,36 = 0,08). VSechny testované¢ kmeny komé Bacillus
subtilis (R25) vytvaii na PBSA silny biofilm. Bacillus subtilis (R25) na PBSA vytvafi slaby
biofilm.

U skla byla referen¢ni hodnota absorbance (0,055 + 0,008). U zaockovanych vzorki
skla kmenem Bacillus spp. (R23) byla absorbance (0,034 4 + 0,000 8), Bacillus subtilis (R25)
(0,108 = 0,006), Bacillus pumilus (R34) (0,058 £ 0,005), Acinetobacter Iwoffii (R39) (0,069
+ 0,003), CK CIP 1/1 (0,45 £ 0,05) a Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 5/1)
(0,180 £+ 0,007). Pti srovnani s hrani¢nimi hodnotami (Tab. 8) tvoii Stenotrophomonas mal-
tophilia (GK CIP 1/1) na skle silny biofilm, Bacillus subtilis (R25) a Stenotrophomonas
maltophilia (GK CIP 5/1) slaby biofilm a zbytek testovanych kment netvoti biofilm.

Pti porovnéani vsech vysledktt MTT testu biofilm dobfe rostl na PBS, PBSA PBAT.
Na skle a PLA rostl mélo. Nejlépe tvotily biofilm kmeny Stenotrophomonas maltophilia
(GK CIP 1/1) a Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 5/1) a nejhtite kmen Bacillus spp.
(R23). Stejné jako u priikazu tvorby biofilmu na mikrotitracni desticce pro nazorné porov-
nani vysledkl byla odectena referenéni hodnota od hodnot absorbance zaockovanych vzorkt
(Obr. 26).
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Obr. 26. Velikost biofilmu stanovena pomoci MTT testu.
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7.2.6 Diskuze

Pomoci kvalitativnich metod (CRA a mikroskopie) byly testované kmeny urceny jako
biofilm pozitivni. U CRA provedeny modifikace a byly shledany nejlepsi vysledky na
CRAbvc. Prvni modifikaci bylo provedeno podle Ferreira et al. (2014), ktery zkoumal vliv
sacharidi v CRA na rast rod Staphylococcus. Zjistil, ze pti koncetraci mensi nez 6,25 g/l
netvoii na CRA cerné kolonie po 24 hodinach kultivace pti 37 °C a zvySovani koncentrace
ma pozitivni vliv na tvorbu ¢ernych kolonii. Dalsi modifikaci byla mCRA podle Mariana et
al. (2009) ovsem u této metody se nam nepodatilo prokdzat biofim pozitivitu u zadného
z testovanych kmenti. Posledni modifikaci byl CRAvc podle Kaiser et al. (2013). Tato me-
toda vykazovala pozitivni vysledky po odstranéni vankomycinu, ktery zabranoval ristu
grampozitivnich bakterii. Tvorbu biofilmu u danych druhti potvrdili fada autorti napt. Hsueh

et al. (2006), Morikawa (2006), Gaddy a Actis (2009) a Di Bonaventura et al. (2004).

Na PLA se biofilmy téméf netvofily. Silny biofilm na PLA byl prokazan MTT testem
jen u kmene Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 1/1), ale pomoci prukazu v mikrotit-
racni destiCce tvoril jen slaby. Na PBAT byla dokazana pomoci MTT silné tvorba biofilmu
u vSech kmenti, kromé Bacillus spp. (R23) a Bacillus subtilis (R25). Bacillus spp. (R23) byl
pfi této metod¢ biofilm negativni, ale u prikkazu v mikrotitracni desticce tvofil slaby biofilm.
A Bacillus subtilis (R25) tvofil slaby biofilm. OvSem na PBAT podle pritkazu v mikrotit-
racni desti¢ce dochazelo prevazné k nevytvareni se biofilmu, coz bylo pravdépodobné zpii-
sobeno zkreslovanim vysledkl silnym obarvovanim povrchu polymeru. Na PBS tvofili
témet vSechny silny biofilm v MTT testu a v priikazu v mikrotitracni desti¢ce vétSina slaby
biofilm. Na PBSA tvotily kmeny vétSinou silny biofilm ¢i alespoii slaby. Tvorba biofilmu
na skle je spornd, protoze pomoci MTT testu byla prokazana silna tvorba biofilmu u Ste-
notrophomonas maltophilia (GK CIP 1/1) a slabé u Bacillus subtilis (R25) a Stenotropho-
monas maltophilia (GK CIP 5/1), kdezZto u pritkazu v mikrotitracni desticce byla silné tvorba
biofilmu u Bacillus spp. (R23) a Bacillus subtilis (R25). U Bacillus subtilis (R25) dochazi
na skle k tvorb¢ biofilmu, u Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 1/1) a Stenotrophomo-
nas maltophilia (GK CIP 5/1) jsou pravdépodobné¢ spravné vysledky z MTT testu, a tedy
dochdzi k silnému rlstu biofilmu, protoze tyto kmeny vykazovaly silny riist na vSech mate-
ridlech. Netvoteni biofilmu u Bacillus spp. (R23) na skle pii MTT metod€ mohlo byt zpiiso-
beno strhnutim biofilmu pti oplachu anebo naopak silna tvorba biofilmu u tohoto kmenu pii
prikazu mohla byt zpisobena nedostatecnym oplachem a faleSné pozitivni vysledek mohl

byt zplsoben pfichycenymi planktonickymi bakteridlnimi buiikami.
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Podle Morohoshi et al. (2018), ktefi pozorovali tvorbu biofilmu na biodegradabilnich
polymernich vzorcich ve vzorcich sladkovodnich vod odebranych z riznych lokalit Japon-
ska po 14denni kultivaci ve 30 °C, dochazelo k netvoteni se biofilmu na PLA, slabé produkci
biofilmu na PBAT a u PBS a PBSA dochézelo k slabé az silné tvorb¢ biofilmu, coz ptiblizné

odpovida namétrenym vysledkiim.

7.3 Stanoveni vlivu kultiva¢nich podminek

Byl sledovan vliv sacharidi na rist bakterii a tvorbu biofilmu. Sledovanymi parametry
byly zvoleny obohaceni BHI bujonu o 3 % sacharézy, 5 % sachardzy a kombinaci obohaceni
5 % sachardzy spolu s 1 % glukoézy. Prvni ¢asti tohoto experimentu bylo sledovani vlivu na

rust pomoci méteni optické denzity.

U kmene Bacillus spp. (R23) nedochazelo k vyrazné zméné¢ riistu (Obr. 27). Lag faze
trvala do 3 hodin od zac¢atku kultivace u vSech bujont. Nasledovala faze zrychleného ristu
trvajici od 3 hodin do 4 hodin kultivace. Log faze byla do 9 hodin kultivace u v§ech bujonii
kromé& BHI obohaceného 5 % sachardzy a 1 % glukozy, kde byla do 10 hodin kultivace. Ptes

tuto malou odchylku od ostatnich bujonti byla vysledna optické denzita stejna.
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Obr. 27. Riistova krivka kmene R23 v ruznych bujonech (S — sacharoza, G — glukoza).
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Na kmen Bacillus subtilis (R25) nemély ptidavky sacharidi témét zadny vliv
(Obr. 28). Lag faze trvala do 3 hodin kultivace a faze zrychleného rtstu byla od 3 hodin do
5 hodin kultivace. Dalsi byly log faze, ktera byla do 9 hodin kultivace, a faze zrychlené¢ho

rustu trvajici 9—11 hodin kultivace.
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Obr. 28. Rustova krivka R25 v riuznych bujonech (S — sacharoza, G — glukoza).
Na kmen Bacillus pumilus (R34) mély ptidavky sachariddi maly vliv (Obr. 29). Lag

faze byla u vSech bujont stejna a byla do 3 hodin kultivace. Faze zrychleného ristu trvala
do 5 hodin kultivace u BHI bujonu, do 6 hodin u ostatnich bujonti. Log faze byla do 9 hodin
kultivace u BHI a BHI obohacenych o sachar6zu. U BHI obohaceny o 5 % sacharézy a 1 %
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Obr. 29. Riistova kirivka kmene R34 v riiznych bujonech (S — sacharoza, G — glukoza).
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glukozy log faze trvala do 10 hodin kultivace. Faze zpomaleného ristu u BHI a BHI oboha-
cenych o sacharézu do 10 hodin a u BHI se sachar6zou a glukézou do 13 hodin kultivace.
Konec¢né optické denzity se mirné lisily a to tak, Ze s rostoucim obsahem sacharida opticka

denzita klesala.

Ptidavky sacharidt ovliviiovaly kmen Acinetobacter Iwoffii (R39) (Obr. 30) vyrazngji
nez u predchozich kmeni. Lag faze trvala do 3 hodin kultivace u vSech typi bujonu. Nésle-
dujici faze zrychleného rustu byla do 4 hodin kultivace pro BHI a BHI obohacené o sa-
charézu. U BHI obohacenou o sachardzu a glukozu faze zrychleného rtstu trvala do 5 hodin
kultivace. Log faze byla u BHI do 14 hodin kultivace, u BHI obohacenych o sachar6zu do
15 hodin a u BHI obohacenou o sacharézu a glukézu do 24 hodin kultivace. Faze zpomale-
ného rastu u BHI byla 15 hodin, u BHI obohacenych o sachar6zu do 16 hodin a u BHI
obohacenou o sacharozu a glukézu jiz nebyla sledovéana, protoZze méfeni probihalo po dobu
24 hodin kultivace. Nejvétsi konecnou optickou denzitu mél kmen Acinetobacter Iwoffii
(R39) v BHI obohacenou o sacharézu a glukozu, ovsem s pomalej$im priabéhem narustu. U

ostatnich bujonti dochdzelo k sniZzovani otické denzity s pifidavkem sacharozy.
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Obr. 30. Riistova krivka kmene R39 v ruznych bujonech (S — sacharoza, G — glukoza).
U kmene Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 1/1) (Obr. 31) se rast liSil mezi BHI,
BHI se sachar6zou a BHI se sacharozou a glukozou, ale nelisil se u BHI obohacenou 3 %
sachardzy od BHI s 5 % sachar6zy. Lag faze trvala do 5 hodin kultivace a faze zrychleného

rustu do 7 hodin kultivace u vSech typt bujonii. Log faze do 10,5 hodin u BHI, do 11 hodin

u obou BHI se sachar6zou a do 13 hodin u BHI se sachar6zou a glukézou. Faze zpomaleného
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rustu nenastala u zadného typu bujonu, protoze dochéazelo k okamzitému zlomu do stacio-

narni faze. Vysledné optické denzity se nelisily.
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Obr. 31. Riistova kiivka kmene GK CIP 1/1 v riiznych bujonech (S — sachardza, G —
glukoza).

Poslednim sledovanym kmenem byl Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 5/1)
(Obr. 32). Lag faze trvala do 4 hodin a faze zrychleného rastu 6 hodin u vSech bujont. Log
faze byla do 9 hodin u BHI bujonu, do 10 hodin u BHI obohacenych o sacharézu a do 11
hodin u BHI obohacenych o sachardzu a glukézu. Po log f4zi hned nasledovala stacionarni
faze u vsech bujoni krom¢ BHI obohaceného o sachardzu a glukézu, kde nastala faze zpo-
maleného ristu trvajici az do konce méfeni. U BHI obohaceného o 3,6 % sachardzy docha-
zelo k opétovnému rlstu a to tak, ze 2. faze zrychleného ristu trvala 14—15 hodin kultivace,
2. log faze do 19 hodin kultivace, nasledovala faze zpomaleného ristu trvajici do 21 hodin,

a nakonec nastala stacionarni faze.
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Obr. 32. Ristova krivka kmene GK CIP 5/1 v ruznych bujonech (S — sacharoza, G —
glukoza).

Pti srovnani vSech kmenii nemély ptidavky sacharidi vétSinou zasadni vliv na rust.
Obohacovani bujonu o sacharidy zpisobovalo vét§inou mirné zpomalovani ristu. Nejvyraz-
néjsi zpomalovani ristu zpiisoboval BHI bujon obohaceny o sachardézu a glukézu. Rozdil
mezi ptidavkem 3 % sacharozy a 5 % sachar6zy nebyl vyrazny u Zadného kmene kromé
Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 5/1), u kterého dochazelo k sekundarnimu riastu.
Sledovanim vlivu riznych druhti sacharydt se zabyvali Kneifel, Rajal a Kulbe (2009), ktefi
zjistili, Ze bakterie rostou rychleji v gluk6ze neZ inulinu. Z toho lze vyvodit Ze sacharidy

ovivilyji rist mikroorganizmi i tvorbu biofilmu.
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Tab. 9. Vysledky absorbance pri pritkazu biofilmu ovlivnéné riiznymi bujony (S — sacharoza,

G — glukoza, REF — reference).

Kmen BHI BHI+3,6% S | BHI+5% S | BHI+5% S
+1 % G

Bacillus spp. 0,64 + 0,06 0,274 £0,019 | 0,290 +0,018 | 0,30 +0,03
(R23)

Bacillus subtilis 0,29 +0,02 0,211 + 0,007 0,25 +0,02 0,31 £0,06
(R25)

Bacillus pumilus 0,180+ 0,005 | 0,2651 +0,0004 | 0,24 +0,02 0,26 +0,03
(R34)

Acinetobacter Iwoffii | 0,200 + 0,004 | 0,216+ 0,004 | 0,208 =0,016 | 0,249 + 0,017
(R39)

Stenotrophomonas 0,87 +£0,03 0,865 +0,017 0813 +0,012 0,97 £ 0,04
maltophilia

(GK CIP 1/1)

Stenotrophomonas 0,540 +0,004 | 0412+0,005 |0,517+0,014| 0,52+0,03
maltophilia

(GK CIP 5/1)

REF 0,18 +0,03

Druhou ¢asti bylo sledovani vlivu sacharidi na tvorbu biofilmu. Tvorba biofilmu byla
sledovéana na mikrotitra¢ni desti¢ce pomoci barveni krystalovou violeti. Vysledky jsou uve-
dené v (Tab. 9) a nasledné€ byly s hrani¢nimi hodnotami, které byly stanoveny stejné jako u
prikazu biofilmu v mikrotitra¢ni desti¢ce a MTT testu (viz kapitola 6.2.4). Netvoftici biofilm
m¢ely absorbanci do 0,26, s produkei slabého biofilmu od 0,26 do 0,53 a tvofici silny biofilm
nad 0,53. Biofilm negativni byly kmeny Bacillus subtilis (R25) v BHI obohacenych o sa-
chardzu, Bacillus pumilus (R34) (kromé& v BHI obohacenych o 3,6 % sachardzy) a Acineto-
bacter Iwoffii (R39) ve vSech typech bujond. Se slabou tvorbou biofilmu byly kmeny Ba-
cillus spp. (R23) v bujonech obohacenych o sacharidy, Bacillus subtilis (R25) v BHI a v BHI
obohacenou o sacharézu a glukodzu, Bacillus pumilus (R34) v BHI obohacenou o 3,6 % sa-
chardzy a Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 5/1) v BHI obohacenych o sacharidy. Se
silnou produkei biofilmu byly kmeny Bacillus spp. (R23) v BHI, Stenotrophomonas mal-
tophilia (GK CIP 1/1) ve vSech bujonech a Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 5/1)
v BHI. Vliv sacharidl na tvorbu biofilmu byl rizny. U Bacillus spp. (R23) sacharidy vyrazné

snizovaly tvorbu biofilmu. U Bacillus subtilis (R25) sachar6za mirné snizovala tvorbu, ale
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u kombinace sachardzy s gluk6zou neméla vliv na tvorbu biofilmu. Na tvorbu biofilmu u
Bacillus pumilus (R34) m¢l pridavek sacharidu pozitivni vliv. U Acinetobacter Iwoffii (R39)
mirné zvySoval tvorbu biofilmu bujén s glukézou a sacharézou. U Stenotrophomonas mal-
tophilia (GK CIP 1/1) ptidavek 5 % sachardzy snizoval tvorbu biofilmu, ale kombinace sa-
charozy a glukézy zvySoval tvorbu. U kmene Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 5/1)
dochazelo ke snizovani tvorby biofilmy vlivem obohaceni 3 % sacharozy. Z vysledkl je
patrné, ze kazdy kmen je jedine¢ny a prospivaji mu rozdilné podminky. VSechny vysledky

jsou graficky zndzornény v (Obr. 33).
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Obr. 33. Velikost absorbance p¥i priikazu biofilmu ovlivnénymi riiznymi bujony (S — sa-

charoza, G — glukoza, REF — reference).

Existuje mnoho vlivi, které mohou ovlivnit rist jednotlivych bakterii, schopnost tvo-
fit biofilm ¢i tvofit extracelularni polymerni matrix. Jedna z latek, kterd sniZuje velikost ex-
tracelularniho matrixu a tim padem i snizuje i obranyschopnost bakterii je nizké koncentrace
vitamint C (Pandit ez al., 2017). Ovlivnit riist a tvorbu biofilmu by méli ptidavky sacharidi,
protoze podle Ferreira et al. (2014), Mariena et al. (2009) a Kaiser ef al. (2013) by mély
zlepSovat vysledky CRA. OvSem pii nasem sledovani riistu bakterii a tvorbé biofilmu moc
nezlepSovali rlst, a naopak jej spiSe zpomalovali. Pfi sledovani tvorby biofilmu byl vliv

sacharidi rtizny, coz ukazalo jedinecné chovani a potieby jednotlivych bakterialnich kment.
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ZAVER
Biofilmy mohou svou pfitomnosti na polymernich povrSich ohrozovat zdravi je-
dinct, poskozovat material, ale na druhou stranu zptsobuji biodegradaci a 1ze vyuzit jejich

rychlou metabolickou aktivitu. V této praci byl posouzen rust biofilmu 6 bakteridlnich

kmeni na 4 biodegradabilnich polymerech (PLA, PBAT, PBS a PBSA) a skle.

Jelikoz byly testovany nezndmé bakterialni kmeny, byly identifikovany nejprve fe-
notypové a dale pomoci sekvenace 16S rDNA a MALDI-TOF. Vyslednymi mikroorganizmi
byly Bacillus spp., Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Acinetobacter Iwoffii a dva odlisné
kmeny Stenotrophomonas maltophilia. U vSech téchto kment byla potvrzena produkce bio-
filmu. Nejsilngji produkovaly biofilm kmeny Stenotrophomonas maltophilia a Bacillus sub-
tilis, tyto bakterie dokonce dokézaly rlist na vSech testovanych materialech alespon pfi jedné
z testovanych metod. Nejmensi produkce biofilmu byla shleddna na PLA a skle, které bylo
pouzito pfedev§im z divodu srovnani tovrby biofilmu. Naopak k vysokému poristani bio-
filmu dochazelo u PBS a PBSA. U téchto dvou materidlti dochézelo k rtstu biofilmu vSech
testovanych kmeni, alespon u jedné metody testovani. Na PBAT byla prokazana dobra pro-
dukce biofilmu pomoci MTT testu, ale u vice kmenii nebyla prokazana produkce biofilmu
metodou prikazu biofilmu v mikrotitra¢ni desti¢ce. D4 se tedy s ur€itosti fici, Ze se na PBAT
pravdépodobné tvoii biofilm, protoZe vysledky z prikazu biofilmu v mikrotitra¢ni desticce
byly nejspis zkresleny silnym obarvovanim samotného polymeru krystalovou violeti. Dale
byl sledovan vliv ptidavkl sacharidd na riist a produkci biofilmu. Sacharidy neovliviiovaly
nebo dokonce mirné zpomalovaly rust bakterii a na tvorbu biofilmu mély rtizny vliv, coz

dokazalo jedine¢né potieby jednotlivych testovanych kmenti.

Tato prace piinasi jedine¢né informace o biodegradabilnich polymerech, které je na-
sledné predurcuji k dal§imu pouziti bud’ jako nosice biofilmu nebo naopak ty, na kterych se
biofilm netvofi, pro pouziti do zdravotnictvi (implantaty), ¢i do potravinaiského primyslu
(obaly). Déle pfi této praci byly posouzeny jednotlivé modifikace metody CRA a byl proka-
zana nejlepsi spolehlivost vysledkit u metody CRAbve. Také v této praci byly provedeny
modifikace priikazu biofilmu v mikrotitracni desti¢ce a MTT testu, které jsou bézné pro tes-
tovani kapalin, na testovani pevnych latek. Dalsi studium by se mohlo zaméftit na vliv bio-
filmu na rychlost biodegradace. Pouzité¢ a modifikované metody lze déle aplikovat nadalsi
polymerni materialy, kdeby takto mohl byt posouzen vliv povrchovych vlastnosti (drsnost,

porovitost, povrchové napéti) na tvorbu biofilmu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BAB-2

BHI

CcCM

CRA

CRAvc

CSLM

CTT

DMSO

DNA

EC

G

ISO

JBPA

MALDI-TOF

mCRA

MTS

MTT

NaCl

NK

PBAT

PBS

PBSA

Krevni agarova baze 2 (Blood agar base 2)
Mozko-srdcova infuze (Brain-heart infusion)
Ceska sbirka mikroorganizmii

Agar s kongo Cerveni (Congo-red agar)
Vankomycinovy agar s kongo Cerveni
Konfokalni skenovaci laserova mikroskopie
Christensenova zkumavkova metoda (Christensen tube test)
Dimethylsulfoxid

Deoxyribonukleové kyselina

Escherichia coli

Glukoza

Mezinarodni organizace pro normalizaci
Japonska bioplastické asociace

Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za G¢asti matrice

s pruletovym analyzatorem

Modifikovany agar s kongo ¢erveni
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-
2H-tetrazolium

3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid

Chlorid sodny

Nukleova kyselina

Poly(butylen adipat-co-tereftalat)

Poly(1,4-butylensukcinat)

Polybutylen-sukcinat adipat
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PCR
pl
PLA

REF

WST-1

XTT

Polymerazova fetézova reakce

Izoelektricky bod

Kyselina polymlé¢na

Reference

Sachar6za
2-(4-jodfenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-tetrazolium

2,3-bis[2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl]-2H-tetrazolium-5-karboxanilid
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