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ABSTRAKT

Bakterie jsou socialni organismy, vytvaiejici na riiznych povrsich organizovana spoleCenstvi
nazyvajici se biofilmy, které¢ usnadiuji preziti spoleCenstvi vétsi odolnosti proti vné&jSim
vlivim a zajisténim zdrojii zivin. Quorum sensing je klicovym mechanismem, kterym
bakterie v biofilmu mezi sebou komunikuji a ktery reguluje fenotypové vlastnosti jako je
virulence, bioluminiscence, horizontalni pfenos DNA, syntéza antibiotik a bakteriocinti, a

také tvorbu biofilmu.

V teoretické Casti je popsana charakteristika a vlastnosti rodu Lactobacillus, vlastnosti a
tvorbu biofilm a je uveden také stru¢ny piehled zakladnich mechanismi quorum sensing

vcetné metod jejich detekce.

V casti experimentalni bylo cilem zjistit, které ze 45 vybranych druhii rodu Lactobacillus
produkuji biofilm a také vyhodnotit jejich rist pomoci ristovych kiivek. Tvorba biofilmu

byla detekovana pomoci Christensenovy metody.

Z vysledkil vyplyva, Ze ze souboru 45 testovanych vzorkl rodu Lactobacillus je 13 z nich
schopno tvofit biofilm, coz je pfedpokladem pro moznou aktivaci systému komunikace

quorum sensing mezi t€émito bakteriemi i v laboratornich podminkach.

Kli¢ové slova: bakterie, biofilm, Christensenova metoda, Lactobacillus, quorum sensing,

rustové kiivky



ABSTRACT

Bacteria are social organisms forming organized communities on various surfaces called
biofilms, which allow the survival of the bacterial community by better resistance towards
external factors and better nutrient acquisition. The quorum sensing is the key mechanism
by which bacteria communicate and which regulates the phenotypic properties as virulence,
bioluminescence, horizontal DNA transfer, synthesis of antibiotics and bacteriocins and also

a biofilm formation.

The theoretical part describes the characteristics and properties of the genus Lactobacillus,
formation and properties of a biofilm and also briefly overviews basic mechanisms of

quorum sensing including detection methods.

The aim of the experimental part was to determine which of 45 selected strains of
Lactobacillus produce the biofilm and to evaluate their growth according to growth curves.

The biofilm formation was detected using the method of Christensen.

The results showed that from the set of 45 tested strains of Lactobacillus, 13 strains are able
to weakly form the biofilm which is a presumption for a possible activation of quorum

sensing communication among bacteria in laboratory conditions.

Keywords: bacteria, biofilm, growth curves, Christensen method, Lactobacillus, quorum

sensing
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UvVOD

cey

Biofilmy jsou spolecenstvi mikroorganismu, které Zziji ptichycené k biotickému nebo
abiotickému povrchu. Tvorba biofilmu je vicestupniovy proces, pii kterém mikrobidlni
bunky pfilnou k povrchu a jsou upevnény extracelularni matrici, obsahujici polysacharidy,
proteiny a DNA. Builky usazené v této matrici mezi sebou komunikuji a vykazuji
koordinované skupinové chovani zprostfedkované procesem zvanym quorum sensing.
Bakterie Zijici v biofilmu se fyziologicky 1 geneticky odliSuji od planktonickych bakterii a
jednou z jejich typickych vlastnosti je zvySend odolnost k bézné pouzivanym

antimikrobidlnim latkam (Coenye a Nelis, 2010).

Tvorba biofilmu probiotickymi bakteriemi, jako jsou Lactobacillus spp. je povazovédna za
prospeSnou vlastnost, protoze by mohla podpofit kolonizaci a del$i setrvani ve slizni¢nich
tkanich hostitele a zabranit tak kolonizaci patogennimi bakteriemi. Schopnost rodu
Lactobacillus tvofit biofilmy na abiotickych povrsich (sklo nebo polystyren) byla v
poslednich letech studovéna a vysledky ukazuji, Ze tuto vlastnost maji pouze n€které kmeny.
Bylo také prokdzéno, ze extracelularni polymerni latky produkované nékterymi
biofilmotvornymi kmeny jsou schopny inhibovat tvorbu biofilmt nékterych patogennich

bakterii (Salas-Jara et al., 2016).

V této praci jsme chtéli zjistit, jakd je schopnost nékterych sbirkovych bakterii rodu
Lactobacillus aktivovat systém quorum sensing a produkovat biofilm v laboratornich
podminkach a jak na produkci biofilmu plisobi nastavené kultiva¢ni podminky. Zjistit a
podle nejnovéjsich dostupnych literarnich zdroji diskutovat souvislosti mezi biofilmem a

systémem quorum sensing.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BAKTERIE RODU LACTOBACILLUS

1.1 Taxonomie rodu Lactobacillus

Rod Lactobacillus zahrnuje pies 170 druhii a 17 poddruh, které nelze jednoduse fenotypove
odlisit a casto je nutnd molekularni identifikace. Ackoliv jsou soucasti bézné
gastrointestinalni a vaginalni mikroflory, mohou byt také pfilezitostnymi oportunnimi
patogeny. Kmeny rodu Lactobacillus jsou obecné odolné vici kyselinam, a proto jsou
schopny ptezit priichod gastrointestindlnim traktem. V lidském organismu existuje fada
ekologickych nik a rtiznych laktobacild. Lactobacillus fermentum, Lactobacillus casei a
Lactobacillus rhamnosus byva obycejné izolovan ze stieva. Ze sliznice zaludku jsou
izolovany Lactobacillus antri, Lactobacillus gastricus, Lactobacillus kalixensis,
Lactobacillus reuteri a Lactobacillus ultunensis Castymi vagindlnimi izolaty jsou
Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus jensenii, Lactobacillus

vaginalis a Lactobacillus iners (Goldstein et al., 2015).

Podle taxonomické klasifikace nalezi rod Lactobacillus do kmene Firmicutes, ttidy Bacili a
tadu Lactobacillales. Sest &eledi Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae,
Lactobacillaceae, Leuconostocaceae, Streptococcaceae zahrnuje rody Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus, Oenococcus, Pediococcus, a Weissella. Tyto rody se
rozliSuji na zakladé tvaru, produkce CO», rtstu pii 10 °C az 45 °C, rhstu pii koncentraci 6,5
az 18 % NaCl, rastu pfi koncentraci pH 4,4 az 9,6 a typu produkované kyseliny mlécné.
V tadu Lactobacillales jsou zatazeny i rody, které se projevuji jako patogeny jsou to

Streptococcus, Enterococcus a Carnobacterium (Horackova, 2018).

K bieznu roku 2020 rod Lactobacillus zahrnoval 261 druhti, které jsou velmi rozmanité na
fenotypové, ekologické a genotypové trovni. Ve studii autorti (Zheng et al., 2020) byla nové
vyhodnocena taxonomie ¢eledi Lactobacillaceae a Leucostonocaceae na zakladé celych
genomovych sekvenci. Na zdkladé téchto vysledkid byla navrzena reklasifikace rodu
Lactobacillus do 25 kmenit, které maji novelizované oznaceni. Jako ptiklad lze uvést
synonyma pro Lactobacillus plantarum-Lactiplantibacillus plantarum, Lactobacillus casei-
Lacticaseibacillus  casei, Lactobacillus fermentum-Limosilactobacillus fermentum,
Lactobacillus  hilgardii-Lentilactobacillus ~ hilgardii,  Lactobacillus ~ rhamnosus-

Lacticaseibacillus rhamnosus, Lactobacillus sakei-Latilactobacillus sakei, Lactobacillus
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paracasei-Lacticaseibacillus paracasei. Tato reklasifikace odrdzi fylogenetickou pozici
mikroorganismti a seskupuje je do pocetnych klastri se shodnymi ekologickymi a
metabolickymi vlastnostmi. Rodovy néazev Lactobacillus je vSak nadale pouzivan pro
oznaCeni vSech mikroorganismt, kter¢ byly do roku 2020 =zarazeny do celedi

Lactobacillacae.

1.2 Obecné vlastnosti rodu Lactobacillus

Rod Lactobacillus je velkou a rozmanitou skupinu kmenti a mnoho z nich ma prospésné
ucinky na zdravi ¢lovéka a zvifat. Nékteré se specializuji na urcity ekosystém naptiklad
Lactobacillus johnsonii se vyskytuje v gastrointestinalnim traktu, Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus v mlé€nych vyrobcich. Jako mnohem pfizplsobivéjsi druh mizeme
oznacit naptiklad Lactobacillus plantarum, kterého muizeme najit nejen na rostlinném

materidlu v zivo€iSném gastrointestinadlnim traktu, ale i ve fermentovanych potravinach

(Sturme et al., 2007).

Lactobacillus spp. jsou grampozitivni tyCinky a jejich morfologie se mtize liSit, zahrnuje
kratké baculaté tyCinky, stihlé a dlouhé seskupené v hroznech anebo v palisadach. Jejich
koloniélni vzhled se mtze liSit od malych az po stfedné velke Sedé kolonie, které na krevnim
agaru vykazuji alfa hemolyzu na krevnim agaru. Rostou na riznych mediich véetné MRS
agaru (Man, Rogosa a Sharpe), kde se jevi jako bil¢, obvykle mukoidni kolonie (Goldstein
etal.,2015).

Bakterie rodu Lactobacillus jsou také souhrnné nazyvany jako LAB (Lactic acid bacteria).
LAB jsou nesporotvorné grampozitivni ty¢inky nebo koky. Tyto bakterie sdili fadu dalSich
shodnych charakteristik. Jsou to vétSinou anaerobni a aerotolerantni mikroorganismy, které
z diivodu absence cytochromti a porfyrinti neprodukuji katalazu a oxidazu. Bunéénou energii
ziskéavaji fermentaci cukrli a jejim hlavnim produktem je kyselina mlé¢na a dalsi produkty.
LAB rozdé€lujeme podle typu dréhy fermentace cukrii a podle typu metabolitl na

homofermentativni a heterofermentativni (Adams et al., 2008).

Homofermentativni bakterie fermentuji sacharidy na kyselinu mlé¢nou a neprodukuji oxid
uhlicity. Heterofermentativni druhy rodu Lactobacillus metabolizuji sacharidy na kyselinu
mlécnou, ale 1 na jiné produkty, jako je kyselina octova a oxid uhli¢ity. VéEtSina zastupct

Lactobacillus vyzaduje pro fermentaci latek jako je cukr aktivitu vody nad hodnotou 0,95
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pod tento limit vyrazn€ omezuje sviij rust. Pro jejich rist je také nutné hodnota pH vys$si nez

3,2 (Feiner, 2006).

1.3 Metabolismus rodu Lactobacillus

Technologicka funkce LAB je spojena s metabolismem sacharidii. Fermentace hexos se
uskuteCiiuje pomoci dvou metabolickych drah, je to Embden-Mayerhof-Parnasova
glykolyticka draha pro homofermentativni rozklad, pii némz vznika pouze kyselina mlécna.
Druhou glykolytickou drahou je pentoso-fosfoketolazovd draha typickd pro
heterofermentativni rozklad, ktery kromé kyseliny mlécné poskytuje také vyznamné
mnozstvi oxidu uhli¢itého, ethanolu a acetatu. Krom¢ metabolismu sacharidl je vsak pfi
vyrobé& potravin dulezity i metabolismus bilkovin. Proteolyticky systém LAB byl popsan u
rodu Lactococcus ve vztahu k rozkladu kaseinu v mléce. Tento systém je dilezity nejen pro
rust téchto bakterii ale i pro organoleptické vlastnosti potravin vyrabénych pomoci LAB.

(Horackova, 2018)
1.4 Probiotické vlastnosti rodu Lactobacillus

Laktobacily jsou soucasti mikrobioty pfitomné v lidském gastrointestinalnim a
urogenitalnim traktu. V posledni dobé se vénuje stale vétsi pozornost jejich probiotickym,
zdravi podporujicim schopnostem. Zakladem schopnosti laktobacilii podporujicich zdravi
hostitele, je inhibice patogeni a obnoveni mikrobidlni homeostdzy interakcemi mezi
mikroby, posileni bariérové funkce epitelu a modulace imunitnich reakci. Schopnost
laktobacilii inhibovat patogeny je dobfe znamad, protoze se jiz po staleti pouzivaji pii
konzervaci potravin k prevenci mikrobidlni degradace (Lebeer, Vanderleyden a De

Keersmaecker, 2008).

Vétsina probiotickych kment patii k Lactobacillus spp. a Bifidobacterium spp. Definice
probiotik byla n€kolikrat upravovana a jeji soucasné znéni je, ze probiotika jsou zivé
mikroorganismy, které pii poziti v pfiméfeném mnoZstvi plsobi na zdravi hostitele.
Probiotika musi byt bezpecnd, geneticky stabilni, a pfedev§im schopna piezit prachod

gastrointestindlnim traktem (Le a Yang, 2018).

Zdravotnimi benefity LAB, které jsou také nazyvany probiotiky, je zlepSeni nutri¢ni hodnoty
jidla, inhibice enteralnich patogenl, zmirnéni piiznakli prijmu nebo zicpy, sniZeni
cholesterolu v krvi, stimulace imunitniho systému a protirakovinné pisobeni. Ukézalo se, Ze

jogurt ma silny inhibi¢ni efekt na rist coliformnich bakterii v travicim traktu a zkracuje
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trvani prijmu u déti. Obvyklé startovaci kultury v jogurtu jako je Lactobacillus delbrueckii
a Streptococuss termophilus nejsou tolerantni proti Zzluéi, proto nedokazou stievo
kolonizovat. Protektivni ti¢inek je omezen pouze po dobu pruchodu travicim traktem, nez se
vylou¢i stolici, oproti tomu schopnost kolonizovat stievni sliznici maji druhy jako je
Lactobacillus acidophilus a potom také bifidobakterie Bifidobacterium longum. Bylo
prokdzano, ze tyto bakterie dokdzou naptiklad zkratit priijmy virového ptivodu a rovnéz

prijmy bakteridlniho ptivodu (Adams, 2008).

V tad¢ studii byly prokazany benefity mlécnych vyrobki, obsahujici protektivni kmeny
LAB. Tyto kmeny v pouzivané v praxi musi vykazovat antimikrobialni aktivitu cilenou na
nezédouci mikroorganismy a musi byt bez zdravotnich rizik (produkce biogennich aminti a
rezistence k antibiotikiim). Mezi tradiéné pouZzivané protektivni kmeny patii kmeny
Lactococcus lactis subsp. lactis produkujici bakteriocin nisin, kmeny pediokokil produkujici
pediociny a laktobacily s antibakterialni a antifungalni aktivitou, jako je Lactobaccillus

rhamnosus, L. plantarum, L. casei (Horackova, 2018).

Novou skupinou probiotik jsou psychobiotika, kterd ovliviiuji centralni nervovy systém
prostfednictvim metabolickych a nervovych drah mezi sttevem a mozkem. Bylo zjisténo, ze
psychobiotika inhibuji a snizuji hladinu kortizolu, coz vede ke zmirnéni ptiznaki uzkosti a
deprese. Také jsou uc¢inna pii zlepSovani neurodegerativnich a neurovyvojovych poruch,
jako jsou napftiklad poruchy autistického spektra, Parkinsonova a Alzheimerova choroba
(Cheng et al., 2019). Konkrétné u Lactobacillus rhamnosus byl prokazén pozitivni vliv na
zvySeni hladin neurotransmitert, které jsou dlouhodobé sniZeny pii dlouhodobém stresu, coz
pokusnych zvifat, u kterych byl tento kmen laktobacila suplementovan (Kochalska et al.,

2020).

1.5 Aktivita laktobacilii v potravinach

Laktobacily jsou cCastymi inhibitory jinych mikroorganismili, coz je zékladem jejich
schopnosti zlepSovat a udrZovat kvalitu a bezpecnost potravin. Mezi faktory pfispivajici
k mikrobialni inhibici nalezi ptfedevSim produkce organickych kyselin, bakteriocint,
peroxidu vodiku, diacetylu a alkoholu. Tyto produkty jejich metabolismu snizuji pH a
redoxni potencional v okoli téchto bakterii a dochazi také k vycerpani zivin v disledku

kompetice (Adams, 2008).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

Lactobacillus spp. jsou obvykle pti¢inou kyselosti v masnych vyrobcich. Nékteré kmeny
heterofermentativnich laktobacilii produkuji peroxid vodiku. Peroxid vodiku pochdazejici
z Lactobacillus. viridedescens a Lactobacillus curvatus zpusobuje oxidaci pigmentu
myoglobinu, coz ma za nasledek Sedozelenou nebo dokonce zlutou barvu masa.
K zezelenani masnych produktii vSak miize dojit i u vakuové balenych vyrobki, pokud dojde
k propustnosti kysliku, z divodu vadného obalu. Nékteré druhy Lactobacillus spp. se
pridavaji jako startovaci kultury do saldmu, kde pisobi jako konkuren¢ni mikroflora
soutézici o ziviny s patogeny jako je L. monocytogenes a piispiva tak k prodlouzeni

trvanlivosti a bezpec¢nosti vyrobku (Feiner, 2006).
1.6 Lactobacillus a tvorba bakteriocini

Uvadi se, ze mnoho laktobacilii vyluCuje antimikrobidlni peptidy zvané bakteriociny.
VétsSina bakteriocini bakterii rodu Lactobacillus jsou malé, tepelné stabilni proteiny s
vysokym izoelektrickym bodem (bakteriociny tfidy II), které plisobi vSeobecné tak, ze
vyvolavaji zvySenou propustnost membran a nésledny unik molekul z cilovych bakterii.
Produkce bakteriocini je fizena v zavislosti na hustot¢ populace bakterii pomoci
vylu¢ovaného peptidového feromonu quorum sensing. Predpoklada se, ze detekce ristu
vlastniho druhu, které je pravdépodobné porovnavano s ristem ptibuznych druhd, umoznuje
produkujicimu organismu zapnout produkci bakteriocinll v dob¢, kdy je pravdépodobné, Ze

konkurence o ziviny bude silngj$i (Lebeer, Vanderleyden a De Keersmaecker, 2008).

Tyto baktericidni proteiny jsou podobné antibiotikim. Rozsah inhibi¢ni aktivity
bakteriocinli LAB miiZze byt bud’ tizky, inhibuje jen ty kmeny, které jsou blizce ptibuzné
produkénimu organismu anebo maji Sir§Si U€innost proti rdznorodym skupindm
grampozitivnich bakterii. ZvySujici se poptavka po bezpe¢nych potravinach zvysila zajem o
nahrazeni konvencnich antibiotik bakteriociny. Faze ristu, kdy LAB zahajuji produkci

bakteriocint, je fizena systémem bunécné komunikace quorum sensing (Noda ef al., 2018).

Bakteriociny jsou v potravinafstvi pouzivany jako konzerva¢ni latky a v lékafstvi se
uplatniuji jako baktericidni a antivirova léciva. Bakteriociny produkované LAB fadime do
nasledujicich tfid.

1. Lantibiotika — obsahuji aminokyseliny jako lantionin, 3-6 metylalntionin a malé

molekuly: 2-3 kDa. Do této tfidy miizeme zahrnout nisin, subtilin, galidermin,

epidermin a dalsi.
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2. Nemodifikované malé bakteriociny, tepelné¢ odolné (do 10 kDa) produkované

kmeny rodl Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc a Pediococcus
e 2 askupina: pediocinové bakteriociny se silnym antilisteriovym uc¢inkem
e 2 b skupina: dvoupeptidové bakteriociny
3. Velké tepeln¢ labilni bakteriociny
4. Nedefinované smési bilkovin, tukti a sacharidt (Pospisilova, 2007)

Aplikace LAB a bakteriocinii neustale ptibyvaji a jsou vyhlidky na jejich dalsi vyuziti
v budoucnu, naptiklad v anti-quorum sensing strategiich a v mistnim specifickém podavani
1é¢iv. S ohledem na riziko mozného horizontalniho pfenosu gent resistence na antibiotika
prostiednictvim LAB se musi vybér vhodnych izolath tidit ptisnymi pokyny (Mokoena,

2017).
1.7 Kmeny rodu Lactobacillus s antimikrobialni aktivitou

1.7.1 Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum je jednim znejznadméjSich druhi Lactobacillus, je rozSiten
v ruznych ekologickych oblastech, jako je zelenina, fermentovana jidla a zdrava lidska
sttevni sliznice. Doposud bylo popsdno vice nez 180 rtznych kment. Lactobacillus
plantarum se Casto pouZziva v potravinaiském a farmaceutickém primyslu jako startovaci
kultura nebo probiotikum. Lactobacillus plantarum ma také prokazanou schopnost preZzit
prachod travicim traktem a je schopen kolonizovat stfevni trakt cloveéka a jinych savci. Ve
sttevé moduluje imunitni odpovéd’ lymfoidnich a epitelidlnich bunck, moduluje stievni
mikrobiotu a potlacuje patogeny. M4 prokazanou schopnost preZzit priichod travicim traktem
a je schopen kolonizovat stfevni trakt ¢lovéka a jinych savell. Nékteré kmeny maji
protektivni a protizanétlivy ucinek prostfednictvim T-bunék, tim Ze moduluji rovnovahu
mezi Thl a Th2 produkei a stimulaci cytokind, jako je nekrotizujici faktor alfa, interleukin
1B, IL-6, IL 10, 12 a interferon gama. Interakce imunitniho systému a Lactobacillus
plantarum neni zatim objasnéna, zkoumana byla pouze kyselina lipoteichoova a plantaricin
EF. Uplatiiuje se v prevenci a 1écbé drazdivého tracniku, Crohnové chorobé a ulcerativni

colitid¢, v prevenci rakoviny a ischemické chorobé¢ srdecni (Le a Yang, 2018).
Supernatant ziskany z Lactobacillus plantarum je uspé$né pouzivany pii 1écbé chronickych
ran (dekubity, popaleniny, bércové viedy) pii mistni aplikaci. Nedostatecné hojeni ran je

zpisobeno tvorbou biofilmu a neefektivni eradikaci oportunnich mikroorganisma, jako je
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Pseudomonas auerginosa. Supernatant z Lactobacillus plantarum interferuje s patogenni
schopnosti Pseudomonas auerginosa tim, ze inhibuje adhezi, quorum sensing a faktory
virulence jako je elastdza, pyocyanin a rhamnolipidy. V supernatantu byla prokazana
pritomnost Al — 2 slou€eniny v jejiz ptitomnosti Pseudomonas auerginosa modifikuje svoji
fenotypovou expresi na planktonni zpiisob ristu a snizuje produkci faktorti virulence. Krome
této latky obsahuje dalSi komponenty naruSujici biofilm jako je DNaza, kationty soli sodiku,
vapniku a magnezia, chelatacni ¢inidla a surfaktanty, organické kyseliny, peroxid vodiku,

alkoholy, kter¢ plisobi antimikrobialn¢ (Ramos et al., 2015).

Podobny experiment je zpracovan ve studii (Carvalho et al. 2021) kde se hodnotil vliv
Lactobacillus plantarum na adhezi Escherichia coli na 1ékatsky silikon, bylo zjisténo, Ze je
schopen vytvaret stabilni biofilmy na silikonovych povrsich. Tato schopnost je ovlivnéna
sloZzenim a Cetnosti vymény kultivaéniho media, hydrodynamickymi podminkami a dobou
inkubace. Lactobacillus plantarum vykazoval vysokou aktivitu pfi inhibici adheze
Escherichia coli na silikon, tyto jeho vlastnosti, jsou spojovany s mechanismem
kompetitivniho vylouceni patogenu a dale produkci antimikrobnich sloucenin, jako jsou

bakteriociny, peroxid vodiku, exopolysacharidy a biosurfaktanty.

1.7.2  Lactobacillus acidophilus

Dtiv¢jsi studie potvrdily, ze Lactobacillus acidophilus CLR 1259 lidského ptivodu inhibuje
rust uropatogenni Escherichia coli, proto byl tento kmen zafazen mezi probiotika pro
vaginalni aplikaci. Vaginalni kmeny rodu Lactobacillus prokazatelné inhibuji rist patogenii
pusobenim vlastnich bakteriocini a také prostfednictvim produkce kyseliny mlé¢né, ktera

sniZzuje pH v prostiedi v okoli bakterie (Mokoena, 2017).

1.7.3 Lactobacillus brevis

Tento druh rodu Lactobacillus, izolovany z japonského citrusového ovoce, které se jmenuje
citrus iyokan, produkuje bakteriocin zvany jako brevicin 174 A, ktery inhibuje rast
patogennich bakterii, jako jsou Staphylococcus aureus a Listeria monocytogenes a

Streptococcus mutans (Noda et al. 2018).

1.7.4 Lactobacillus fermentum

Lactobacillus fermentum ktery byl izolovan z matefského mléka produkuje bakteriociny

ucinné v Sirokém spektru proti uropatogentim, vcetné Staphylococcus aureus, MRSA,
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Proteus spp., Enterococcus spp. Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli a Klebsiella

pneumonie (Mokoena, 2017).

Inhibi¢ni G€inky Lactobacillus fermentum vici patogentim byly publikovéany ve studii autori
(Rybalchenko et al., 2015). Bylo potvrzeno, ze tento probioticky kmen zménil morfologické
vlastnosti a potlacil tvorbu stafylokokti, enterotoxigennich enterobakterii a Candida
albicans. Pozorovan byl také vyrazny piechod do klidovych stavii, degradace bunécnych

stén a cytoplazmy a rozruseni zralych bakterialnich biofilmd.

1.7.5 Lactobacillus vurvatus

Pti pouziti bezbunééného supernatantu z bylo ve studii prokézano, ze Lactobacillus vurvatus
HH vyznamné snizuje tvorbu biofilmu u uropatogeni Candida albicans o 61,1 % a u
Candida glabrata az o 79,4 %. Tyto vysledky naznacily, Ze supernatant sniZuje tvorbu

biofilmu Candida spp. a mize byt pouzit v prevenci i 1é¢be kandidézy (Mokoena, 2017).

1.7.6 Lactobacillus casei

Kolektiv autort (Azami et al. 2022) prokazal vliv postbiotik-extraktu z Lactobacillus casei
subsp. casei na biofilm patogenni bakterie Pseudomonas auerginosa, jako inhibitoru quorum
sensing. Inhibi¢ni efekt byl potvrzen sniZzenim exprese genl virulence u této bakterie, coz
bylo potvrzeno pomoci kvantitativni real-time PCR, rovnéZ doslo k prokazatelnému tbytku
biofilmu tohoto patogenu, aniz by byl pozorovan cytotoxicky efekt. Na zdklad¢ téchto
vysledki byly kolektivem autorti této studie doporuceny postbiotika Lactobacillus casei jako

bezpecny piirodni prostfedek ke sniZeni virulence patogennich biofilmu.

1.7.7 Lactobacillus paracasei

Tato probiotickad bakterie byla testovdna jako pfirodni antimikrobidlni latka proti
enteropatogenni bakterii Vibrio parahemolyticus zptisobujici gastroenteritidy. Bylo zjiSténo,
ze pti spolecné kultivaci vyrazné snizuje Zivotaschopnost patogenu, jak v planktonni fazi,
tak v biofilmu, pficemz v planktonni fazi byl u¢inek vyrazné&jsi. Supernatant z Lactobacillus
paracasei vykazoval rovnéz na koncentraci zavisly zptsob inhibice a likvidace biofilmu

Vibrio parahemolyticus (Shangguan et al., 2021).

1.7.8 Lactobacillus gasseri

Lactobacillus gasseri a Lactobacillus crispatus jsou pievladajicimi probiotickymi

bakteriemi na vaginalni sliznici Zen. Inhibi¢ni G¢inky supernatanti na kvasinku Candida
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albicans, kterd zptisobuje infekce vaginalni sliznice, byly zkouméany ve studii (Matsuda et
al., 2018). Supernatanty téchto probiotickych bakterii inhibovaly pocate¢ni kolonizaci
Candida albicans, zrani biofilmu 1 jeho adhezi ke sliznici snizenim regulace genti

souvisejicich s tvorbou biofilmu.
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2 BIOFILM

Mnoho pfirodnich i umélych systémii je ovlivnéno biofilmy, mikroorganismy piipevnénymi
k povrchiim. Z lidského hlediska je 1ze rozd¢lit podle Gi€¢inku na zddouci biofilmy, nezadouci
aZ po biofilmy s katastrofalnim t¢inkem. Zadouci aktivita mikrobialniho biofilmu probiha
pti bioremediaci, ve filtrech, které pouzivaji Cistirny odpadnich vod, tyto biofilmy odstranuji
organické latky zvody. Prikladem nezadouciho biofilmu je biofilm nahromadény
v chladicich a tepelnych vymeénicich, kde zvySuji odpor pienosu tepla nebo biofilm
ovlivitujici ordlni hygienu. Katastrofalni ucinky aktivity biofilmu vyvijejicich se na
implantabilnich protetickych pomickach, katetrech a kanylach, kde mohou zpisobit

zavazné infekce a onemocnéni az smrt pacienta (Lewandowski, 2019).

Biofilm je definovan jako pfisedld mikrobidlni komunita mikroorganismt, casto vice
druhova, nevratné ptipojend k povrchu biotickému anebo nebiotickému. Zasazena do vlastni
matrice sestavajici z lepivych exopolysacharidd, proteini a nukleovych kyselin. Mezi
mikrokoloniemi jsou ptfitomny kanaly naplnéné vodou, které umoziuji transport Zivin a

kysliku pro bakterie umisténé ve spodni ¢ast biofilmu (Cooper et al., 2016).

Ptechod bakterii z volné Zijicitho stavu do mnohobunécné populace je komplikovany a
dynamicky proces, ktery prochdazi mnoha zménami, jako je bunééné pieprogramovani,
zmény Vv expresi specifickych genli a tvorba faktorii virulence. Koncentrace signalnich
molekul quorum sensing v biofilmech miZze byt 1000krat vyssi nez v prostiedi, kde Ziji
planktonni bakterie. Studie také ukazaly, ze tloustka, biomasa, aktivita a morfologie

biofilmu zavisi na dostupnosti Zivin v prosttedi (Deng at al., 2020).

Bakterie v biofilmu se chovaji jinak nez planktonni bakterie, zejména pokud jde o jejich
reakci na lécbu antibiotiky. Bakterie asociované s biofilmem jsou vysoce rezistentni vici
antibiotikiim. Slozita struktura biofilmu s extracelularni polymerni matrix zabrafuje tomu,
aby se k bakteriim dostala antibiotika. Bakterie v biofilmu mohou byt také ve fazi pomalého
rustu v disledku vycerpani zivin v okoli a hromadéni odpadnich metabolitl a tento stav je
také ¢ini odoln&jSimi vici antibiotikiim, ktera jsou ucinnéjsi pfi aktivnich bakteridlnich

procesech (Chen at al. 2013).
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2.1 Vyvoj a sloZeni biofilmu

Tvorba biofilmu zacina adsorpci jednotlivych mikrobidlnich bunék z roztoku, které jsou
transportovany proudem kapaliny nad povrch, nékteré buiiky se ptichyti na povrch a zacnou
produkovat exopolysacharidy (EPS) a tim produkovat biofilm. Uginnost adherence-
pfichyceni zavisi na mnoha faktorech vcetn¢ vlastnosti povrchu, fyziologického stavu
mikroorganismu a na hydrodynamice v blizkosti povrchu. Vyvoj biofilmu mizeme rozdélit
na tfi zakladni faze, jak je zobrazeno v obrazku 1. Prvni faze ptichyceni — adheze, druha faze

— kolonizace a tieti faze —rust. (Lewandowski, 2019)

Produkee biofilmu

Adheze Kolonizace Rust

\

Obr. 1 Faze vyvoje biofilmu (upraveno dle Lewandowski, 2019)

Povrch

Biofilm ma trojrozmérnou strukturu, zakladni jednotkou jsou mikrokolonie bakterii, které
jsou obklopeny mezibunécnou matrix, kterd obsahuje polysacharidova pouzdra,
exopolysacharidy, proteiny, nukleové kyseliny, fosfolipidy atd. Tvorba biofilmu nastava
adhezi bakterii na vhodny povrch a naslednou tvorbou polysacharidovych vldken. Tato
sloZita struktura obsahuje volné kandlky pro vodu pfinaSejici Ziviny a odvadéjici odpadni
metabolity. Nanos dalSich organickych a anorganickych latek z okolni kapalné faze
umoznuje narust biofilmu. Pfi starnuti biofilmu dochazi k oddéleni bunék z jeho povrchu a
jejich rozptyleni. Mikrobidlni bunky v podobé¢ biofilmu se zdsadné odliSuji od samostatnych
buné¢k planktonickych svoji odolnosti vic¢i zevnim vlivim, vysychani, napadeni
bakteriofagy, U¢inku antibiotik a dezinfek¢nich latek a protilatek. A rovnéz zde lze

vvvvvv

gent resistence (Bursova, 2014).

Ve fazi reversibilni adheze se planktonni mikroorganismy ptibliZzi k povrchu a pfilnou

k nému prostfednictvim Van der Waalsovych sil, anebo elektrostatické interakce, ve fazi
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zvané nevratna adheze se mikroorganismy pfichyti pomoci struktur bunééné adheze (napf.
pili) anebo produkuji specifické adheziny, coz vede k vytvofeni monovrstvy biofilmu. Ve
fazi zvané Casny vyvoj biofilmu bakterie zahdji vylu¢ovani extracelularnich slozek. (Cooper

etal.,2016)

2.2 Vyznam biofilmu v potravinarstvi

Biofilmy se v poslednich 30 letech staly hlavnim problémem environmentéalni mikrobiologie
v potravinaiském primyslu. Toto téma je vyznamné kvili potencialni kontaminaci potravin
biofilmy; jsou zodpovédné za vice nez 20 % ptipadil otravy potravinami a jsou az 1000krat
tolerantnéjSi k antibiotikim nez jejich planktonni protéjsky. Pro potravindisky pramysl
ptedstavuji biofilmy velkou vyzvu, protoze umoziuji bakteriim vézat se na fadu povrchi,
vcetné pryze, polypropylenu, plastd, skla, nerezové oceli, a dokonce i potravinafskych
vyrobktll, béhem né¢kolika minut, coz je nasledovano vyvojem zralych biofilmii béhem

nékolika hodin az dnti (Carrascosa at al., 2021).

Pfi zpracovani potravin dochazi k Castym interakcim mezi mikroorganismy, které mohou
nakonec vést k tvorbé hustych, komplexnich a vysoce strukturovanych, vice druhovych
biofilm1. Kooperativni, kompetitivni nebo neutralni interakce mezi potravinovymi patogeny
(napt. Salmonella, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus a Escherichia coli) a
dal§imi mikroorganismy v biofilmech mohou zvySovat patogenitu. ZvySena odolnost vétsiny
vice druhovych biofilmil vii¢i dezinfekénim prostfedkiim vSak zlstava v potravinarském

prumyslu velkou vyzvou (Li et al. 2021).

Na vétsin€ povrchll v potravinafském primyslu, jako jsou riizna zatizeni, potrubi anebo
membranové systémy se vyskytuje mikrobialni biofilm, ktery je tim padem Spatné ptistupny
a analyzovatelny. Proto je snaha vyvinout sensory in situ, které by umozZnily monitorovat
zneCisténi povrchu, coz by potom umoznovalo vC€asnou detekci a lokalizaci zneciSténi.
S timto cilem byl vyvinut sensor, ktery detekuje autofluorescenci aminokyselin jako

indikatoru mikrobidlni biomasy (Alvarez-Ordofez et al. 2019).

Budouci strategie pro kontrolu nezadouciho biofilmu by proto mohly zahrnovat zimérnou a
tfizenou kolonizaci prostfedi, v némz se potraviny zpracovavaji, vybranymi a prospeSnymi
mikroorganismy, které by koneénym potravindiskym produktim propijcily pozitivni
vlastnosti a zaroven konkurenceschopné vyloucily Skodlivé mikroorganismy, ¢imz by se

zlepsila kvalita a bezpe¢nost zpracovavanych potravin a dosdhlo by se tak i omezeni
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nezédouciho vlivu na Zivotni prostfedi v disledku pouziti biocidnich ¢isticich prostredkt

(Alvarez-Ordonez et al. 2019).

2.3 Vyznam biofilmu v mediciné

Biofilmy v Gstni dutin€ a na dychacich cestach jsou spojovany s infekcemi dychacich cest a
zubnimi kazy a parodontitidou. Kromé¢ toho je v literatufe poukazovano na vyssi odolnost
biofilma vii¢i usmrceni bakterii bakteriocidnimi antibiotiky. Oproti tomu biofilmu podobna
spoleCenstva v travicim traktu obsahujici prospésné laktobacily mohou mit ochrannou

probiotickou funkci (Aoudia et al., 2016).

Tvorba biofilmu bakteridlnimi patogeny na implantovanych zdravotnickych prostifedcich
zpisobuje velkou morbiditu a mortalitu pacientl a vede k miliardovym nékladiim na
zdravotni péci. Z tohoto diivodu jsou nalé¢have zapotitebi nova terapeuticka feSeni jina nez
konvenc¢ni antibiotickd terapie. Jednou z moznosti je pouziti uréitych molekul a enzymi
které naruSuji biofilm a inhibuji tvorbu biofilmu. Dalsi smér, kterym se ubird soucasny
vyzkum se zaméfuje na Gpravu materialli pouzivanych ve zdravotnickych prostiedcich tak,

aby byly odolné viici tvorbé biofilmu (Chen et al. 2013).

Tvorba biofilmu na zdravotnickych pomickach a implantatech, jako jsou srde¢ni chlopné,
kardiostimulatory, cévni S$tépy, katetry, kloubni protézy, nitrod€lozni téliska, stehy a
kontaktni coc€ky, pfedstavuji zdvazné riziko infekce pro pacienta. Mezi bakterie nejcastéji
spojované s infekcemi souvisejicimi se zdravotni péci patii Staphylococcus aureus,
Staphylococcus  epidermidis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa a Acinetobacter (Subhadra et al.

2018).

2.4 Quorum sensing

cey

Bakterie jsou socialni organismy, které Ziji a vytvareji velmi slozitd a vysoce organizovana
spolecenstva. Tyto mnohobunécné struktury se vyvijeji na riznych povrSich a usnadnuji
preziti a optimalni vyuziti zdrojii v nehostinnych prosttedich. Tato struktura a s ni spojeny
zivotni styl se oznacuji jako "biofilm". Odhaduje se, ze vice nez 99 % veskeré bakterialni
aktivity v pfirodnich ekosystémech je spojeno s bakteriemi organizovanymi v biofilmech.

Pochopeni biologie biofilmt je tedy zasadni pfi studiu ekosystémt, vcetné téch ptdnich.
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Quorum sensing (QS) je klicovy mechanismus, ktery reguluje nckolik aspektii vyvoje

biofilmu, v¢etné adheze, motility, zrani a disperze (Nievas at al., 2012).

Miuizeme ho pfirovnat k jazyku umoznujicimu bakteriim regulovat mnohé fenotypové
vlastnosti jako je virulence, bioluminiscence, horizontalni pfenos DNA, syntéza antibiotik a
bakteriocinli, tvorba biofilmu, schopnost odolavat drsnému zalude¢nimu prostredi a
schopnost tvofit sekundarni metabolity a upravovat tim naptiklad potraviny (Kareb a Aider,

2020).

Je to proces, pii némz bakterie ve skupinach koordinované reguluji genovou expresi a to tak,
ze vylucuji signdlni molekuly zvané autoinduktory a s rostouci denzitou bakterii se zvySuje
koncentrace autoinduktoru az do bodu, kdy miize modulovat transkripéni regulaci

v buiikach, coz vede ke zméné genové exprese (Conway ef al., 2015).

U jednotlivych planktonickych bunék a pti nizké bun&cné hustoté se mikroorganismus chova
jako jednobunéény, pokud je dosazeno urcitého stupné populacni hustoty, mize se zacit
chovat diky mechanismu quorum sensing jako mnohobunécny organismus. Nedavné studie
dokazaly, ze si takto mohou mikroorganismy komunikovat nejen v ramci stejnych druhi, ale
jsou schopné reagovat i na signaly neptibuznych druht, pficemz je také ziejmé, Ze proces

QS neni omezen jenom na bakterie (Paldrychova et al., 2017).

Je mozné, Ze principy, na kterych je zaloZzeno quorum sensing u bakterii jsou zasadni 1 pro
kolektivni chovani u vyssich organismi. Napiiklad socidlni hmyz, jako je véela medonosna
a mravenec obecny pouzivaji mechanismus podobny QS k urovani mist k hnizdéni

(Papenfort a Bassler 2016).

Regulace pomoci QS byl v literatufe poprvé popsan v souvislosti s luminiscencni moiskou
bakterii Vibrio fischeri. Tento mikroorganismus exprimuje geny fidici emisi svétla enzymem
luciferdza, ale pouze tehdy, pokud Zije v symbidze se svymi pfirozenymi hostiteli
(hlavonoZci). V takovém piipad€ je jeho bunéfnd hustota dostatetné vysokd. Pokud se
Vibrio fisheri vyskytuje volné v planktonni formé v oceanu, luciferazu neprodukuje

(Paldrychova et al., 2017).

2.4.1 Quorum sensing u grampozitivnich bakterii

U grampozitivnich bakterii jsou v systému QS signalnimi molekulami peptidy zvané auto
induktorové peptidy (AIP). Jsou zndmé dvé€ drahy, které se od sebe odliSuji v mechanismu

percepce signdlu. Prvni drdha transportuje AIP dvouslozkovym systémem (TCS) ktery
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vyuziva transmembranovou histidinkindzu (HK) a cytoplazmaticky transkripéni regulator
(RR). AIP je vylucovan do extracelularniho prostoru, pfi urcit¢ hladiné mnozstvi je
detekovan a vede k fosforylaci HK, fosforylova skupina je pfendsSena na cytoplazmaticky
transkripcéni regulator. Fosforylace RR moduluje schopnost regulatoru aktivovat, anebo
potladit specifické geny. Schéma této drdhy je zobrazeno na obrazku 2. Tento zplsob
vyuzivaji k ptirozené transformaci bakterie S. pneumonie, B. subtilis a S. aureus. Druha
draha spociva v opétovném importu AIP do bakterie pomoci oligopeptidu AMI, patficim do
rodiny ABC transportérti, nasledné reaguje AIP pfimo s cytoplazmatickym regulatorem
transkripce a moduluje expresi specifickych genil. Tato cesta byla popsana pii produkci

bakteriocinu Lactobacillus sakei (Kareb a Aider, 2020).
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Obr. 2 Quorum sensing u grampozitivnich bakterii (upraveno dle Kareb a Aider, 2020)

2.4.2 Quorum sensing u gramnegativnich bakterii

Nejbéznéjsimi  signalizacnimi molekulami u gramnegativnich bakterii jsou N-acyl
homoserin laktony (AHLs) nebo jiné molekuly, které jsou syntetizovany z S-
adenosylmethionin (SAM). Tyto autoinduktory jsou schopny volné prochazet bakterialni
membranou a jsou vazané na specifické receptory, které¢ se vyskytuji bud’ ve vnitini
membrané anebo v cytoplazmé. Schéma této drahy je zobrazeno na obrazku 3. Quorum
sensing obvykle méni desitky az stovky geni, které¢ jsou klicové pro rizné biologické

procesy (Papenfort a Bassler 2016).
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Obr. 3 Quorum sensing u gramnegativnich bakterii (upraveno dle Kareb a Aider, 2020)
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Obr. 4
a) Graf zavislosti hustoty bakterii a zapinani quorum sensing systému
b) Hlavni signalni molekuly u grampozitivnich a gramnegativnich bakterii

(upraveno dle Kareb a Aider, 2020)
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2.4.3 Quorum sensing universalni — mezidruhovy signalni systém

Prostfednictvim QS jsou napiiklad patogeny schopny synchronizovat produkci specifickych
proteinti potfebnych pro infekéni procesy. Tento proces muze nastat prostfednictvim acyl-
homoserin laktonovych derivatd, jako je to u gram negativnich bakterii anebo cestou
signalnich peptidli u grampozitivnich bakterii. V neddvné dobé byla objevena dalsi cesta QS,
ktera je rozSifena jak u gramnegativnich tak u grampozitivnich bakterii, ktera je zalozena na
LuxS/AI-2, ktery generuje signdlni slouceninu 4-hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanon
(Mansel, 2005).

Systém LuxS/AI-2 je pravdépodobné universalni signalni molekula vyskytujici se souc¢asné
u gramnegativnich i1 grampozitivnich bakterii je regulacni mechanismus umoziujici
bakteriim ¢init kolektivni rozhodnuti expresi specifického souboru genti vylu¢ovdnim a
detekci signalni molekuly Al-2, furanosylborat-diesteru, ktery byl identifikovan u Vibrio
Harvey stejné jako u Escherichia coli. Tato signalni cesta se podili na mnoha fyziologickych
procesech jako je tvorba biofilmu, virulence a antibioticka resistence. Inhibice bakterialniho
QS predstavuje novou antibakterialni strategii, ktera zabranuje rozvoji bakterialni resistence

a snizuje virulenci bakteridlnich populaci (Wang et al. 2019).

2.4.4 Quorum sensing u rodu Lactobacillus

Aby byla bakteriim rodu Lactobacillus umoZznéna kolonizace a perzistence ve svych
prirozenych nikach, a predevs§im také adaptace na jiné prostifedi a podminky, potfebuji tyto
bakterie smyslové systémy k detekci specifickych signali prostfedi. Tato funkce je u vSech
grampozitivnich bakterii zprosttedkovana dvousloZzkovymi regulacnimi systémy TCS, které
se skladaji z membranové umisténé proteinkindzy (HPK), ktera monitoruje prostfedi a
z regulatoru odpovédi (RR), ktery reguluje expresi specifickych genti. HPK a RR funguje na
principu fosforylového pienosu signalu. HPK a RR monitoruje a ndsledné reaguje na zmény
podminek jako je osmolalita, dostupnost Zivin (C, N, P) nebo teplota. Tento systém reaguje
také na hustotu specifickych signalnich molekul — autoindukénich peptidii zapojenych do
quorum sensing mezi bakteriemi a modifikuji tak vlastnosti jako je virulence, kompetice a
tvorba bakteriocinti. Bakterie rodu Lactobacillus mohou obsahovat vice quorum sensing
dvouslozkovych systémi, coz upozoriiuje na vyznam mezidruhové komunikace (Sturme et

al., 2007).

Navzdory ekonomickému piinosu v potravinaistvi neni dikladné prostudovano a

zdokumentovano quorum sensing u bakterii mlééného kvaseni. Uplatiuji se zde vSak jako
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signalni molekuly SHP (Short hydrofobic peptide) a transkripcni regulator patiici do rodiny
RGG. Tento mechanismus byl prokazan u S. thermophilus. Schéma tohoto mechanismu je
zobrazeno na obrazku 5. Tento regulacni systém se podili také na biosyntéze bakteriocint.
Pti dosaZeni hladiny zralého peptidu SHP 1388 je prekursor peptidu stépen endopeptidazou
a exportovan extracelularné pozdéji je reimportovan zpét do buiky oligopeptidem
transportérem AMI CDEF. Jakmile je v buiice, reaguje s transkripénim regulatorem RGG

1358 a moduluje expresi specifickych gent (Kareb a Aider, 2020).

Jiz diive byla zminéna souvislost mezi sekreci signalnich molekul quorum sensing systému
a tvorbou biofilmu jako naptiklad ve studii autord (Gu et al., 2021) kde byl prokazan
podptrny ucinek exogenniho AI-2 (universalniho signalu QS) na tvorbu biofilmu u riznych
druhit Lactobacillus plantarum. V testu u bakterii, kterym bylo suplementovdno AI-2 pfimo
do Zivné pudy, byla ovlivnéna tvorba biofilmu zvySenim tvorby EPS, rovnéz se také ale
zvysil rist bun¢k planktonnich. Suplementace AI-2 rovnéz vyznamné zlepsila toleranci
bun¢k ke zlucovym solim. Tento efekt podle autorGt mohl byt zplGsoben usnadnénim
produkce EPS a potlacenim hydrolyzy polysacharidi. (Deng et al., 2022) ve své praci
prokazali, ze AI-2/LuxS quorum sensing systém Siroce pouzivané probiotické bakterie
Lactobacillus rhamnosus GG podporuje produkci biofilmu a zlepSuje zaroven resistenci
zvitfeciho modelu Dania reria proti enterotoxigenni Escherichia coli, coZ potvrdili v testech
s divokym kmenem Lactobacillus rhamnosus GG a jeho mutantem bez Lux/S.
V nepfitomnosti Lux/S u mutanta bakterie se snizila tvorba biofilmu, vylu¢ovani
extracelularnich polysacharidu a taktéZ adheze byla narusena, coz doklada Siroké souvislosti

mezi signalizaci quorum sensing a tvorbou biofilmu.

Podobnou préaci s bakterii Lactobacillus acidophilus publikovali (BUCK, B.L., M.A.
AZCARATE-PERIL a T.R. KLAENHAMMER, 2009), kteii zkoumali, zda signaliza¢ni
molekula autoinduktoru AI-2, kterd je soucésti quorum-sensing, ovliviiuje adherenci ke
sttevnim epitelidlnim buitkam. Srovnavali opé€t fenotypové vlastnosti divokého typu bakterie
a mutantniho kmene s absenci LuxS enzymu. Mutantni kmen s absenci LuxS vykazoval
sniZzenou uroven konecné biomasy a testech na schopnost adheze k epitelidlnim stfevnim

bunkam byl zjiStén vyrazny pokles adheze.
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Obr. 5 Schéma Quorum sensing SHP-Rgg u Streptococcus termophilus (upraveno dle

Kareb a Aider, 2020)

2.4.5 Quorum quenching

K nejznaméjsim mechanismiim quorum quenching (QQ) patii enzymaticka degradace
molekul AHL, kterou katalyzuji ¢tyfi riizné enzymy, jsou to laktonazy, acylazy, reduktazy a
oxidazy, které Stépi amidovou vazbu AHL anebo modifikuji jeji aktivitu. Dal§i moZnosti je
vyuziti indukénich antagonistt, tyto molekuly soutéZi s induktory o stejné vazebné misto na
receptoru a blokuji tak ptenos signalu do bunky. Mechanismus QQ je zobrazen na obrazku
6. Mozné je také vyuZiti inhibitorti signalnich molekul napf. inhibitort kinaz jako je closantel
nebo RWJ — 49815, ktery vede k inhibici QS signald u grampozitivnich bakterii. Poslednim
zpuisobem je blokovani signalni transduk¢ni kaskady (Paluch ef al., 2020).
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Obr. 6 Mechanismus blokovani quorum sensing u grampozitivnich a gramnegativnich

bakterii (upraveno dle Paluch et al., 2020)

Komunikace mezi bufikami muize byt naruSena antagonizujicimi skupinami bakterii

nazyvajicim se quorum quenching. Tento fenomén je pfitomny mezi grampozitivnimi i

gramnegativnimi bakteriemi a m4 za nasledek zeslabeni quorum sensing indukovaného

signalu a tim 1 nezddouci exprese genii. Quorum quenching muize blokovat, izolovat a

degradovat signalni molekuly QS. Nejvice prostudovany je systém degradace AHL u

gramnegativnich bakterii, a to laktonazou v Bacillus subtilis, kterd hydrolyzuje laktonovy

kruh AHL a znemoziiuje tak ptenos signalu. Dalsi strategii je pouziti LAB, které také jsou

schopny blokovat QS, jako je to naptiklad v ptipadé Lactobacillus reuteri RC-14, ktery je

schopen inhibovat virulenci S. aureus. Podobny jev byl dale pozorovan u E. coli O157:H7

ve spolecné kultuie s Lactobacillus acidophilus. Proto je v soucasné dobé vénovan quorum
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quenching zvySeny zdjem jako potencionalnimu novému prostiedku pro boj s patogeny

(Kareb a Aider, 2020).

Nekteré bakterialni druhy jako je Pseudomonas, Auerginosa, Klebsiella pneumonie,
Agrobacterium tumefacis a predevsim Bacillus spp. produkuji enzymy které jsou schopné
degradovat AHL molekuly a interferovat tak s quorum sensing. Tato schopnost byla
nalezena vsak také u 1écivych rostlin a hub. Lé¢ivé rostliny produkuji fadu sekundarnich
metabolith jako jsou flavonoidy, fenoly, saponiny, kumariny, taniny, alkaloidy a terpeny
pusobici proti quorum sensing. Je to napiiklad mexicky jam bean (Pachyrhisus erosus),
Stirovnik ruzkaty (Lotus corniculatus), jeCmen sety (Hordeum Vulgare), Cervend fasa
(Delisea pulchra). Uéinnost prokazuji dale i silice z esencilnich olejii levandule, skofice
obsahujici latku kumarin, ktery interferuje s quorum sensing Pseudomonas auerginosa.
Cinnamaldehyd ze skofice je uc¢inny proti biofilmu jak u gramnegativnich, tak
grampozitivnich bakterii. Flavonoidy quercetin, apigenin, naringenin interferuji s quorum
sensing E. coli 0157:H7. Hesperidin a naringenin je U¢inny proti Yersinia enterocolitica.
Peprmintovy olej a mentol plsobi inhibi¢né proti Chromobacterium violaceinum a piperin a

embelin z pepfe proti Streptococcus mutans (Paluch et al. 2020).

2.5 Metody detekce biofilmu

Metody, kterymi mizeme potvrdit tvorbu biofilmu délime na metody fenotypové a metody
genotypové. Fenotypové metody spocivaji v kultivaci mikroba a jeho nasledném barveni
biofilmu, ktery je pfichycen exopolysacharidovou matrici ke st€éndm zkumavky anebo
mikrotitracni desti¢ky, v pfimém mikroskopickém pozorovani obarvené vrstvy biofilmu
napiiklad na povrchu katetru déle na hodnoceni vzhledu mikrobidlnich kolonii na agarech
s kongo Cerveni, nebo na posouzeni povrchovych vlastnosti mikroba. Prikazem geni
odpovédnych za tvorbu biofilmu a studiem exprese specifickych genli za konkrétnich

podminek se zabyvaji metody genotypové.

Chemické metody, které vyuzivaji barviva nebo fluorochromy, které se mohou vézat na
specifické slozky biofilmu jako je EPS, fadime k takzvanym nepfimym metodam detekce.
Tyto testy barvi zivé a mrtvé buiiky v biofilmu a také jeho matrici a jsou tak vhodné pro

kvantifikaci celkové biomasy biofilmu (Azeredo et al., 2017).
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Metody k detekci a sledovani biofilmu zahrnuji fluorescencni mikroskopii, MTT test a
Christensenovu metodu. MTT test a Christensenova metoda jsou metody zalozené na
barveni biofilmu a nasledném spektrofotometrickém meéieni. Pfi Christensenové metod¢ se
biofilm barvi krystalovou violeti a po promyti vodou se barva vyluhuje etanolem a nasledné
zbarveni vyluhu odpovida sile tvorby biofilmu. Oproti tomu pii MTT testu se sleduji pouze
zivé bunky biofilmu, metabolicky aktivni butiky biofilmu redukuji Zluté tetrazoliové barvivo
(MTT) na fialovy formazan, ktery se rozpusti v dimethylsulfoxidu a barva extraktu je potom
pfimo umérnd poctu zivotaschopnych bakterii. U obou téchto metod je zkoumdana tvorba
biofilmu stanovenim meznich hodnot, tyto hodnoty jsou stanoveny z referen¢ni hodnoty, coz
je hodnota bez inokulace mikroorganismem a tfi smérodatnych odchylek. Vysledna hodnota
potom spada do jedné ze tii kategorii: bez biofilmu, slabd tvorba biofilmu a silna tvorba
biofilmu.

Fluorescen¢ni mikroskopie umoziuje pozorovat zivotaschopnost biofilmu. OdliSeni zivych
bun¢k od mrtvych lze provést barvenim propidium monoazidem, ktery proniké do narusené
cytoplazmatické membrany mrtvych bunék. Rozlisi se tak pomér zivych a mrtvych bunék,
které po obarveni zobrazi nukleové kyseliny fluoreskujici zelenou barvou SYTO® 9 (Pleva

etal.., 2022).

Biofilm Ize také kvantifikovat pomoci kvantitativni polymerazové reakce (q PCR). Tento
pristup vSak mize nadhodnocovat pocet zivotaschopnych bunék, kviili pfitomnosti volné
extracelularni DNA a DNA pochézejici z bun¢k mrtvych. Modifikaci této metody pro tcely
presnéjsi kvantifikace biofilmu je PMA — qPCR, pfi které jsou vzorky pied extrakci DNA
oSetfeny propidiem monoazidem tato molekula vstupuje pouze do buné€k s narusenou
membranou a viadi se mezi baze a takto upravend DNA mrtvych bun€k a volné DNA pii

reakci neni amplifikovana (Azeredo et al., 2017).

Fluorescencni in situ hybridizace byla vyvinuta pro identifikaci bakterii v 90. letech, oteviela
¢etné nové vyzkumné cesty ke zkoumani prostorové organizace smiSenych mikrobialnich
spolecenstev, jako jsou biofilmy. Principem této metody je oznacCeni n€kolika specifickych
chromozomovych oblasti fluorescenéné znac¢enou sondou komplementéarni ke zkoumanému
useku DNA. Vysledky ukazuji, ze pomoci FISH lze vySetfovat biofilmy slozené z vice druhii
bakterii s rozdilnymi vlastnostmi barveni podle Grama. V kombinaci s optickymi fezovymi
vlastnostmi konfokalni laserové skenovaci mikroskopie (CSLM) je tato technika ptislibem
pro analyzu prostorovych zmeén ve sloZeni biofilmu v reakci na vyzvy prostfedi. Snimek

CSLM je zobrazen na obrazku 7 (Thurnheer at al., 2004).
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Obrazek ¢. 7 Snimek CSLM pomoci FISH, fluorescen¢né¢ znacené sondy u 3 riznych

bakterii ve smiSeném oralnim biofilmu (Thurnheer at al., 2004)

2.6 Metody detekce quorum sensing

Kvantitativni a kvalitativni méfeni autoinduktord, lze provadét riznymi technikami,
muzeme ho klasifikovat jako pfimé a nepifimé. U nepiimych technik se pouziva jako
indikator biosenzor. Signalni molekula, obsahujici specifické funkcni skupiny reaguje
s chemickymi latkami biosensoru tak, Ze vyvolavaji barevnou reakci anebo luminiscenci,
kterou je mozné kvantifikovat. Mezi pfimé metody milizeme zahrnout piedev§im

kapalinovou chromatografii s tandemovou hmotnostni spektrometrii. (Paluch ez al., 2020)

K hlavnim pfistupiim studia quorum sensing mechanismu nalezi nepochybné genomika a
transkriptomika. Sekvenovani genomu otevielo cestu k dalsim metodam jako je naptiklad
srovnavaci a funk¢ni proteomika. Proteomika umoziuje stanovit celkovy obraz o proteinech
exprimovanych z genomu a poskytuje tak nové poznatky o chovani bakterii, které je fizeno

quorum sensing signaly. V proteomice se pouzivaji predev§im molekularn¢ separac¢ni
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metody jako je napiiklad gelovd elektroforéza proteind, vysokoucinnad kapalinova

chromatografie a hmotnostni spektrometrie (Di Cagno at al., 2011).

Casto jsou pouzivany metody detekce quorum sensing u rodu Lactobacillus kultivaéng, a to

pomoci biosensort.

Aktivita nékterych autoinduktorti lze zjistit pomoci reportérovych kmeni bakterii
vyvolavajicich bud’ luminiscenci anebo barevnou reakci. Jednou s takovych indikatorovych
bakterii pro quorum sensing je Vibrio Harvei. Biologicky test pti kultivaci Vibrio Harveyi
s ptidavkem supernatant z kultury z kmenQ Escherichia coli, Salmonella typhimurium
v mikrotitracnich destickach a nasledném mefeni bioluminiscence byla provedena ve studii

Surette a Bassler uz v roce 1996.

Moftska bakterie Vibrio harveyi vyuzivd k regulaci bioluminiscence dva mechanismy
quorum sensing Al-2 a Al-I. Mutantni kmen Vibrio harveyi je schopen reagovat pouze na
signalni molekuly AI-2, které stimuluji expresi luciferazového operonu (lux geny) pro
indukci bioluminiscence. Tato metoda se bézné pouziva jako biologicky test k prokazani
pfitomnosti molekul AI-2 u jinych bakteridlnich druhli. AI-2 syntaza LuxS se vyskytuje u
vice nez 40 druhii gramnegativnich a grampozitivnich bakterii (DeKeersmaecker a

Vanderleyden, 2003).

V tomto testu se vyuziva bioluminiscencni bakterialni reportérovy kmen Vibrio harveyi
BB170, ktery produkuje svétlo v reakci na pfitomnost autoindutortt AI-2. Prvni krokem je
odbér vzorkl supernatantu kultury testovaného kmene. Ve druhém kroku se supernatant
prida ke kultute reportérového kmeni Vibrio harveyi a odecte se vysledna produkce svétla
pomoci luminometru. AI-2 aktivita se vypocita jako indukce luminiscence Vibrio harveyi

(Taga, 2005).

Podle autorti (De Keersmaecker a Vanderleyden, 2003) byly detekovany signdlni molekuly
AlI-2 u mnoha bakterii rodu Lactobacillus a to naptiklad u Lactobacillus rhamnosus GG
ATCC 53103, Lactobacillus rhamnosus GG E-96666, Lactobacillus rhamnosus Lc705,
Lactobacillus rhamnosus LMG 18030, Lactobacillus rhamnosus LMG 6400, Lactobacillus
rhamnosus NRRL-445, Lactobacillus rhamnosus 1/6, Lactobacillus casei immunitas,
Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus plantarum NCIMB 8826 Int-1, Lactobacillus
johnsonii VPI 11088, Lactobacillus casei ATCC 393.
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II. PRAKTICKA CAST
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3 METODIKA

3.1 Material ke kultivaci

Ke kultivaci jsme pouzili 45 kmenl rodu Lactobacillus pochézejicich ze sbirky

mlékarenskych bakterii CCDM Laktoflora, které byly uchované ve forme lyofilizatu.

3.1.1 Seznam kmenu

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Lactobacillus bulgaricus CCDM 767

Lactobacillus casei CCDM 145

Lactobacillus casei CCDM 422

Lactobacillus casei CCDM 650

Lactobacillus casei subsp. casei CCDM 198
Lactobacillus casei subsp. casei CCDM 199
Lactobacillus casei subsp. casei CCDM 802
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus CCDM 66
Lactobacillus fermentum CCDM 154

Lactobacillus hilgardii CCDM 828

Lactobacillus paracasei CCDM 888

Lactobacillus paracasei subsp. tolerans CCDM 832
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 741
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 792
Lactobacillus plantarum CCDM 147

Lactobacillus plantarum CCDM 178

Lactobacillus plantarum CCDM 181

Lactobacillus plantarum CCDM 182

Lactobacillus plantarum CCDM 183
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20. Lactobacillus plantarum CCDM 184
21. Lactobacillus plantarum CCDM 185
22. Lactobacillus plantarum CCDM 186
23. Lactobacillus plantarum CCDM 187
24, Lactobacillus plantarum CCDM 188
25. Lactobacillus plantarum CCDM 189
26. Lactobacillus plantarum CCDM 191
27. Lactobacillus plantarum CCDM 194
28. Lactobacillus plantarum CCDM 196
20. Lactobacillus plantarum CCDM 336
30. Lactobacillus plantarum CCDM 375
31. Lactobacillus plantarum CCDM 381
32. Lactobacillus plantarum CCDM 383
33. Lactobacillus plantarum CCDM 384
34. Lactobacillus plantarum CCDM 385
35. Lactobacillus plantarum CCDM 388
36. Lactobacillus plantarum CCDM 391
37. Lactobacillus plantarum CCDM 535
38. Lactobacillus plantarum CCDM 583
39. Lactobacillus plantarum CCDM 195
40. Lactobacillus plantarum CCDM 387
41. Lactobacillus rhamnosus CCDM 821
42. Lactobacillus rhamnosus CCDM 963 A
43. Lactobacillus sakei subsp. carnosus CCDM 776
44, Lactobacillus sakei subsp. sakei CCDM 339

45. Lactobacillus sakei subsp. sakei CCDM 717
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3.1.2  Zivna pada pro laktobacily

De Man, Rogosa a Sharpe (MRS);(Merck KGaA, Darstadt, Germany) specialni zivna puda
pro laktobacily obsahujici polysorbat, acetat, hot¢ik a mangan o kterych je znamo, ze piisobi
pfiznivé na jejich rast, stejné jako bohaty nutricni zadklad, zahrnujici glukozu, pepton

z kaseinu, masovy extrakt a kvasni¢ni extrakt.

Ptesné slozeni z dokumentace o instantnim bujonu MRS z technické dokumentace v (g/1):
pepton z kaseinu 10,0 (g/1); masovy extrakt 8,0 (g/l); kvasinkovy extrakt 4,0 (g/1); D (+) -
glukoza 20,0 (g/l); hydrogenfosforecnan draselny 2,0 (g/I); Tween 80 1.0 (g/l);
hydrogencitrat dvojamonny 2.0 (g/1); octan sodny 5.0 (g/1); siran hote¢naty 0.2 (g/l); siran
manganaty 0.04 (g/l). (Merck KGaA, Darstadt, Germany, 2022)

Ptiprava dle doporuceni vyrobce: 52.2 g MRS granulatu / litr destilované vody, doporuc¢eno

autoklavovat 15 minut pfi teploté 121°C.
Vysledné pH: 5.7 = 0.2 pfti 25 °C.

Do instantniho bujonu jsme navic ptidali 5 % cystein (Merck KGaA, Darstadt, Germany,

2022) a 3 % glukdézu (Merck KGaA, Darstadt, Germany, 2022)

navic.

3.1.3 Laboratorni pomiicky a chemikalie
e Mikrotitracni destiCky - 96 jamek, polystyrenové
e Automatické pipety
e Etanol denaturovany 96 %
e Roztok krystalové violeti

Ptiprava: 10 g krystalové violeti se rozpusti v 96 % etanolu a doplni do 500 ml 1% roztoku

Stavelanu amonného. Takto pfipraveny roztok se nésledné zfiltruje.
e Destilovana voda
e Parafin

e Fyziologicky roztok
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3.1.4 Pristrojova technika pro kultivaci a stanoveni biofilmu
e Tecan Infinite M 200 PRO (Tecan, Ménnedorf, Switzerland)
e Biohazard box EUROFLOW (Schoeller Instruments, CR)
¢ Biologicky termostat Memmert INE 600 (Memmert, Schwabach, Némecko)
e Analytické vahy Adventurer Pro 500 (Ohaus, New Jersey, USA)

e Denzitometr (Erba Lachema s.r.o., CR)

3.1.5 Oiziveni lyofilizovanych kultur

Do zkumavek s 10 ml MRS média s ptidavkem 5 % cysteinu byl asepticky vlozen lyofilizat
sterilni klickou, suspenze byla upravena tak, aby odpovidala 1. stupni Mc Farlandovy
stupnice (cca 3x10® CFU/ml), zkumavky byly nasledné inkubovany v termostatu Memmert
INE 600 (Memmert, Schwabach, Némecko) po dobu 24 hodin pii 37° C za anaerobnich

podminek, tj. v exikatoru s hoftici svickou.
3.2 Kultiva¢ni metody pro stanoveni biofilm pozitivnich kmenii

3.2.1 Christensenova metoda stanoveni tvorby biofilmu

Tato metoda vyuziva schopnost bakteridlniho kmene tvoticiho biofilm pfilnout ke sténé
kultivacni zkumavky nebo mikrotitracni desticky. Vrstva biofilmu je nasledné obarvena
krystalovou violeti nebo safraninem. U zkumavkové metody se intenzita zbarveni stén
hodnoti subjektivné pouhym okem, avSak modifikovany test na mikrotitracnich destickach
je jako kvantitativni test lepsi neZ zkumavkovy test z hlediska objektivity a pfesnosti,
mnozstvi biofilmu je zde hodnoceno pomoci spektrofotometru méfenim absorbance. Na
pfilnuti bakteridlnich bunék maji vliv chemické a fyzikalni vlastnosti povrchu zkumavky ¢i
desticky, vétSina mikroorganismul se pfichyti 1épe na hydrofobni povrchy — plasty neZ na
hydrofilni povrch — sklo. Tento zplisob barveni jako prvni publikoval Gordon D. Christensen
(1985) ve studii, kde zkoumal biofilm vytvofeny koaguldaza pozitivnimi stafylokoky
z intravaskuldrnich katetrii a intracerebralnich shuntt (Djordjevic at al., 2002, Pleva at al.,

2022).

3.2.2 Postup kultivace v mikrotitra¢nich destickach Christensenova metoda

Do sterilnich mikrotitra¢nich desticek se nadavkovalo automatickou pipetou 200 ul MRS

média, 5 pl inokula ozivené kultury a 30 ul parafinu a byly inkubovany v termostatu po dobu
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48 hodin p#i 37° C. V kazdé desticce byly posledni dva sloupce pouzity jako negativni
kontrola, kde byl pouzit pouze Cisty bujon bez inokula kultury. Po inkubaci se desticky
opatrn¢ promyly vodou, nasledn¢ destilovanou vodou, tak aby se odstranila planktonicka
faze bakterii, poté se do jamek nadavkovalo 200 pl 96 % etanolu na 20 minut pro zafixovani
biofilmu, po vyliti etanolu a vysuSeni jamek se do jamek ptidalo 200 pl roztoku krystalové
violeti k obarveni vrstvy biofilmu po dobu 20 minut. Dal§im krokem bylo promyti vodou a
destilovanou vodou a opétovné nadavkovani 200 pl 96 % etanolu k vyluhovani barviva
z vrstvy biofilmu. Intenzita zbarveni vyluhu ethanolu je pfimo umérnd mnoZstvi
vyprodukovaného biofilmu. Poslednim krokem byla zavérecnd kvantifikace biofilmu
meéfenim absorbance krystalové violeti pti 600 nm. v spektrofotometrickém pristroji Tecan

Infinite M 200 PRO (Tecan, Ménnedorf, Switzerland); (Pleva at al., 2022).

Kultury pro stanoveni rustovych kiivek byly inkubovény v Tecan Infinite M 200 PRO
(Tecan, Minnedorf, Switzerland) po dobu 72 hodin a kazdych 30 minut byla méfena a

automaticky zaznamendvana opticka denzita vzorku.

Bylo provedeno deset opakovani kazdého z uvedenych kmenli ve dvou métenich na
stanoveni biofilm pozitivnich kment a jejich ristovych kiivek.

3.2.3 Stanoveni hrani¢ni hodnoty pro biofimpozitivitu bakterii

Pfi stanoveni hodnoty ODH se postupovalo nasledujicim zptisobem:

Z jamek negativnich kontrol jsme zjistili primérnou OD negativnich kontrol a vypocitali

jejich smérodatnou odchylku.

Hrani¢ni hodnota pro biofilmpozitivitu (ODH) se rovnd pak trojnadsobku smérodatné

odchylky nad primérnou hodnotou optické denzity negativnich kontrol (ODnc).

Nasledné se vysledky rozttidily podle hodnoty do tii kategorii na zdkladé porovnani OD
vzorku s hrani¢ni hodnotou ODnc takto: kmen netvoftici biofilm (OD < ODnc), kmen se
slabou tvorbou biofilmu (ODnc <OD < 20Dnc), kmen se silnou tvorbou biofilmu (OD
>20Dnc) ; (Pleva et al., 2022).
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Vysledky méfeni optické denzity vzorkl jednotlivych druhtt kmene bakterii Lactobacillus
jsou zpracovany do grafii znazornujicich hodnotu optické denzity biofilmu a pribéh rustové
ktivky, vyznacena je hodnota ODH, ktera je rozhodujici pro posouzeni, zda je kmen biofilm

pozitivni nebo negativni.
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e | actobacillus bulgaricus CCOM 767 Lactobacillus casei CCOM 145
Lactobacillus casei CCOM 422 Lactobacillus casei CCOM 650

e | ctobacillus casei subsp.casei 198

Obrazek 8: Ristova kiivka a tvorba biofilmu (sloupcovy graf) vybranych kment bakterii
Lactobacillus bulgaricus CCDM 767, Lactobacillus casei CCDM 145, Lactobacillus casei
422, Lactobacillus casei 650, Lactobacillus casei subsp. casei CCDM 198. (ODH =
limitni hodnota denzity tvorby biofilmu)

Na obrazku 8 je ziejma ristova kiivka Lactobacillus bulgaricus CCDM 767. Z této pétice
bakterii ma nejdelsi lag fazi rhstu, a to v délce 30 hodin, az po této dobé kiivka zacina
formovat do logaritmické faze, ktera dosahuje vrcholu kolem 66 hodiny, dosahuje vSak jen
hodnoty 0,9 optické denzity (OD), kiivka je oproti ostatnim bakteriim pomérné plocha. Ze
sloupcového grafu je patrné, Ze biofilm tato bakterie vytvofila i pfesto, Ze pritbéh rlistu se
odliSuje od ostatnich bakterii v tomto souboru. U Lactobacillus casei CCDM 422 lag faze
trva 6 hodin nasledné dochazi k vzestupu do logaritmické faze, ktera dosahuje vrcholu kolem
25 hodiny kultivace a dosahuje hodnoty 1,5 OD, poté je jeji prabéh jiz stacionarni.
Lactobacillus casei subsp. casei CCDM 198 setrvava v lag fazi riistu 8 hodin nacez nasleduje
pomérné strmy vzestup do logaritmické faze ristu. Logaritmicka faze dosahuje vrcholu na

hodnoté¢ 1,7 OD. Lactobacillus casei CCDM 145 ma velmi podobny pribéh jako
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Lactobacillus casei CCDM 650, kiivka prakticky neni na grafu proto zietelna,
pravdépodobné zpisobeno chybou pfi pipetovani do mikrotitrani desticky. Lag faze u
Lactobacillus casei 650 je v trvani 5 hodin, kdy se rust prudce zvysSuje a dosahuje maxima
logaritmické faze na hodnot¢ 1,5 OD. Limit pro biofilm pozitivitu prekrocily vSechny kmeny
uvedenych laktobacilt. Dle studie Wen et al. (2017), ve které byla zkoumana schopnost péti
druhii laktobacili bézn€ se vyskytujicich v zubnim plaku véetné Lactobacillus casei
vykazovaly vSechny testované kmeny pouze omezenou schopnost tvofit biofilm pii
samostatné kultivaci in vitro, stejné¢ tak jako v nasem experimentu. Pokud vsak byly
kultivovany spolecné se Streptococcus mutans, jejich schopnost tvotit biofilm se vyznamné

zlepsila u vSech laktobacilt kromé vzorku Lactobacilus fermentum.

Interakcemi mezi biofilmy Strepfococcus mutans a Lactobacillus casei (beZn& se
vyskytujicim v zubnim plaku) za podpory polyfenolu rostlinného piivodu oxyresveratrolu se
zabyvala také studie (Wu et al, 2022). Tato studie zjistila, Ze oxyresveratrol mize
Lactobacillus casei zajistit kompetetivni dominanci v biofilmu pfi kultivaci téchto dvou
druhii soucasné. EPS (Extracellular polymeric substance) biofilmu vlivem polyfenolu
meénilo slozeni a rozpadalo se prostiednictvim modulace genii souvisejicich s
glykometabolismem Streptococcus mutans. Lactobacillus casei mnaopak polyfenol
podporoval v produkci kyseliny octové, ktera poskytuje Lactobacillus casei konkurenéni

vyhodu proti Streptococcus mutans.

Podobné vysledky potvrzujici nasobné zvysSené produkce biofilmu u laktobacili ve
smiSenych kulturach s jinymi kmeny uvadi (Filoche, Anderson a Sissons, 2004). Zkouména
byla schopnost Lactobacillus rhamnosus tvofit biofilm v monokultute a kokultuie
s Actinomyces naeslundii a gerencseriae. Mnozstvi Lactobacillus rhamnosus v kokultuie s
kazdym z druhi Actinomyces bylo v obou pokusech 7-20xvétsi nez v jeho monokulturnim
biofilmu. V monokultute byl Lactobacillus plantarum Skrat vétsi nez biofilm monokultury
Lactobacillus rhamnosus. Rust biofilmu Lactobacillus plantarum v kokultute se zvysil 4-7x
nez v jeho monokulturnim biofilmu, zvysila se 1 koncentrace proteint v buiikach biofilmu.

Oba laktobacily zptisobily mirnou inhibici jednotlivych druhl Actinomyces.
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Obrazek 9: Rustova kiivka a tvorba biofilmu (sloupcovy graf) vybranych kment bakterii
Lactobacillus casei casei CCDM 199, Lactobacillus casei casei CCDM 802, Lactobacillus
fermentum CCDM 154, Lactobacillus delbrueckkii bulgaricus CCDM 66 a Lactobacillus

hilgardii CCDM 828. (ODH = limitni hodnota denzity tvorby biofilmu)

Lactobacillus delbrueckkii bulgaricus CCDM 66 vykazoval na obrazku 9 pomérné dlouhou
ptipravnou fézi lag v trvani kolem 30 hodin, néasleduje prudké zvyseni ristu logaritmické
faze dosahujici maxima na hodnoté 1,6 optické denzity v 42 hodiné, v této hodnot¢ je jiz rlst
stacionarni az do konce méteni v 72 hodin€. Lactobacillus hilgardii CCDM 828 jde po 4
hodinach prudce do logaritmické faze dosahuje hodnoty kolem 1,7 optické denzity v 20
hodiné. U Lactobacillus casei casei CCDM 802 dochazi k pozvolnéjsi logaritmické fazi
kolem 9 hodiny a maxima dosahuje na hodnoté¢ 1,4 optické denzity v 26 hodiné.
Lactobacillus fermentum CCDM 154 setrvava v lag tazi po 9 hodin nésleduje prudky nartist
denzity na hodnotu 1,6 kolem 17 hodiny a nadéle je jiz rist staciondrni. U rastové kiivky
Lactobacillus casei casei CCDM 199 neni zcela dobie vyjadiena logaritmicka faze rastu, od
5 hodiny kultivace nastava pozvolny nariist optické denzity v maximu kolem 0, 9 aZ mezi
66 a 72 hodinou kultivace. Navzdory ne zcela standartnimu prabéhu ristové kiivky této
bakterie v porovnani s ostatnimi bakteriemi vyprodukovala nejvice biofilmu. U ostatnich

bakterii se tvorba biofilmu nepotvrdila.

Podle studie Kanwala et al. (2019) ve které byly testovany na tvorbu biofilmu za

simulovanych podminek traveni probiotické kmeny Lactobacillus plantarum, delbrueckii a
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fermentum izolované z mlécnych potravin, prokazalo se, ze testované druhy Lactobacillus
fermentum jsou silnymi producenty biofilmu v porovnéni s ostatnimi testovanymi druhy, coz
se vnasem experimentu nepotvrdilo. Pravé podminky napodobujici prostiedi
gastrointestindlniho traktu, coZz je pfirozend enviromentalni nika téchto bakterii, mohly
navodit podminky klicové pro vysledek této studie, kde bakterie rodu Lactobacillus
vytvorily velké mnozstvi biofilmu. Bakterii Lactobacillus fermentum se zabyvali autofi
studie Zhang et al. (2022) tato studie zkoumala vliv genu pro LuxS na tvorbu biofilmu téchto
bakterii a jejich odolnost proti stresu. Kmen s deficitem genu pro LuxS proti divokému typu
kmenu vykazoval snizeni tvorby biofilmu a snizeni odolnosti proti stresu, kyselinam,

zlu¢ovym solim, vysokym teplotam a hypertonickému prostiedi.

Vliv fenolického extraktu medu na produkei biofilmu u bakterii Lactobacillus fermentum a
Pediococcus pentosaceus popisuje (Chiappe, Iurlina a Saiz, 2020). Tyto bakterie se
pouzivaji v potravinafstvi ke kontrole vyskytu patogennich biofilm, jejichZ rtst inhibuyji.
Bylo prokazéano, ze pouziti fenolického extraktu medu jako stresového faktoru snizuje
tvorbu biofilmu téchto bakterii. Lepsi profil tolerance vii¢i zvySujicim se koncentracim
fenolického extraktu medu vykazoval Pediococcus pentosaceus. U bakterie Lactobacillus
fermentum bylo pozorovano, Ze tento extrakt vyvolava poskozeni na jeho bunécnych
membranach. Autofi studie proto doporucuji, aby ke kontrole patogennich biofilmt
v potravinach doplnénymi o fenolické slouceniny, byl vyuzivan ptednostné Pediococcus

pentosaceus.

Vysledky spole¢né kultivace kment rodu Lactobacillus a Streptococcus termophillus uvadi
Yao et al. (2022) a objasiuje tak vliv vztahli mezi témito bakteriemi na vytéznost tvorby
biofilmu. Vysledky ukézaly, Ze pfi spolecném péstovani vSechny Ctyfi kmeny laktobacilt
podporovaly rast S. thermophilus a Ze S. thermophilus podporoval rust Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus a Lactobacillus helveticus, ale inhiboval riist Lactobacillus
kefiranofaciens. Zadny zjevny vliv nemél na rast Lactobacillus paracasei ve srovnani
s kultivaci samotného kmene. Vyrazné vice biofilmu vytvotily béhem spole¢né kultivace
smiSené¢ druhy nez jediny kmen, a to bez ohledu na to, zda mezi kmeny existoval
symbioticky vztah. Tato skutecnost naznacuje, Ze tvorba biofilmu spole¢né kultivovanymi
kmeny nemusi nutné souviset se symbidzou mezi kmeny. Taktéz bylo v této studii
prokazéano, ze biofilm LAB pomaha udrzovat skladovaci stabilitu fermentovaného mléka

svoji zvySenou odolnosti vici kyselindm.
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Obrazek 10: Rastova kiivka a tvorba biofilmu (sloupcovy graf) vybranych kmenti
Lactobacilus paracasei CCDM 888, Lactobacilus paracasei paracasei CCDM 741,
Lactobacillus paracasei tolerans CCDM 832, Lactobacilus paracasei paracasei CCDM
792 a Lactobacillus plantarum CCDM 147. (ODH = limitni hodnota denzity tvorby
biofilmu)

Obrazek 10 zobrazuje ristovou kiivku Lactobacilus paracasei CCDM 888, ktera setrvava
v lag tazi do 20 hodiny kultivace nasleduje pozvolnéjsi vzestup kiivky logaritmicka faze
rustu dosahuje maxima kolem 1,6 OD v 38 hodiny kultivace a nadale je rast jiZ stacionarni.
U Lactobacilus paracasei paracasei CCDM 741 je lag faze v trvani 9 hodin nasleduje
prudky exponencidlni vzestup ristu dosahujici maxima na hodnoté 1,7 OD v 20 hodiné
rustu. Lactobacillus plantarum CCDM 147 setrvava v lag fazi 6 hodin, kde kiivka prudce
stoupa az na hodnotu 1,7 OD v 15 hodiné kultivace. Lactobacillus paracasei tolerans
CCDM 832 dochézi k logaritmické fazi v 9 hodin€é dosahuje maxima na hodnoté 1,6 OD
v 15 hodin€ kultivace. Lactobacilus paracasei paracasei CCDM 792 vykazuje nejkratsi lag
fazi z uvedené skupiny. K exponencialnimu ristu dochézi uZz kolem 3 hodiné kultivace,
logaritmickéd faze dosahuje maxima v 18 hodin€ na hodnoté 1,7 OD. Tato pétice vyse
uvedenych kmenl Lactobacillus v naSem testu schopnost tvofit biofilm neprokazala a

muzeme je oznacit jako biofilm negativni, protoze ani jeden nedoséhl limitni hodnoty ODH.

Probiotické kmeny Lactobacillus paracasei a vliv suplementt posilujici jejich riist zkoumala

v rozsahlém screeningu autorka Brignone at al. (2017), ktera prokazala, Ze ptidavek
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askorbatu sodného, pyruvatu sodného, siranu manganatého a cysteinu ma vyrazny posilujici
ucinek na rychlost rastu, vyssi hustotu bunék a celkovou koncentraci biomasy. Cystein také
vyrazn¢ zkratil lag fazi a tim i dobu fermentace. V naSem experimentu se tvorba biofilmu u
Lactobacillus paracasei nepotvrdila, coz mohlo byt zptisobeno ne zcela vhodnymi

kultivaénimi podminkami pro tvorbu biofilmu u téchto kmend.

Antimikrobidlni vlastnosti a schopnost produkce biosurfaktantt inhibujicich tvorbu a adhezi
biofilmu oralnich streptokokti u Lactobacillus paracasei byly potvrzeny ve studii (Ciandrini
et al., 2016). Interakcemi mezi biofilmy Lactobacilus paracasei a Streptococcus oralis se
zabyvala studie Archambault et al. (2021) kterd potvrdila u Lactobacillus paracasei
produkci inhibitoru ristu Streptococcus oralis a povrchové aktivnich latek, které se na této

interferenci mohou taktéz podilet.
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Obrézek 11: Rustova kiivka a tvorba biofilmu (sloupcovy graf) vybranych kment
Lactobacilus plantarum CCDM 178, Lactobacilus plantarum CCDM 181, Lactobacilus
plantarum CCDM 182, Lactobacilus plantarum CCDM 183, Lactobacilus plantarum
CCDM 184 a Lactobacilus plantarum CCDM 185. (ODH = limitni hodnota denzity tvorby
biofilmu)

Ristova kiivka na obrazku 11 u Lactobacilus plantarum CCDM 178 vykazuje lag fazi

v trvani 9 hodin, kdy dochazi k fazi logaritmické, ktera se zastavuje na maximu OD kolem
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1,7 v 21 hodin¢ kultivace nasledné je jiz hodnota optické denzity setrvald. Lactobacilus
plantarum CCDM 181 setrvava ve fazi lag nejdelsi dobu ze vSech bakterii v této skuping az
kolem 24 hodiny dochazi k vyraznéjSimu rastu a nastupu log faze, kterd je vSak pozvolna a
dosahuje maxima v 50 hodin¢ na hodnoté¢ 1,7 OD. U bakterie Lactobacilus plantarum
CCDM 182 se jevi lag faze jako pomérné kratka ve 4 hodin€ dochdzi k exponencidlnimu
rustu, maxima dosahuje ve 12 hodiné na hodnoté 1,6 OD. V ktivce Lactobacilus plantarum
CCDM 183 miizeme pozorovat nastup logaritmické faze v 9 hodiné kultivace, nastup
vzrastu je pozvolnéjsi a na maximu se zastavi na hodnoté 1,5 OD v 18 hodin¢ kultivace. U
Lactobacilus plantarum CCDM 184 je zfejmé, ze logaritmickd faze ma pozvolnéjsi
charakter, lag faze je kratka, nartst pozorujeme kolem 5 hodiny kultivace, maxima OD je
dosazeno hodnotou 1,7 kolem 48 hodiny kultivace. Bakterie Lactobacilus plantarum CCDM
185 setrvava v lag fazi ptiblizn€ 7 hodin, kde dochazi k prudkému riistu, logaritmicka faze
dosahuje maxima OD na hodnoté 1,7 v 16 hodnoté kultivace. Limitu pozitivity biofilmu

vSak zadny z téchto kment nedosahl.

Schopnost zvysit tvorbu biofilmu u Lactobacillus rhamosus, izolovaného z jogurtového
napoje, popisuje (Bruslik, Salakhutdinova a Yarullina, 2017). V této studii bylo prokézano,
ze pridavek Zeleza do kultivaéniho media vyznamné zvySil koncentraci biofilmu pfii
nasledném meéfeni, pfispiva tak k zvySeni probiotické schopnosti tohoto kmenu, ktery je
nasledné schopen konkurovat stfevnim patogeniim za podminek vysoké ptitomnosti Zeleza
napfiiklad pfi sttevnim krvaceni a traumatech, kdy je vétSina probiotik jiz neucinna. Kmeny
Lactobacillus plantarum byly testovany za ucelem schopnosti tvofit biofilm za podminek
kyselého a etanolového stresu in vitro ve studii (Pannella ef al., 2020). Tvorba biofilmu u 68
izolatd byla hodnocena s vyhledem vybéru vhodnych kandidati pro zajisténi konverze
kyseliny jablecné na kyselinu mlé¢nou za ucelem chuti v podminkéch stresu pii vyrob¢ vina.
Po 24 hodinach inkubace v béznych, kyselych, etanolovych a stresovych podminkach
vykazovalo 59 kmeni slabou tvorbu biofilmu a 9 kment silnou tvorbu biofilmu. Vysledky
ukazaly, ze tvorba biofilmu je striktné kmenové zavisld a na tvorbu biofilmu nemély vliv

stresové podminky ani ptivod izolatd.
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Obrazek 12: Rastova kiivka a tvorba biofilmu (sloupcovy graf) vybranych kment
laktobacilt Lactobacilus plantarum CCDM 186, Lactobacilus plantarum CCDM 187,
Lactobacilus plantarum CCDM 188, Lactobacilus plantarum CCDM 189, Lactobacilus
plantarum CCDM 191. (ODH = limitni hodnota denzity tvorby biofilmu)

Na obrazku 12 rastova kiivka Lactobacilus plantarum CCDM 186 vykazuje lag fazi v trvani
20 hodin, kdy dochazi ke zvySeni riistu a fazi exponencialni s maximem OD 1,7 kolem 30
hodiny kultivace. U Lactobacilus plantarum CCDM 189 mtizeme pozorovat lag fazi v trvani
18 hodin, kdy dochézi k nartstu a log fazi s maximem OD 1,5 kolem 30 hodiny kultivace a
prekroc¢il zéarovenn hranici ODH a muiZeme jej tak hodnotit jako biofilm pozitivni.
Lactobacilus plantarum CCDM 187 setrvava v lag fazi nejkratsi dobu této pétice bakterii, a
to v trvani 14 hodin, logaritmické faze dosahuje maxima na hodnoté¢ 1,7 OD v 24 hodin¢
kultivace, kdy je riist jiz vyrovnany. Lactobacilus plantarum CCDM 188 vykazuje pomérné
dlouhou lag fazi, k vyraznéjSimu vzestupu dochazi v 28 hoding, logaritmicka faze je
pozvolngjsi dosahuje maximalni hodnoty 1,6 OD v 40 hodin€¢ kultivace. Lactobacilus
plantarum CCDM 191, ktery vytvofil nejvice biofilmu z vySe uvedenych bakterii mél nastup
do logaritmické faze rstu v 15 hoding, dosdhl maximalni hodnoty 1,8 OD v 38 hoding. Ve
studii autort Aoudia et al. (2016) ktefi zkoumali probiotické druhy Lactobacillus plantarum
a Lactobacillus fermentum izolované z lidskych slin a vykald, byla potvrzena jejich
schopnost tvofit biofilm na abiotickych latkach a dal§im testovanim dospéli k zavéru, Ze

zpusob zivota téchto bakterii v biofilmu je kmenové specifickd vlastnost a souvisi
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s probiotickymi vlastnostmi laktobacili. To znamena, ze testované bakterie produkovaly
extracelularni faktory, které jsou schopny modulace imunitniho systému a inhibice rtstu
patogenti. Riist biofilmu probiotickych bakterii mohou podpofit také prebiotika, tradicné
v podobé inulinu nebo fruktooligosacharidi. Vliv prebiotika v podobé oligopeptidu
z vlasského ofechu na rastovou kiivku a tvorbu biofilmu u kmene Lactobacillus plantarum
zkoumali ve studii (Ding a Li, 2021). Bylo zjisténo, ze oligopeptidy z vlasskych ofechii
podporuji rist a mnozeni bakterii a také snizuji poCet odumielych bunék. Produkce
bakterialniho biofilmu a EPS se vyrazn¢ zvySila pravdépodobné v souvislosti s

aktivaci quorum sensing téchto bakterii.
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Obrézek 13: Rustova kiivka a tvorba biofilmu (sloupcovy graf) vybranych kment
laktobacilt Lactobacilus plantarum CCDM 194, Lactobacilus plantarum CCDM 196,
Lactobacilus plantarum CCDM 336, Lactobacilus plantarum CCDM 375, Lactobacilus
plantarum CCDM 381. (ODH = limitni hodnota denzity tvorby biofilmu)

Na obrazku 13 je zobrazena riistova kiivka u Lactobacilus plantarum CCDM 194, ktera ma
nejdelsi lag fazi z pétice bakterii, a to v trvadni 27 hodin, poté nastupuje pozvolna do
logaritmické faze rGstu a dosahuje maxima OD na hodnoté 1,40 pfiblizné az 60 hodiné
kultivace, kdy je rast nadale jiz stacionarni. U Lactobacilus plantarum CCDM 336 miizeme
pozorovat 24 hodin trvajici lag fazi a pomé&rné prudky nartst riistové kiivky, kterd dosahuje

maximalni hodnoty 1,5 OD v 36 hodiné. Lactobacilus plantarum CCDM 196 vykazuje 16
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hodin dlouhou lag fazi a strmy nartst do faze logaritmické s maximem na hodnoté 1,72 OD
v 25 hodiné. Lactobacilus plantarum CCDM 375 nastupuje do logaritmické faze v 19 hodiné
kultivace a dosahuje vrcholu v 36 hodin€ na hodnoté OD 1,69. Rust Lactobacilus plantarum
CCDM 381 zistava v klidové fazi po 18 hodin, kdy mizeme pozorovat nastup do faze

logaritmické, kterd vrcholi v pfiblizné v 36 hodiné kultivace na hodnot¢ 1,7 OD.
Tvorba biofilmu byla potvrzena u dvou kmenti Lactobacillus plantarum CCDM 375 a 381.

Ve screeningu schopnosti vaginalnich laktobacili tvofit biofilm za raznych kultivanich
podminek, bylo testovano patnact vaginalnich kment rodu Lactobacillus vEetné kment
Lactobacillus gasseri, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus
delbrueckii, Lactobacillus rhamnosus, které¢ byly kultivovany v rizné¢ modifikovanych
kultivaénich mediich a k detekcei byla pouZzita metoda barveni biofilmu krystalovou violeti
podobné jako v naSem experimentu. Z vysledkl vyplyva, Ze zuvedenych vaginalnich
izolath pouze kmeny Lactobacillus rhamnosus (CRL 1332), Lactobacillus reuteri (CRL
1324) a Lactobacillus delbrueckii (CRL 1510) byly schopny rist a tvofit biofilm
v kultivaénim mediu s vynechanim Tween 80. Skenovaci mikroskopie ukézala, ze vySe
uvedené kmeny vyprodukovaly vysoce strukturovany biofilm. Autofi této studie zmituji, Ze
tvorba biofilmu byla silné¢ ovlivnéna kmenem bakterie, sloZzenim kultivatniho media,

koncentraci inokula a mikrobidlnim rastem (Terraf et al., 2012).

Roli Zivin ve vyvoji biofilmu se zabyva studie Yunda a Quiles (2019), v této praci byly
sledovany zmény biochemického slozeni biofilmi probiotické bakterie Lactobacillus
rhamnosus ve trech vyzivnych mediich 10krat ztedény MRS, mTSB a AOAC in situ za
prutokovych podminek. Polysacharidy byly v nejvyssi mife produkovany a biofilm byl
nejhusts$i v mTSB mediu. Pozorovany byly 1 zmény v morfologii bakterii, kde MRS neménil
ty¢inkovity tvar bun€k, zatimco kultivaéni media mTSB a AOAC bakterie tvarové

deformovaly.

Utinkem taninu extrahovaného z liskovych ofecht na rist a tvorbu biofilmu u Lactobacillus
plantarum se zabyvali ve studii Rasooly ef al. (2022) Hamamelitannin je latka znama jako
inhibitor mnohych patogennich bakterii. Bylo zjisténo, ze pfes svlij negativni vliv na rist
patogent jako je naptiklad Staphylococcus epidermidis, tanin s liskovych ofechli podporuje
rust probiotickych bakterii, konkrétné Lactobacillus plantarum v nutricné chudém prosttedi,
zatimco v prostiedi bohatém jeho riist pouze udrzuje. Tyto vysledky proto naznacuji, ze tanin

je mozné pouzit ke zvyseni riistu a podpoie prezivani probiotik.
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Obrazek 14: Riastova kiivka a tvorba biofilmu (sloupcovy graf) vybranych kmenti
laktobacilt Lactobacilus plantarum CCDM 383, Lactobacilus plantarum CCDM 388,
Lactobacilus plantarum CCDM 384, Lactobacilus plantarum CCDM 391, Lactobacilus
plantarum CCDM 385. (ODH = limitni hodnota denzity tvorby biofilmu)

Obrazek 14 znazoriuje rist péti kment Lactobacilus plantarum. U Lactobacilus plantarum
CCDM 383 muzeme pozorovat velmi dlouhou lag fazi ristu, logaritmicka faze nastava az
34 hodin¢ kultivace a dosahuje velmi nizkych hodnot maxima optické denzity a to jen na
hodnoté 0,7 v 42 hodiné kultivace, nadale je rist jiz stacionarni. Podobn¢ dlouhy nastup log
faze ma 1 Lactobacilus plantarum CCDM 388 pfiblizné v 31 hodiné, logaritmické faze v§ak
je u této bakterie velmi dlouhd a pozvolnd, vrcholi v 67 hodin€ na hodnoté 1,6 OD. Tato
bakterie vSak vytvofila nejvice biofilmu z této série bakterii. Lactobacilus plantarum CCDM
384 a Lactobacilus plantarum CCDM 391 ma podobny prubéh rustové kiivky ze které je
zfejmé, Ze logaritmickd faze nastava v 13 hodiné kultivace, je pomérné strmé a kratka,
vrcholi na hodnoté 1,67 OD v 25 hodiné kultivace. U bakterie Lactobacilus plantarum
CCDM 384 byla prokazana biofilm pozitivita, zatimco Lactobacilus plantarum CCDM 391
biofilm nevytvofila. Lactobacilus plantarum CCDM 385 nastupuje do logaritmické faze

v 20 hodin¢ a maxima ristové kiivky na hodnoté 1,60D dosahuje v 35 hodiné.
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Ze sloupcovych grafil je zfejmé, Ze hranici pro biofilm pozitivitu piekrocili dva kmeny z této

pétice a to CCDM 384 a 388.

Schopnost tvorby biofilmu byla testovana u 79 rtznych druhi laktobacilti izolovanych
z tradi¢nich fermentovanych mlécnych produktti ve studii (Sun et al., 2020). VSechny kmeny
byly kultivoviany v MRS bujénu po 24 hodin pti 37° C v mikrotitra¢nich destickdch a
hodnoceny podobné jako v naSem testu. Z testovanych 79 kment bylo za téchto podminek
schopno tvofit biofilm 74 kment. Jako biofilm negativni byli oznaceny nékteré kmeny
Lactobacillus casei a paracasei a jeden kmen Lactobacillus plantarum. Skupina se slabou
tvorbou biofilmu tvofila 12 kmenti a stfedni tvorbou biofilmu 35 kment. 27 kment byly
izolaty se silnou tvorbou biofilmu. Vyrazné nejsilnéjsi producent tvorby biofilmu ze vSech

testovanych laktobacilt byl z kmene Lactobacillus plantarum.

Schopnost tvorby biofilmii bakterii mlééného kvaseni Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus brevis a Lactobacillus fructivorans byla popsana také ve studii autorti (Kubota
et al., 2008) Jsou to kmeny bakterii zpisobujici znehodnoceni potravin. Potvrdilo se, ze
adheruji a hromadi se na laboratornimu sklu a bakterie Lactobacillus fructivorans tvotily
tenké biofilmy podobné celofanu a vétsina bunék biofilmu byla delsi nez planktonni buiiky.
Byla testovana 1 odolnost téchto biofilmti proti kyseliné octové a ethanolu. Bylo zjiSténo,
bakterie zformované do biofilmu byly odolnéj$i neZ planktonni bakterie. Povrch

planktonnich bakterii byl poSkozen siln€, zatimco povrch bakterii biofilmu jenom mirné.

Ve studii Endo et al. (2006), kterd zkoumala vliv mastnych kyselin na rlst péti kment
bakterii rodu Lactobacillus gasseri, Lactobacilus plantarum a Lactobacillus reuteri. Jako
kultivaéni medium pro rust biofilmu bylo pouzit MRS obsahujici rizné mastné kyseliny
misto Tweenu 80. Vysledky této studie ukazaly, Ze kyselina oktadecenova a transmastné
kyseliny silné podporovaly rist téchto druhii laktobacilii v diisledku zabudovani do jejich

vlastnich membranovych lipidi.

Inhibici produkce biofilmu a systému QS bakterii miize zpisobit D-galaktdza, jak bylo
publikovano ve studii (Ryu ef al., 2016). Negativni t¢inek D-galaktézy na tvorbu biofilmu
zubnich patogentl byl hodnocen v této studii pomoci barveni krystalovou violeti a konfokalni
laserové skenovaci mikroskopii v nepfitomnosti nebo pfitomnosti Al-2. D-galaktoza
vyznamné inhibovala aktivitu AI-2 u Vibrio harveyi a Fusobacterium nucleatum, aniz by

ovlivnila rust bakterii.
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Obrazek 15: Rastova kiivka a tvorba biofilmu (sloupcovy graf) vybranych kment
laktobacilt Lactobacilus plantarum CCDM 535, Lactobacilus plantarum CCDM 387,
Lactobacilus plantarum CCDM 583, Lactobacilus plantarum CCDM 821, Lactobacilus
plantarum CCDM 195. (ODH = limitni hodnota denzity tvorby biofilmu)

Na obrazku 15 je ztejmy pribéh rastoveé kiivky u Lactobacilus plantarum CCDM 535, ktera
je dobfe vyjadiena s nastupem log faze v 15 hodiné kultivace, maximalni hodnoty 1,5 OD
bylo dosazeno v 26. hodin€. Lactobacilus plantarum CCDM 387 ma podobny prub¢h. Log
faze nastava 19 hodin€ a vrcholi také na hodnot€ 1,5 OD v 29 hodiné kultivace. U
Lactobacilus plantarum CCDM 821 exponencidlni rist zafind v 21 hoding, maxima
dosahuje v 34 hodiné hodnotou 1,68 OD, z uvedenych bakterii se nejvice blizi hranici ODH
biofilmu, jak je zfejmé ze sloupcového grafu. Lactobacilus plantarum CCDM 195 nastupuje
do logaritmické faze v 20 hodin€ a tato faze dosahuje maxima na hodnoté 1,55 OD v 37

hoding.

Ani jeden z kmenu této pétice Lactobacillus plantarum hrani¢ni hodnoty pro potvrzeni

tvorby biofilmu nedosahl.

Z dalSich odbornych studii tykajicich se tvorby biofilmu u laktobacill vyplyva, Ze pfi
kultivaci in vitro velmi zalezi na sloZzeni media a dalSich kultiva¢nich podminkach.
Lactobacillus plantarum je v potravinafstvi spojovan s mikrobidlni degradaci potravin, ve

studii Fernandéz Ramiréz et al. (2015) byla analyzovana schopnost tvofit biofilm u 6 vzorka



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

tohoto kmene izolovanych z kazicich se potravin. Biofilm byl kvantifikovdn pomoci barveni
krystalovou violeti podobn¢ jako v naSem experimentu a vysledky byly ovlivnéné
specifickymi vlastnostmi kmene, teplotou, dobou zrani. VSechny kmeny spole¢né vSak
vykazovaly nejvyssi miru tvorby biofilmu v mediu Brain Heart Infusion doplnéného o
mangan a glukézu. Ve studii autorii Slizova et al. (2015), byl sledovéan potencial tvorby
biofilmu u sttevnich kmenti Lactobacillus reuteri za riznych kultivacnich podminek. Pfi
kultivaci v nutricné bohatém mediu MRS (Man-Rogosa-Sharpe) bézn¢ uzivaném v praxi pro
kultivaci laktobacild, nebyla produkce biofilmu prokazana. Vysoce pozitivni tvorba vSak
byla potvrzena naopak pii kultivaci v médiu s nizs§i dostupnosti uhliku a soli. Ziskané
vysledky také potvrdili vyznamnou roli Tweenu 80 na produkci biofilmu. Vynechani
Tweenu 80 v mediu MRS podpofilo tvorbu biofilmu. Hojny vyskyt biofilmu byl také zjistén
v pritomnosti laktozy, galaktozy a glukdzy. Postupné zvySovani koncentrace cukrii vSak

vyvolalo pokles tvorby biofilmu.
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Obrazek 16: Rustova kiivka a tvorba biofilmu (sloupcovy graf) vybranych kment
laktobacilt Lactobacilus rhamnosus CCDM 963 A, Lactobacillus sakei subsp. sakei
CCDM 339, Lactobacillus sakei subsp. carnosus CCDM 776, Lactobacillus sakei subsp.
sakei CCDM 717. (ODH = limitni hodnota denzity tvorby biofilmu)

Na obrazku 16 jsou zobrazeny dobie vyjadiené rustové kiivky u této posledni Ctvetice
testovanych bakterii. Lactobacillus rhamnosus CCDM 963 A nastupuje do logaritmické faze

ristu v 13 hoding, dosahuje maxima ristové kfivky na hodnoté 1,5 OD v 22 hodiné
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kultivace. Lactobacillus sakei subsp. sakei CCDM 339 ma na rozdil od ostatnich bakterii
této Ctvetice velmi dlouhou lag fazi v trvani 29 hodin, logaritmicka faze dosahuje hodnoty
1,6 v 42 hodiné kultivace. Lactobacillus sakei subsp. carnosus CCDM 776 nastupuje do
logaritmické faze po 10 hodinach kultivace a tato faze vrcholi na hodnoté 1,4 OD v 21
hodiné. Rust Lactobacillus sakei subsp. sakei CCDM 717 se exponencidln¢ zvysSuje v 14

hodin¢ a v 25 hodin¢ kultivace se dostdva na nejvyssi hodnotu 1,5 OD.

Posledni ctvetici testovanych laktobacili musime vSak hodnotit jako biofilm negativni,

hrani¢ni hodnotu neptekrocil ani jeden z kmend.

Tvorbu biofilmu a proteom u Lactobacillus sakei zkoumali také autofi studie Pérez-
Ibarreche et al. (2019), tento kmen byl vybran k analyze na zakladé jeho schopnosti tvorit
bakteriociny a schopnost adherovat k abiotickému povrchu pii nizkych teplotach. Biofilm
byl péstovan na povrchu z nerezové oceli, tento materidl byl vybran z divodi mozné
aplikace této bakterie v potravinafstvi ke kontrole kolonizace potravin a potravinaiského
zatizeni patogeny. Pomoci RT — PCR analyzy a analyzy proteomu u této bakterie byly
identifikovany geny a proteiny souvisejici s tvorbou biofilmu. Ve srovnavaci studii autorti
Lebeer et al. (2007) ve které byla testovana skupina blizce ptibuznych bakteridlnich kmenti
Lactobacillus rhamnosus a Lactobacillus casei, ze vSech testovanych kmend vykazoval
nejlepsi vysledky ve schopnosti tvofit biofilm Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103),
ktery byl schopen tvoftit souvislou vrstvu biofilmu in vitro na rozdil od ostatnich ptibuznych
testovanych laktobacild. Testy biofilmu na mikrotitracnich desti¢kach ukazaly, Ze in vitro je
tvorba biofilmu u tohoto kmenu siln€ ovlivnéna faktory kultivaéniho média a podminkami
souvisejicimi s tvorbou biofilmu v gastrointestindlnim prostfedim, vcetné nizkého pH,
vysoké osmolarity a pfitomnosti zZluci, mucind a bakterii. Pfi testovani vlivu kultivacniho
media a dalSich enviromentalnich aspektli na tvorbu biofilmu, bylo prok4zéano, Ze uvedeny
kmen neprodukuje biofilm ve standardnim mediu MRS pro laktobacily. Déle byl u byl u
tohoto konkrétniho kmenu potvrzen potlacujici ucinek glukozy na rist biofilmu, ktery byl
potvrzen taktéz pridavkem glukozy do media Tryptocasein Soy Broth (TSB). Taktéz bylo
pozorovano nasobné zvyseni tvorby biofilmu po ptidani 0,05 az 0,2 % zlucovych kyselin do
syntetického média AOAC. Inhibi¢né na rist biofilmu také piisobil ptidavek Tweenu 80,

stejné jako ve studii kolektivu autort (Slizova et al., 2015).

Inhibi¢ni Uc¢inek detergentu Tween 80 na formovani biofilmu laktobacili a vysledné
mnozstvi produkované bakteridlni hmoty v laboratornich podminkéch je zminén ve studiich

(Lebeer et al., 2007, Slizova et al., 2015, Terraf et al., 2012). Je proto mozné, Ze miize mit
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negativni vliv na adhezi téchto bakterii k polystyrenovému povrchu mikrotitracnich
desticek. Kmeny rodu Lactobacillus produkuji také znaéné mnozstvi svych vlastnich
biosurfaktantti (Shokouhfard ef al., 2022). V této studii byl potvrzen vliv biosurfaktanti
produkovanych Lactobacillus acidophilus na adhezi nemocni¢niho patogenu Proteus
mirabilis k mocovym katetrim a dalSim zafizenim wuzivanym ve zdravotnictvi.
Biosurfaktanty snizuji adhezi kment k povrchu mikrotitratnich desticek prostiednictvim
snizeni povrchového napéti. Autofi se tak domnivaji, ze biosurfaktanty vyse uvedené¢ho
laktobacila brani v pfichyceni-adhezi jinych bakterii k abiotickému materidlu. Podobny
vysledek doklada studie autord Walencka et al. (2008), kde byla zaznamenana schopnost
biosurfaktanti kmeni Lactobacillus acidophilus inhibovat jiné biofilmy v tomto ptipadé
patogeny Staphylococces aureus a Staphylococcus epidermidis. Bylo dokazano, ze piidavek
povrchové aktivnich latek produkovanych témito laktobacily, k pfedem vytvorenym zralym
biofilmiim urychlil jejich rozptyl a zménil parametry biofilmu, pravdépodobné v dasledku

vlivu na hydrofobicitu povrchu bunék testovanych stafylokok.
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4.1.1 Srovnani vysledkii tvorby biofilmu u testovanych laktobacili

Tabulka 1: Srovnani vysledkt schopnosti tvorby biofilmu testovanych laktobacilt

Bakterie oD Kontrola |Smodch [10DH |20DH
1. |LB bulgaricus CCDM 767 0,1423| 0,1136| 0,0089(0,1402| 0,2804
2. |LBcasei CCDM 145 0,1505| 0,1136| 0,0089(0,1402( 0,2804
3. LB casei CCDM 422 0,1570| 0,1136| 0,0089(0,1402| 0,2804
4. |LBcasei CCDM 650 0,1582| 0,1136| 0,0089(0,1402| 0,2804
5. LB casei subsp.casei CCDM 198 0,1671| 0,1136| 0,0089(0,1402| 0,2804
6. |[LBcaseicasei CCDM 199 0,1639| 0,1136| 0,0089(0,1402( 0,2804
7. LB casei casei CCDM 802 0,1249| 0,1115| 0,0108(0,1439( 0,2878
8. LB delbrueckii bulgaricus CCDM 66 0,1133| 0,1115| 0,0108(0,1439| 0,2878
9. LB fermentum CCDM 154 0,1176] 0,1115| 0,0108(0,1439( 0,2878
10. |[LB hilgardii CCDM 828 0,1114| 0,1115| 0,0108|0,1439| 0,2878
11. |LB paracasei CCDM 888 0,1090| 0,1115| 0,0108(0,1439( 0,2878
12. |LB paracasei tolerans CCDM 832 0,1095| 0,1115| 0,0108(0,1439( 0,2878
13. |LB paracasei paracasei CCDM 741 0,1085| 0,1115| 0,0108|0,1439| 0,2878
14. |LB paracasei paracasei CCDM 792 0,1225| 0,1010| 0,0150(0,1459( 0,2917
15. |[LB plantarum CCDM 147 0,1213| 0,1010| 0,0150(0,1459| 0,2917
16. |LB plantarum CCDM 178 0,1188| 0,1010| 0,0150(0,1459( 0,2917
17. |LB plantarum CCDM 181 0,1071| 0,1010|{ 0,0150(0,1459| 0,2917
18. |LB plantarum CCDM 182 0,1130| 0,1010| 0,0150(0,1459| 0,2917
19. |LB plantarum CCDM 183 0,1154| 0,1010| 0,0150(0,1459| 0,2917
20. |LB plantarum CCDM 184 0,1058| 0,1010| 0,0150(0,1459( 0,2917
21. |[LBplantarum CCDM 185 0,1097| 0,1010| 0,0150(0,1459( 0,2917
22. |LB plantarum CCDM 186 0,1292| 0,1123| 0,0092|0,1400( 0,2799
23. |[LB plantarum CCDM 187 0,1331| 0,1123| 0,0092(0,1400( 0,2799
24. |LB plantarum CCDM 188 0,1240| 0,1123| 0,0092|0,1400( 0,2799
25. |LB plantarum CCDM 189 0,1406| 0,1123| 0,0092|0,1400( 0,2799
26. |LB plantarum CCDM 191 0,1570| 0,1123| 0,0092(0,1400( 0,2799
27. |LB plantarum CCDM 194 0,1184| 0,1123| 0,0092|0,1400{ 0,2799
28. |LB plantarum CCDM 196 0,1191| 0,1123| 0,0092|0,1400( 0,2799
29. |LB plantarum CCDM 336 0,1098| 0,1123| 0,0092|0,1400( 0,2799
30. |[LB plantarum CCDM 375 0,1597| 0,1154| 0,0069(0,1359( 0,2719
31. |LB plantarum CCDM 381 0,2195| 0,1154| 0,0069(0,1359| 0,2719
32. |LB plantarum CCDM 383 0,1388| 0,1154| 0,0069(0,1359( 0,2719
33. |LB plantarum CCDM 384 0,1541| 0,1154| 0,0069(0,1359| 0,2719
34. |LB plantarum CCDM 385 0,1223| 0,1154| 0,0069(0,1359( 0,2719
35. |[LB plantarum CCDM 388 0,2004| 0,1154| 0,0069|0,1359( 0,2719
36. |LB plantarum CCDM 391 0,1178| 0,1154| 0,0069(0,1359( 0,2719
37. |LB plantarum CCDM 535 0,1163| 0,1154| 0,0069|0,1359( 0,2719
38. |LB plantarum CCDM 583 0,1130| 0,1030| 0,0066(|0,1229( 0,2458
39. |[LB plantarum CCDM 195 0,0996| 0,1030| 0,0066(0,1229( 0,2458
40. |LB plantarum CCDM 387 0,1009| 0,1030| 0,0066(0,1229| 0,2458
41. |LB plantarum CCDM 821 0,1210| 0,1030{ 0,0066(0,1229( 0,2458
42. |LB rhamnosus CCDM 93A 0,1112| 0,1030| 0,0066(0,1229( 0,2458
43. |LB sakei subsp. carnosus CCDM 776 0,1076| 0,1030| 0,0066|0,1229| 0,2458
44. |LB sakeisubsp. sakei CCOM 339 0,1144| 0,1030| 0,0066(0,1229( 0,2458
45. |LB sakei subsp. sakei CCOM 717 0,1118| 0,1030| 0,0066(0,1229( 0,2458
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Z uvedené tabulky je patrné, ze ze 45 kment testovanych bakterii rodu Lactobacillus je 13
kmenii biofilmpozitivnich, se slabou tvorbou biofilmu. Jsou to bakterie Lactobacillus
bulgaricus CCDM 767, Lactobacillus casei CCDM 145, 422, 650, Lactobacillus casei
subsp. casei CCDM 198, Lactobacillus casei subsp. casei CCDM 199 a Lactobacillus
plantarum CCDM 189, 191, 375, 381, 383, 384, 388. U ostatnich testovanych bakterii

nebyla tvorba biofilmu v naSem experimentu prokdzana.

Z vySe uvedeného celkového poctu kmentl je pouze necelych 29 % biofilm pozitivnich, a to
s hodnocenim slabé tvorby biofilmu. Tento vysledek mize byt bud’ kmenové specificky
(Aoudia et al. 2016, Pannela et al. 2020) ale mohl byt ovlivnén kultiva¢nimi podminkami
(Yunda a Quiles, 2019, Kanwal et al. 2019), ptedev§im vybérem kultivaéniho media
v nasem experimentu anebo inhibi¢nim ucinkem Tweenu 80 na adhezi biofilmu ke sténam
mikrotitracnich desticek (Lebeer et al., 2007, Slizové et al., 2015, Terraf et al., 2012). Zvysit
produkci biofilmu a aktivovat tak quorum sensing u kmenti rodu Lactobacillus by mohly
v dal$ich podobnych testech rizné suplementy, jako jsou netradi¢ni prebiotika, polyfenoly,
mastné kyseliny a taniny (Ding a Li, 2021, Endo ef al. 2006, Rasooly et al. 2022, Wu et al.,
2022).
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ZAVER
Quorum sensing je systém prenosu informace spoleCenstvim bakterii pomoci signalnich

molekul, ktery hraje diilezitou roli pti regulaci tvorby biofilmu.

Bakterie rodu Lactobacillus jsou schopny za ptiznivych podminek aktivace systému quorum
sensing a tvorby biofilmi s nizkou i vysokou hustotou. Tato schopnost je kmenoveé
specificka vlastnost, 1ze ji vSak ovlivnit kultivaénimi podminkami: slozenim kultiva¢niho
media, teplotou a dobou inkubace. Pozitivné pisobi také simulace prostredi
gastrointestindlniho traktu, spole¢na kultivace s jinymi bakteriemi nebo piidavek prebiotik
a dal$ich suplement. Mnohé studie zabyvajici se analyzou riznych kultiva¢nich podminek

zminuji negativni vliv detergentu Tween 80 na tvorbu biofilmu v kultivatnim mediu.

Tvorba biofilmu patogennimi a nepatogennimi mikroorganismy je zodpovédna za udrzeni
téchto mikroorganismu ve stabilnich ekosystémech in vivo napiiklad v gastrointestinalnim
traktu. U probiotickych kmeni je povazovana za prospé$nou vlastnost, kterda podporuje

kolonizaci a dlouhodobé setrvani u hostitele a jeho ochranu pted patogeny.

V nasem experimentu byla prokdzana schopnost rodu Lactobacillus tvoftit biofilm in vitro
na abiotickém povrchu polystyrenovych mikrotitra¢nich desticek. Z 45 testovanych kmenti
rodu Lactobacillus bylo schopno vytvoftit biofilm 13 kment. Tvorba biofilmu byla potvrzena
u kmeni Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus casei a Lactobacillus plantarum. Tento
vysledek mohl byt ovlivnén kultivaénimi podminkami a specifickou schopnosti tvorby
biofilmu u jednotlivych kmenti. Planktonni rist testovanych vzorki byl soubézné potvrzen

méfenim rustovych kiivek jednotlivych mikroorganismu.

Objasnéni podminek enviromentalniho prostiedi, které aktivuje QS systém laktobacilt a
podporuje tvorbu biofilmu u laktobacilii ma vyznam jak v potravinafstvi, kde by mohlo
prispet piinavrhovani novych strategii k prevenci tvorby biofilmu patogent, tak 1
v medicing, kde se uplatiuji jako probiotika nebo postbiotika. Postbiotika né€kterych kment
rodu Lactobacillus se uplatiuji pravé diky mezidruhové reaktivité QS systémt za tcelem
sniZeni virulence a omezeni rastu biofilmu konkuren¢nich patogennich bakterii, které jsou

rezistentni k bézné€ uzivanym antibiotikiim.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

QS Quorum sensing
QQ Quorum quenching
LAB  Lactic acid bacteria (Bakterie mlééného kvaseni)

AIP Autoinduktor peptid

TCS Two component systém (Dvojslozkovy systém)
HK Histidin kinaza
RR Transkrip¢ni regulator

MTT Tetrazoliové barvivo (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid)
OD Optickéd denzita

ODH  Hrani¢ni hodnota optické denzity

ODnc  Opticka denzita negativni kontroly

MRS De Man Rogosa, Rogosa a Sharp agar

mTSB  Tryptic Soy broth

EPS Extracellular polymeric systém (Extracelularni polymerni latky)
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