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Abstrakt

Bakterialni adheze je dé&j, pti kterém planktonni bunika ptiseda k substrtu, a je nezbytnym
krokem ptedchazejicim tvorbé bakterialniho biofilmu. VétSina bakteridlnich druht je schopna
tvofit biofilmy. Bakterie v biofilmu mimo jiné ziskavaji vyssi odolnost vici antibakteridlnim
latkam a dal$im vné&jSim vlivim, coz zna¢né ztézuje jejich odstranéni. Bakterialni adheze je
velmi komplexni proces, ktery je ovlivnén fadou fyzikalné-chemickych faktorti i pritomnosti
adhezivnich struktur na povrchu bakterie a substratu. Spravny popis téchto faktorti umoziuje
navrzeni vhodnych tprav substratu a prostredi pti ptipravé antiadhezivnich a antibakteridlnich
povrchil ¢i zefektivnéni biotechnologickych procesii vyuzivajicich mikroorganismy. Snizeni
bakterialni adheze je Zadouci hlavné v medicing€, posileni adheze zase umoziuje zvysSeni
efektivity procest vyuzivajicich bakterie, naptiklad pfi zpracovani odpadnich vod.

Tato prace shrnuje teorie vyuzivané k pfedpovédim bakteridlni adheze, popisuje modelovy
prubéh adheze a ovlivnéni procesu adheze fyzik&lnimi, chemickymi a biologickymi faktory.

Soucasti préace je také ptehled antiadhezivnich a antibakteridlnich povrchi.

Kli¢ova slova: Bakterie, adheze, pili, bi¢ik, antiadhezivni a antibakterialni povrchy.

Abstract

Bacterial adhesion is a process of attachment of a planktonic cell to the surface and the
necessary step for further biofilm formation. Most bacterial species are capable of biofilm
formation. Bacteria within biofilm exhibit increased resistance to antibiotics and other
external factors, which makes the eradication of adhered bacteria rather difficult. Bacterial
adhesion is very complex process affected by many physical and chemical factors as well as
by the adhesive molecules present on the substrate and cell surface. Accurate description of
these factors enables to design appropriate modifications of both the substrate and the
environment with the aim to fabricate the antiadhesive and antibacterial surfaces or to
increase the efficiency in bacteria-based biotechnological processes. Whereas in medical
applications the main goal is to decrease bacterial adhesion, the increased adhesion is
desirable in certain processes employing bacteria, as is for example the wastewater treatment.

This thesis reviews main theories used for prediction of bacterial adhesion, describes the
process of adhesion and physical, chemical and biological factors that influence it. It also
contains an overview of antiadhesive and antibacterial surfaces.

Key words: Bacteria, adhesion, pili, flagellum, antiadhesive and antibacterial surfaces.
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1. Uvod

Bakterie jsou jednobuné¢né organismy patiici do skupiny prokaryot. Prvni pozorovani
bakterii provedl Leeuwenhoek roku 1676 (Porter, 1976). Velikost bézné bakterialni bunky je
0,5-2 um. Diky této velikosti je mozné popisovat pocateéni fazi adheze bakterii na povrchy
pomoci teorii popisujicich interakce koloidnich ¢astic (Marshall et al., 1971).

Bakterie mohou Zit jako jednotlivé planktonni burniky, nebo mohou pfisedat k povrchu a
tvorfit biofilmy. Ty mohou byt tvofeny jednim i vice druhy baterii. Biofilmy jsou trojrozmérna
spolecenstvi bakterii obklopenych extracelularnimi polymery rostouci na pevném povrchu
(Walker a Marsh, 2004). Biofilm muze vznikat i na rozhrani dvou kapalin (voda a olej) ¢i na
rozhrani kapaliny a plynu (Zhang a Christopher, 2016).

Bakterie Zijici v biofilmu ziskaji vy$§i odolnost wvic¢i odmyvani, antibiotikiim,
dezinfekénim prostfedkim, kyslikovym radikalim, zménam pH a nedostatku zivin
Vv porovnani s planktonnimi butikami (Anderl et al., 2000; Peng et al., 2002). Mezi bakteriemi
tvoficimi biofilm muze také dochazet k vzajemné metabolické spolupréci a vyméné genetické
informace. Bakterie v biofilmu maji ve srovnani s bakteriemi planktonnimi odliSnou expresi
fady genti kodujicich proteiny ucastnici se globalni regulace, odpovédi na stres, transportu
zivin, energetického metabolismu a detoxifikace (Giaouris et al., 2013).

Kvuli vyrazné zvysené celkové odolnosti bakterii v biofilmu je dulezité dokazat zabranit
vzniku biofilmu. Nezbytnym ptedpokladem pro kolonizaci substratu a vznik biofilmu je
adheze bakterii na povrch. Bakterialni adheze je déj, pfi kterém dochazi k pfisedani butiky
na substrat; vzajemné piichyceni dvou bunék se nazyva koheze (Garrett et al., 2008). Adheze
umoziuje buitkdm udrzet se i v prostiedich, ze kterych je planktonni buiika odplavena.
Umoznuje napiiklad udrzeni bakterii na epitelu sliznice, zachyceni v prostfedi s dostatkem
zivin, jako je lidské stfevo, zabranéni odplaveni v tekoucich vodach ¢i nasedani bakterii na
organické necistoty v Cistickach odpadni vody. AvSak bakteridlni adheze je velmi komplexni
déj a je ovlivnéna fadou fyzikalnich, chemickych a biologickych faktord.

Tato prace ma za cil shrnout hlavni fyzikalné-chemické a biologické faktory ovliviiujici
bakterialni adhezi k substratim. Také zahrnuje struény tvod do mozZnych zpisobu regulace

bakteridlni adheze prostfednictvim antiadhezivnich a antibakterialnich aprav povrchd.



2. Bakterialni adheze

Adhezi planktonni buiiky na povrch lze rozd¢lit na dvé zakladni faze: za¢ina okamzitou
reverzibilni fazi a po n€kolika hodinach muze piejit do ireverzibilni faze adheze (Marshall et
al., 1971). Teorie dvoukrokove adheze vychazi z predpokladu, ze adherujici planktonni buika
disponuje pouze zanedbatelnym mnozstvim preformovanych adhezivnich struktur.

PocateCni reverzibilni faze adheze je fizena nespecifickymi interakcemi jako jsou van der
Waalsovy pfitazlivé sily, elektrostatické sily a hydrofobni interakce (Garrido et al., 2014).
Velikost a ucinek téchto interakci je dan fyzikalné-chemickymi vlastnostmi buniky, substratu a
okolniho roztoku jako jsou hydrofobicita a povrchovy naboj (Liu a Zhao, 2005). Kazdy
systém sméfuje k energetickému minimu a proto i bakterie jsou ptitahovany do oblasti
energetického minima a odpuzovany z oblasti energetické bariéry (Perni et al., 2014).

V zavislosti na piisobicich silach mohou nastat pfi kontaktu builky se substratem tfi situace
(Perni et al., 2014):

(A) Bunka neadheruje, protoze pievazuji odpudivé elektrostatické sily. Vzniké energeticka
bariéra, kterou buiika nedokéze prekonat.

(B) Buiika okamzité adheruje, protoze je pritahovana do tésného kontaktu s povrchem
prevazujicimi van der Waalsovymi silami. Tato situace nastava, kdyz jsou elektrostatické sily
zanedbatelné.

(C) Bunka je reverzibilné vazana v blizkosti substrdtu v oblasti sekundarniho
energetického minima (viz Obr. 1). Elektrostatické sily jsou odpudivé, ale van der Waalsovy
sily nad nimi pfevazuji na kratkou a dlouhou vzdalenost, ¢imZz vznikaji dvé energeticka
minima oddélena odpudivou energetickou barierou. Primarni energetické minimum vznika u
povrchu, sekundarni energetické minimum se nachazi pted energetickou bariérou, nékolik
nanometrd od povrchu. Reverzibilni adheze je vysvétlovana jako rovnovaha mezi odpudivymi
a pfitazlivymi silami a bunka se pfi ni chova jako inertni ¢astice (Marshall et al., 1971).
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Pribéh reverzibilni faze adheze je predpovidan tfemi modely: DLVO teorii,
termodynamickym piistupem ¢i rozsitenou DLVO teorii (viz kapitola 3). Ireverzibilni adheze
nastava, pokud buiika dokdze piekonat energetickou bariéru odd€lujici primarni a sekundarni
energetické minimum (Perni et al., 2014) a spadne do hlubokého energetického minima na
povrchu substratu (viz Obr. 2), kde pomoci aktivné produkovanych povrchovych struktur
ireverzibilné adheruje (Bayoudh et al., 2009). Pickonani energetické bariéry miiZze nastat
vlivem Brownova pohybu, aktivniho pohybu ¢&i pfemosténim energetické bariéry

prostiednictvim povrchovych struktur bunky (viz kapitola 5); (Perni et al., 2014).
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Piechod od reverzibilni adheze k adhezi ireverzibilni trva n¢kolik hodin a probiha rychleji
u mladych bakterii. Ireverzibilné¢ adherované bakterie nevykazuji Browndv pohyb a nelze je
z povrchu oplachnout (Marshall et al., 1971).

Pokud buiikka nedokaze ptekonat pfiiliS vysokou energetickou barieru, tak zastava
reverzibiln€ uchycena v sekunddrnim energetickém minimu, které mize vlivem plsobeni
proudu kapaliny a Brownovym ¢i vlastnim pohybem opustit (Bayoudh et al., 2009; Perni et
al., 2014).



Alternativou ke dvoukrokové adhezi je okamzitd ireverzibilni adheze, ke které dochazi
Vv pfipadé, ze builka jiz disponuje velkym mmnozstvim specifickych adheznich molekul ¢i
struktur, jako jsou napftiklad pili. Pfi této jednokrokové adhezi neni buinika ovlivnéna
energetickou bariérou, protoze adheruje na velkou vzdalenost nékolika set nanometrt (Viz
Obr. 3). Jednokrokova adheze mutze probihat napiiklad u burniky opoustéjici biofilm s cilem
zalozeni nové kolonie ¢i U adherované bunky, ktera byla od povrchu odtrzena tekouci
kapalinou (patogenni bakterie v plicich, viz kapitola 5.3 a 5.4); (Hermansson, 1999; Hori a
Matsumoto, 2010).
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Efektivita bakterialni adheze za urCitych podminek ¢i k uréitému povrchu byva
vyjadfovana dvéma zpiisoby. Prvni moznosti je pomérné vyjadfeni miry adheze pomoci
uréeni mnozstvi bunék ptisedlych na jednotku plochy. Pfi této metod¢ jsou buiiky pozorovany
a zdokumentovany pod mikroskopem a nasledné jsou kvantifikovany (Bayoudh et al., 2009;
Garrido et al., 2014). Druhou moznosti je urceni adheznich sil prostfednictvim metody zvané
,microjet impingement technique®, ktera ur¢i silu adheze i jeji reverzibilitu pomoci proudu

kapaliny strhavajicim bunky od povrchu (Bayoudh et al., 2009).



3. Fyzikalné-chemické teorie popisujici pocatecni fazi
bakterialni adheze

Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeekova teorie (DLVO), termodynamicky pfistup a
rozsitena DLVO teorie (EDLVO) jsou fyzikalné-chemické teorie popisujici energetickou
vyhodnost reverzibilni adheze planktonni bakterialni buiiky.

Tyto predpovédi adheze vychazeji ze snahy vSech systému o dosazeni energetického minima
(Perni et al., 2014). Vysledkem jsou energetické kiivky zndzoriujici zavislost interakéni
energie na vzdalenosti od povrchu. Tyto pfistupy vychazeji z teorii popisujicich interakce
koloidnich ¢astic, jejichz velikost je o jeden az dva fady mensi, nez je velikost bakterialni
buiky. Fyzikdln¢ chemické teorie ale predpokladaji dokonale hladky povrch bakterie a
zanedbatelny vliv povrchovych molekul usnadnujicich adhezi (viz kapitola 5), coz mize vést

k neptesnostem v predikcich adheze (Hori a Matsumoto, 2010).

3.1. Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeekova (DLVO) teorie

Princip DLVO teorie vychazi z n¢kolika praci zabyvajicich se stabilitou koloidnich ¢astic
(Derjaguin a Landau, 1941; Verwey, 1947; Verwey a Overbeek, 1948). Celkova adhezni
energie (AG*") je sumou London-van der Waalsovych ptitazlivych sil (AG'™W) a sil elektrické
dvojvrstvy (AGY), které jsou vétsinou odpudivé, ve vztahu vyjadieném nasledujici rovnici:
AGAM = AGYW + AGP (Verwey, 1947). Adheze nastane, pokud je celkova energie (AG®")
zaporna (van Oss, 1989).

Velikost AG™ je déna velikosti buiiky, vzdalenosti od substratu a Hamakerovou
konstantou, ktera shrnuje vlastnosti substratu a bakterie vychazejici z jejich povrchové
energie a dielektrickych vlastnosti média, substratu a buniky (Hermansson, 1999). Van der
Waalsovy sily vznikaji v disledku interakci dipolt atomt a molekul.

AGY vychézi z Coulombovych interakci mezi nabitymi molekulami. Ve vodném prostiedi
vznika kolem nabitého povrchu hromadénim iontl opa¢ného naboje tzv. elektricka dvojvrstva
(viz Obr. 4) a jeji vznik je doprovazen poklesem volné energie (Verwey, 1947). VétSinou ma
odpudivy efekt, jelikoz substrat i buiika mivaji zaporny naboj (Hunter a Liss, 1982; Dickson a
Koohmaraie, 1989). Odpudiva sila vznika vlivem odpudivého osmotického tlaku mezi stejné
nabitymi ionty dvou ptekryvajicich se dvojvrstev. Velikost elektrické dvojvrstvy je pfimo

imérna povrchovému naboji. AGY roste s rostoucim povrchovym potencialem, teplotou a



dielektrickou konstantou roztoku. AG® klesa s rostouci vzdalenosti od povrchu, iontovou
silou a elektrickym nabojem (Hermansson, 1999).
DLVO teorie umoziuje ptedpovéd bakterialni adheze s ohledem na néboj povrchu a

bakterie. V1iv naboje na adhezi je ovlivnén pH a iontovou silou.

3.2. Termodynamicky pristup

Termodynamicky pfistup umoziuje predpovéd adheze na zdklad¢ bilance volné energie
fazového rozhrani, pficemz piedpoklada zanedbatelny ucinek -elektrického naboje a
specifickych biochemickych vazeb (Busscher et al., 1984).

Zména volné energic na jednotku povrchu (AG*") je vyjadfena jako rovnovéha
povrchovych napéti rozhrani bakterie-substrat (yss), bakterie-kapalina (ysk) a substréat-
kapalina (ysk) dle nésledujici rovnice: AGM = ygs — ypx — Ysk. Adheze nastava, pokud
prilnuti zpasobi zaporné hodnoty volné energie (Absolom et al., 1983).

Termodynamicky pfistup nelze aplikovat v piipadé, Zze buitka adheruje z oblasti
sekundarniho energetického minima, kdy nevznikd nové rozhrani bunka-substrat (van
Loosdrecht et al., 1987), protoze termodynamicky ptistup pocita s energii vzniku nového
rozhrani bunika-substrat na Gkor rozhrani substrat-médium a burika-medium.

Termodynamicky pftistup vysvétluje zvysenou adhezi hydrofobnich bakterii na hydrofobni
povrchy a hydrofilnich bakterii na hydrofilni povrchy (Satou et al., 1988) a je nejjednodussi

metodou pro zjisténi, zda bakterie mtize adherovat k ur¢itému substratu (Perni et al., 2014).

3.3. Rozsifenad DLVO teorie (EDLVO)

Van Oss rozsitil DLVO teorii tim, Ze do ni zahrnul interakce Lewisovych kyselin a bazi
(Van Oss et al., 1986; van Oss, 1989; van Oss, 1995). Celkova adhezni energie (AG*") je
sumou Lifshtz-van der Waalsovy pfitazlivé sily (AG'™W), odpuzujici elektrostatické
dvojvrstvy (AGY) a interakci Lewisovych kyselin a béazi (AG”®) znazornéna nasledujici
rovnici: AG24" = AGVIW + AGYY + AGAB. Adheze nastane, pokud je celkova energie (AG*")
zaporna (van Oss, 1989).

AG"" zahrnuje tfi nepolarni elektrodynamické dipolové interakce s dlouhym dosahem:
London (disperze), Debye (indukce) a Keesom (orientace) sily (Van Oss et al., 1986; van Oss,
1989).



AG”® je dana polarnimi koordinaéné-kovalentnimi interakcemi zvanymi vodikové mustky
(Van Oss et al., 1986 ; Liu a Zhao, 2005). Dle Lewisovy definice je kyselina akceptorem a
baze donorem volného elektronového paru, takze H* je kyselinou a OH" bazi. Interakce
Lewisovy kyseliny a baze je definovana jako sdileni elektronového péaru, k cemuz u
vodikového mustku dochazi. Hydrofobni/hydrofilni charakter povrchi (viz kapitola 4.7) je
dan charakterem donoru elektroni (van Oss, 2008).

V z&vislosti na charakteru povrchu vznikaji ptitazlivé hydrofobni interakce nebo nastava
odpudivy efekt hydratace (Bayoudh et al., 2009). Vliv interakci Lewisovych kyselin a bazi je
10-100x silngjsi (van Oss, 1989) nez van der Waalsovy a elektrostatické sily, ale ma kratky
dosah, do 5 nm (Bos a Busscher, 1999). S rostouci vzdalenosti od povrchu se velikost AGAB
prudce snizuje (Van Oss et al., 1986).

Hydrofobni interakce mezi dvéma nepolarnimi skupinami ve vod¢ jsou disledkem energie
vodikové vazby z koheze molekul vody v okoli skupin. Efekt hydratace je dan hydrofilni
vrstvou a muze byt zpasobena naptiklad adsorpci hydrofilnich proteint k substratu, kde poté
tlumi adhezi hydrofobnich bunék k substratu (van Oss, 1995). Avsak vliv téchto interakci se
nemusi plné projevit, jelikoz se bakterie kvili svym povrchovym utvarim nemusi dostatecné

ptiblizit k povrchu a celkova styéna plocha je pak mala (Bos a Busscher, 1999).

3.4. Shrnuti a aplikace teorii
DLVO teorie je zalozena na piekryvani vlivu elektrostatickych a van der Waalsovych sil.
Predpoveéd’ adheze pomoci DLVO je Casto nepfesna, protoze tato teorie nezapocitava vliv

hydrofobnich/hydrofilnich ani sterickych interakci (Bayoudh et al., 2009).

Termodynamicky piistup zahrnuje hydrofobni/hydrofilni interakce, ale vétsinou je kvuli

nedostatecnému popisu elektrostatickych interakci rovnéz nepfesny (Sharma a Hanumantha
Rao, 2003).

EDLVO teorie je kombinaci termodynamického pfistupu a DLVO teorie (Bayoudh et al.,
2009). Mnoho autorti se shoduje, ze EDLVO teorie predikuje adhezi a jeji reverzibilitu
ptresnéji nez klasicka DLVO teorie a termodynamicky pfistup (Sharma a Hanumantha Rao,
2003; Bayoudh et al., 2009; Farahat et al., 2009).



Ptedpovéd’ adheze pomoci EDLVO je zatim nejpfesncjsi, ale i tato teorie obcas
v konkrétnich ptipadech nestaci k popisu skutecného stavu. Mlze to byt z n€kolika davodd,
mezi néz patii napi. predpoklad inertniho povrchu (Bayoudh et al., 2009), specifické
interakce mezi povrchovymi polymery (Yoshihara et al., 2015), heterogenita povrchu, proud

kapaliny a hrubost povrchu.

Pomoci ptedpovedi bakterialni adheze a agregace je mozné nastavit podminky pokusu tak,
aby zména jednoho parametru pozastavila ¢i urychlila adhezi bun¢k (viz kapitola 4.3).

Porovnanim riznych teoretickych predpovédi Ize wurcit vyznam jednotlivych sil
ovliviwyjicich adhezi. V piipadé¢ odchylek od ptedpovédi lze ptredpokladat, ze bakterie

k adhezi vyuziva povrchové ttvary tvotené piimo za ucelem adheze.



4. Faktory prostredi ovliviujici bakterialni adhezi

4.1. Vliv povrchového naboje bakterii na jejich adhezi k povrchim

Elektrostatické interakce dvou stejné nabitych povrchii zplisobuji vzéjemné odpuzovani
(Sun et al., 2015). Povrchovy naboj bakterie je dan povrchovymi Utvary a polymery a je
zavisly na pH (viz kapitola 4.3). Naboj povrchu ma vétSinou odpudivy efekt, protoze za
neutralniho pH ma vétSina substrata i bun¢k zaporny naboj (Hunter a Liss, 1982; Dickson a
Koohmaraie, 1989). N¢které druhy bakterii, jako Stenotrophomonas maltophilia, maji
v neutralnim pH kladny naboj bunky (Jucker et al., 1996). Napiiklad grampozitivni Bacillus
subtilis ma zapornéjs$i naboj nez gramnegativni bakterie, coz ma za nasledek slabsi adhezi této
bakterie na zaporn¢ nabité povrchy, jako je naptiklad nerezova ocel (Harimawan et al., 2011).

Efektivni velikost ndboje povrchu je vyjadiena jako zeta potencial. Zeta potencial vychazi
z elektrické dvojvrstvy a je ovlivnén fadou faktori, zejména iontovou silou a pH roztoku.

Elektricka dvojvrstva (viz Obr. 4) se tvoii ve vodnim prostiedi kolem kazdé nabité Castice,
protoze dochdzi k ptitahovani iontl opa¢ného naboje smérem k ¢astici. Na povrchu ¢éstice se
vytvafi stabilni uspofadana vrstva opac¢né nabitych iontd, kterd se oznaCuje jako Sternova
vrstva. Tyto ionty neutralizuji povrchovy naboj castice pouze Castecné, protoze jsou
obklopené molekulami vody, které brani kompletnimu pokryti povrchu. Zbyvajici naboj
pfitahuje vzdalengjsi ionty, ¢imz dava vzniknout méné uspotadané diflzni vrstvé. Diflizni
vrstva je ohrani¢ena tzv. rovinou skluzu, za kterou nema naboj ¢astice jiz vliv na dalsi ionty.
Na roviné skluzu je také definovan zeta potenciél jako potencidlovy rozdil mezi disperznim
mediem a stacionarni vrstvou kapaliny pfichycené k ¢astici.

O e +— Elektrlcka dvojvrstva

a Rovina skluzu
°° :0 0°°° /‘é Sternova vrstva

09 ‘,,,.--D|fuzn| vrstva

e:e}: b °i B
e e
o o9, c°=
o Loo® e ®
Q@‘ Eﬂ
04100

Povrchovy potencial

Céstice se zdpornym
povrchovym nabojem

Stern uv potencial

| Zeta potencial

mV

Abd Karim Alias, 2013© 0
Vzdélenost od povrchu &astice

Obr. 4: Znazornéni elektrické dvojvrstvy a zeta potencialu.

Prevzato a upraveno z: http://image.slidesharecdn.com/emulsionstability-130803053556-phpapp02/95/emulsion-
stability-10-638.j
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4.2.Vliviontové sily na bakterialni adhezi

Iontova sila je nejsnaze ovlivnitelny parametr a jeji vliv na adhezi je potvrzen mnozstvim
studii. lontova sila je sumou vSech ionti v roztoku a zavisi na koncentraci elektrolytu i na
mocenstvi ionttl v ném obsazenych a uréuje velikost elektrické dvojvrstvy (viz Obr. 5).
Vysoké iontova sila zpisobi hromadéni naboje u povrchu, coz vede k potladeni elektrické
dvojvrstvy (Verwey, 1947). Pti nizké iontové sile nabyva zeta potencial vysokych hodnot;

odpuzovani buiiky a substratu pak vede ke sniZeni reverzibilni adheze (Marshall et al., 1971).

+
+ o + 4 + * \
+ // \
+ K\_’\ + X
/ N & + +
+ ¥ 4 et — + T
% FN Diftizni vrstva /
/ +
+ /s
= Sternova vrstva + i
+ . « T +*
@+ 3 ) * Zaporné nabita Eastice 3 o
+ #\_//' H
C PR *
+ +W i By * /
+ * + +
oo ¥ Y

Potlaceni elektrické dvojvrstv

Zesileni elektrické dvojvrstvy

vlivem vysoké koncetrace ion - s e
vlivem nizké koncetrace iontu

Obr. 5: Vliv iontové sily na velikost elektrické dvojvrstvy.

Pfevzato a upraveno z http://images.slideplayer.com/13/4142664/slides/slide_73.jpg

Dvoukrokova bakterialni adheze nastava pii stfedni iontové sile, kdy vlivem van der
Waalsovych sil vznika primarni a sekundarni energetické minimum. Energeticka minima jsou
oddélena energetickou bariérou zptsobenou elektrickou dvojvrstvou (Verwey, 1947).

Rostouci iontova sila vede K narGstu bakteridlni adheze, protoze vyS$$i iontova sila
zpusobuje pokles zaporného naboje bakterie a substratu (Garrido et al., 2014; Sun et al.,
2015). Snizenim zaporného naboje dojde k odstranéni energetické bariéry (viz Obr. 6).
Napiiklad zvyseni iontové sily z 10 mM na 160 mM NaCl vede k desetinasobnému zvyseni
adheze Escherichia coli ke sklu (Yoshihara et al., 2015).

Energeticka bariéra
Energie Energie Energie

+ O
0 I N

> — 0
Vzdélenost od 1 vzdélenost od Vzdalenost od
u substratu : B substratu substratu
- - 1 -
]
—
<10 nm
Vysoka lontova sila Nizka

Obr. 6: Vliv iontové sily na celkovou interakéni energii.

Pti vysoké iontové sile je odpudiva sila elektrické dvojvrstvy zanedbatelna (A). Pii béznych hodnotach iontové sily
vznika vlivem odpudivych sil elektrické dvojvrstvy energeticka bariéra (B). Energeticka bariéra se pfi nizkych iontovych
silach stava neptekonatelné velkou (C). Pievzato a upraveno z Hori a Matsumoto (2010).
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4.3.Vliv pH na bakteridlni adhezi

Hodnota pH také ovlivituje povrchovy naboj bakterie. Alkalické pH zptisobuje deprotonaci
zaporn¢ nabitych karboxylovych a fosfatovych skupin na povrchu bunéénych biopolymert,
¢imz narista zaporny naboj bakterie (Garrido et al., 2014; Sun et al., 2015). Rostouci pH
proto vede ke snizeni bakterialni adheze (Farahat et al., 2009). Naopak v kyselém prostiedi
dochazi k protonaci karboxylovych a fosfatovych skupin, ¢imz ziskava bunka E. coli kladny
povrchovy naboj, ktery adhezi podporuje (Farahat et al., 2009; Garrido et al., 2014; Sun et al.,
2015).

Naboj vétSiny substratd a bunék je pii neutralnim pH zaporny (Hunter a Liss, 1982,
Dickson a Koohmaraie, 1989). Izoelektricky bod je pH, pfi kterém je povrchovy naboj nulovy.
Izoelektricky bod je pro E. coli pii pH 4,5, pro kiemen je pti pH 2,0, (Farahat et al., 2009) pro
sklo je pti pH 2,1 a pro bézné plasty je kolem pH 4 (Lameiras et al., 2008). Né&které

bakterialni kmeny ale maji v neutralnim pH kladny naboj (Jucker et al., 1996).

Praktickym vyuzitim vlivu pH na bakterialni adhezi je bio-flotace kiemene ze smési
ktemen-hematit-korund (vlo¢ky o velikosti 78-105 pm) prostiednictvim Escherichia coli bez
nutnosti piidavat dalsi ¢inidla. Pii pH <4,3 maji buniky E. coli, hematit a korund kladny néboj,
ale kiemen ma naboj zaporny (viz Obr. 7). V tomto pH tedy dochazi k selektivni adhezi E.
coli ke kfemenu, od ostatnich mineralt je bakterie elektrostaticky odpuzovana. Adheze
hydrofobni E. coli na hydrofilni kiemen zptisobi, Ze kiemen ziska hydrofobni charakter, coz

umozni jeho izolaci u hladiny (Farahat et al., 2009).
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4.4 Vliv hydrofobicity povrchu na bakteridlni adhezi

Hydrofobicita buiikky a substrdtu mé vyznamny vliv na bakteridlni adhezi, protoze
hydrofobni interakce jsou nejsilnéjsimi nekovalentnimi interakcemi. Molekuly vody nemohou
tvofit vodikové mustky s hydrofobnim povrchem, takze dochazi k preuspoiadani molekul
vody kolem hydrofobniho povrchu, coz je energeticky naro¢né. Adheze k hydrofobnimu
povrchu je naopak energeticky vyhodna, nebot’ pii ni dochazi k poklesu entropie, miry
neusporadanosti systému (Yoda et al., 2014).

Adheze bakterii k hydrofobnim povrchim se zvySuje s rostouci hydrofobicitou povrchu
bunky, protoze hydrofobni skupiny odstrafiuji vodni film mezi interagujicimi povrchy
(Harimawan et al., 2011).

Gramnegativni bakterie maji vice hydrofobni povrch nez bakterie grampozitivni a Iépe
adheruji na hydrofobni povrchy, jako je nerezavéjici ocel (Harimawan et al., 2011) a ITO
(smés oxidu cini¢itého a inditého), nez na povrchy hydrofilni, jako je sklo (Bayoudh et al.,
2009).

Prikladem praktického vyuziti principu hydrofobnich interakei je zpracovani odpadni vody.
K aktivovanym hydrofobnim vlockdm nasedaji hydrofobni bakterie mnohem Iépe nez ty

hydrofilni, coz vyrazné ovliviiuje efektivitu procesu (Zita a Hermansson, 1997).

4.5.Vliv teploty prostfedi na bakterialni adhezi

Vliv teploty prostiedi na bakteriadlni adhezi je druhové specificky, takze neni mozné jeho
zobecnéni.

Naptiklad Pseudomonas fluorescens ma optimalni ristovou teplotu 28°C. Avsak nejvyssi
miru adheze vykazuje pfi teploté 17°C, kdy je jeji povrch nejméné hydrofilni (Hemery et al.,
2006).

U Listeria monocytogenes byly pozorovany teplotou indukované strukturni zmény
povrchovych biopolymert. Nejvyssi miru adheze vykazuje tato bakterie pifi své optimalni
teploté se biopolymery zkracuji a piestavaji byt nahlouc¢ené a bunky adheruji méné (Gordesli
a Abu-Lail, 2012).
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4.6.Vliv hrubosti a topografie povrchu substratu na bakteridlni adhezi

Bakterialni adheze k substratiim je mimo jiné ovlivnéna hrubosti a topografii jeho povrchu,
pti¢emz z tohoto hlediska relevantni jsou nerovnosti v fadech mikrometrd a nanometra (Hsu
etal., 2013).

Konkrétni velikost a tvar nerovnosti, které jsou schopny ovlivnit miry adheze, zalezi na
bakterialnim druhu a typu materialu, takZe neni mozné vyvodit obecny zavér (Hsu et al.,
2013; Yoda et al., 2014). Napiiklad u oxinia, titanové slitiny a nerezové oceli, ma hrubost pod
30 nm pozitivni vliv na adhezi Staphylococcus epidermidis (Yoda et al., 2014). Jina studie
zaznamenala zvySeni adheze Escherichia coli a Staphylococcus aureus na titanovy povrh
s hrubosti do 20 nm, ale jeji inhibici pii vétsi hrubosti (Singh et al., 2011).

Nekteré studie ukazuji posileni bakterialni adheze k titanu a materidlu kontaktnich ¢ocek
pii povrchové hrubosti v fadech mikrometrai (Badihi Hauslich et al., 2013; Ji et al., 2015),
jiné studie ukazuji posileni bakterialni adheze k titanu pii povrchové hrubosti v fadech
nanometrd (Truong et al., 2010). Avsak existuji studie popisujici naopak snizeni adheze
K titanu s hrubosti 35 nm (Amoroso et al., 2006).

Byly pozorovany zmény morfologie bakterii adherujicich k povrchiim s riznou topografii.
Bakterie adherovana k hladkym povrchim disponuje men$im mnozstvim povrchovych
biopolymeri (Hsu et al., 2013) a zaroven vykazuje vétsi produkci extracelularnich
polymerickych substanci (Truong et al., 2010) nez bakterie adherované k povrchim
s nanopory.

Bunky méni svou orientaci vué¢i povrchu tak, aby maximalizovaly kontakt s povrchem,
¢imz nastava silngjsi a stabilnéjsi adheze (Hsu et al., 2013). N&kteti autofi ocekavaji vyssi
miru adheze k hrubsim povrchiim, protoze hruby povrch ma vétsi plochu a prohlubng, které
mohou bakterie chranit pfed smykovou silou (Hsu et al., 2013; Yoda et al., 2014).

OvSem hrubost povrchu neni jedinym faktorem ovliviiyjicim vysledky téchto pokust. U
hydrofilni bakterie Staphylococcus epidermidis byla pozorovana snizena mira adheze
k hydrofobnimu Co-Cr-Mo (Cerca et al., 2005), ackoli m&l miru hrubosti, ktera u jinych
povrcht adhezi posilila (Yoda et al., 2014).
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4.7.Vliv povrchové energie na bakteridlni adhezi

Povrchova energie charakterizuje fyzikalné-chemické vlastnosti povrchd, vyjadiuje miru
piitahovani baterie a substratu. Je uvadéna jako volna energie na jednotku plochy (ys =
[mJ/m?]) a je sumou vsech intermolekularnich sil piisobicich na povrchu materialu, jako jsou
van der Waalsovy sily (yV™") a interakce Lewisovych kyselin a bazi (y*®). Komponenta
Lewisovych kyselin a bazi je sloZena ze dvou ¢asti, donoru (y*) a akceptoru (y") elektrond.

Dle van Osse (2008) muze charakter donoru elektronti a hodnota y~ slouzit jako hruby
ukazatel hydrofobicity/hydrofilicity povrchii. Siln¢ hydrofobni (nepolarni) materidly mivaji
mensi hodnoty v~ (pod 28,3 mJ/m?), zatim co siln& hydrofilni mivaji vysoké hodnoty y~ (nad
28,3 mJ/m?). Hodnoty volné energie akceptoru elektronii (y*) jsou u vétsiny hydrofobnich i
hydrofilnich materialti nulové &i velmi malé (u bakterii byva y'~1,3 mJ/m? (Farahat et al.,
2009)).

Interakéni (adhezni) energie klesa s rostouci povrchovou energii substratu (viz Obr. 8),
protoze roste pfitahovani bunky k substratu. Bakterialni adheze je preferovana pfi nizkych ¢i
zapornych hodnotach interakéni energie, takze mira bakterialni adheze roste s rostouci

povrchovou energii substratu (Liu a Zhao, 2005).
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Povrchova energie bakterialni buiiky je 70 mJ/m? (Busscher et al., 1984; Sharma a
Hanumantha Rao, 2002). Substrat s nizsi povrchovou energii je pro bakterialni adhezi hife

dostupny (Busscher et al., 1984).

Nizkoenergetické povrchy maji vyborné antiadhezivni vlastnosti. Naptiklad pfi inkorporaci
PTFE (polytetrafluorethylen) do matrix Ni-P, coz je b&Zzné protikorozni pokryti, dojde ke
snizeni povrchové energie na 21-26 mJ/m2. Povrch pokryty Ni-P PTFE zpisobi sniZeni

adheze v porovnani s nerezovou oceli 0 95% (Liu a Zhao, 2005).
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Povrchova energie ovliviiuje riist i u eukaryotickych bunék. Hydrofilni substrat s vyssi
povrchovou energii podporuje rist osteoblastl i depozici mineralt do kosti vice nez substrat

s nizkou povrchovou energii (Lim et al., 2008).

Experimentalné¢ se  hydrofobicita/hydrofilicita povrchii zjistuje napiiklad méfenim
kontaktniho Uhlu kapaliny a substratu (viz Obr. 9). Hydrofilni povrchy maji kontaktni uhel 6
<90°, hydrofobni povrchy maji kontaktni thel 6 90-180°.

Youngova rovnice vyuziva zméteného kontaktniho uhlu ke zjisténi povrchové energie:
Ys = Ysi. + YL * cosO, kde ys je volnad povrchova energie substratu, ys. je energie fazového

rozhrani kapaliny a substratu, y. je povrchové napéti kapaliny a 6 je kontaktni uhel kapaliny.

Hydrofobni povrch Hydrofilni povrch

H_IEUU =135 = QP H 45° f=0°
1

| | | 7

Rostouci povrchova energie

Klesajici kontaktni uhel (8)

Obr. 9: Vztah mezi kontaktnim Uhlem a povrchovou energii.

Meéfen je thel misté kontaktu kapky vody a testovaného substratu. Kontaktni thel klesé s rostouci povrchovou energii.
Kontaktni tthel hydrofobnich povrchii je 90 az 180°, kontaktni thel hydrofilnich povrcht je 0 az 90°.
Pfevzato a upraveno z Garai et al. (2005).
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4.8. Vliv kondiciujici vrstvy na bakteridlni adhezi

Kondiciujici vrstva (z angl. conditioning film) vznikd vlivem adsorpce organickych
molekul rozpusténych ve vodném prostiedi na povrch substratu. Dusledkem jejiho vzniku
jsou zmény povrchového napéti, naboje, hrubosti a hydrofobicity substratu, které mohou
vyznamné ovliviiovat poc¢ateéni adhezi bakterii a nasledny vznik biofilmu (Hwang et al.,
2012; Hwang et al., 2013). Vliv kondiciujici vrstvy zavisi na iontové sile a typu molekul,
které ji tvofi. Muze posilovat i oslabovat pocate¢ni adhezi bunék (Hwang et al., 2012).

Vznik kondiciujicich vrstev ma celou fadu praktickych dopadt. Naptiklad kondiciujici
vrstva absorbovana z krve usnadnuje adhezi bakterii v Zilni kanyle, jejiz kontaminace poté
mize zpusobit zavazné infekce v krevnim fecisti (Murga et al., 2001). Ve vodnich systémech
a potrubich zase hraji kondiciujici vrstvy vyznamnou roli pfi jejich zanaseni, tzv. biofoulingu
(Hwang et al., 2012).

Ke tvorbé kondiciujici vrstvy dochdzi také na vnitinim povrchu uretralniho katetru,
uzivaného pii obstrukci v mo¢ovodu, coz vede ke zvySeni adheze bakterii, které poté mohou
zpusobit infekce mocovych cest i poskozeni materidlu cévky (Tieszer et al., 1998).
Kondiciujici vrstva je také zodpovédna za vznik zubniho kazu, protoze umoziuje adhezi
bakterii v Ustni dutin¢ (Busscher et al., 2010).

Prabéh bakterialni adheze na kondiciujici vrstvy neni zavisly na tom, zda bakterie
produkuje extracelularni polymery (Hwang et al., 2012; Hwang et al., 2013).

Pti zkoumani vlivu kondiciujicich vrstev na bakterialni adhezi se pouzivaji modelové EPS
(viz Obr. 10): alginat, jakozto bézna polysacharidova slozka matrix biofilmu, hovézi sérovy
albumin (BSA), jakozto krevni protein s vysokou adsorpci a huminové latky (huminova a
fulvonova kyselina), jakozto zéstupce hlavnich uhlikatych latek v padé (Hwang et al., 2013).

Alginat je linearni polysacharid (kopolymer mannuronové a guluronové kyseliny) a
obsahuje hojné karboxylové skupiny (Mi a Elimelech, 2008). Vlastnosti alginatovych filmu se
méni v zavislosti na iontové sile. Pfi nizké iontové sile (<30 mM) jsou fluidni a vlivem
elektrostatického odpuzovani zaujimaji kartdCovou strukturu. S néarGistem iontové sily (cca
100 mM) se alginatova vrstva stlauje vlivem staceni alginatd, aZ vytvoii tuhou hladkou
strukturu (de Kerchove a Elimelech, 2007).

Tontova sila ovliviiuje konformaci polymert tvoticich kondiciujici vrstvy, ¢imZz mize
meénit jejich vlastnosti (Hwang et al., 2013). Srostouci iontovou silou nartstd adheze
k alginatu, mirné narusta adheze k huminovym latkam (Hwang et al., 2013; Garrido et al.,

2014). Alginat ma nejvyrazngjsi ucinek pii nizsich iontovych silach, pfi vysokych iontovych
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silach klesa rozdil v mnozstvi bun€k adherovanych k alginatu a sklu (Garrido et al., 2014) .
Hovézi sérovy albumin posiluje adhezi pii nizkych iontovych silach, ale pti vyssich iontovych
silach adhezi snizuje sterické odpuzovani mezi albuminem a bakteriemi (Hwang et al., 2012;
Hwang et al., 2013).
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Obr. 10: Mira adheze (Degree of bacterial adhesion) Pseudomonas aeruginosa K riiznym substratim.

Sledovéana byla adheze ke sklu (bare) a sklu pokrytém alginatem (Alginate), huminovou (HA) a fulvonovou (FA) kyselinou a
hovézim sérovym albuminem (BSA) pfi riznych iontovych silach. Pievzato z Hwang et al. (2013).

Dalsim faktorem ovliviiujicim adhezi bakterii k nékterym kondiciujicim vrstvam je
pritomnost vapenatych iont. Vapenaté ionty posiluji adhezi k alginatu a huminovym latkdm
(Hwang et al., 2013).

Pfitomnost vapenatych iontll zpuisobi zdvojnasobeni adhezni sily k alginatu, protoze dojde
ke vzniku gelové struktury. Vapenaté kationty tvoii gelovou strukturu tim, ze pfi¢né propoji
karboxylové skupiny sousednich alginatovych fetézct (Mi a Elimelech, 2008; Garrido et al.,
2014). Ptitomnost vapenatych iontd nezvySuje adhezi bakterii k BSA, protoze BSA
nedisponuje dostatecnym mnozstvim karboxylovych skupin. Pfitomnost vapenatych iontl
posiluje adhezi k huminovym kyselindm mén¢, nez posiluje adhezi k alginatu, protoze

huminové kyseliny nedokazi tvotit gely (Mi a Elimelech, 2008).

Jako kondiciujici vrstva se chova i vrstva adherovanych bakterii. Substrat pokryty
bakteriemi prejima jejich povrchové vlastnosti, napiiklad pii pH < 4,3 adheruje na kiemen
dostatecné mnozstvi hydrofobnich bungk, takze dojde ke zméné€ hydrofilniho charakteru

kfemenu na hydrofobni (viz kapitola 4.3); (Farahat et al., 2009).
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5. Bakterialni povrchové ttvary slouzici k adhezi

Bakterialni adheze k povrchiim neni dana jen fyzikalné-chemickymi vlastnostmi okolniho
prostiedi, ale z velké miry zalezi i na povrchovych polymerech bunky (Jucker et al., 1997).
Tyto polymery zodpovidaji za interakce bakterie a povrchu na vétsi vzdalenost (100-1000
nm), ¢asto zprostiedkovavaji pocatecni kontakt s povrchem (Houry et al., 2010) a piekonani
energetické bariéry (Yoshihara et al., 2015). K adhezi slouzi molekuly a atvary buné¢ného
povrchu, které se obecné nazyvaji adheziny. Biciky, pili, lipopolysacharidy a dalsi utvary
bunééného povrchu jsou také diivodem toho, pro¢ se skute¢na bakterialni adheze odchyluje od

predpovédi formulovanych pomoci fyzikalné-chemickych teorii.

5.1. Bakteridlni bicik
Bic¢ik (viz Obr. 11) se vyskytuje u fady gramnegativnich a grampozitivnich baterii. U
Escherichia coli je 10 pm dlouhy, 20 nm Siroky a je slozen z vice jak 20 strukturnich.
V cytoplazmatické membrané se nachazi bazalni télisko, které slouzi k ukotveni a rotaci
bic¢iku. Bicik je ve vétSin€ piipadi roztdcen gradientem protonil. Hacek spojuje bazalni télisko

a vlakno bi¢iku. Vlakno bi¢iku je duté a je tvoteno z molekul flagelinu.

VIdkno biciku _

S
7 natek

. Vnéjsi membrana

— JJ Bazalni télisko
L] ]

Vnitfni membrana
s

Bakterie mohou mit bi¢ik jeden, umistény na polu bunky, nebo vice bi¢ika (Zgair a
Chhibber, 2011). Bi¢ik slouzi bakterii k pohybu, adhezi a hraje roli i pti vzniku biofilmu.

Pohyb pomoci bi¢iku umoznuje bakteriim dosahnuti povrchu vhodného pro adhezi (Houry
et al., 2010) a ptekonani odpudivych sil (Friedlander et al., 2013). Bi¢ik u Pseudomonas
aeruginosa umoznuje bunce aktivni pohyb dosahujici rychlosti az 60 um/s (Conrad et al.,
2011).
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Bicik je takeé nezbytny pro adhezi fady patogennich bakterii k epitelu hostitele (Duan et al.,
2012). Napriklad bicik Stenotrophomonas maltophilia obsahuje adheziny, které se specificky

vazi na cukry mucinu, glykoproteinové slozky ochranné hlenové vrstvy v dychaci soustave.

(Zgair a Chhibber, 2011)

Kromé specifické adheze k epitelim prosttednictvim adhezinl slouzi bicik 1 k nespecifické
adhezi k povrchim. Bi¢ik ma ale slabou afinitu k povrchiim, protoze jinak by mohlo dochéazet
k nechténému pfichyceni bunék pifi plavani podél povrchu (Friedlander et al., 2013). Vliv
bic¢iku na nespecifickou adhezi je tedy vyrazny jen v pfitomnosti energetické bariéry snizujici
miru adheze (Haznedaroglu et al., 2010), coz by mohlo byt divodem, pro¢ néktefi autofi
nepozorovali vliv bi¢iku a motility na pocatec¢ni faze adheze (Yoshihara et al., 2015). Adheze
prostiednictvim bi¢iku posiluje odolnost bakterie viic¢i odtrzeni od povrchu (Haznedaroglu et

al., 2010; Yoshihara et al., 2015).

Vliv bi¢iku na adhezi vSak neni vzdy posilujici, jeho vliv zalezi na vlastnostech povrchu
(Houry et al., 2010) i prostiedi (de Kerchove a Elimelech, 2007). Bi¢ik muze snizovat miru
adheze k hydrofilnim povrchiim (Friedlander et al., 2015). U Bacillus cereus zpusobuje bicik
snizeni adheze ke sklu, protoze znemoziuje vazbu pili na substrat (Houry et al., 2010).

Bi¢ik miize ménit povrchové vlastnosti bakterie. Pfitomnost hydrofilniho biciku snizuje
hydrofobicitu bakterie a také mtize zptisobovat sterické odpuzovani od substratu (de Kerchove
a Elimelech, 2007). Pti nizkych iontovych silach bylo pozorovano snizeni adheze
Pseudomonas aeruginosa k alginatu, protoze dochézelo ke sterickému odpuzovani biciku a
kartacové struktury alginatové vrstvy (Garrido et al., 2014).

Bicik slouzi k adhezi u tady bakterii: Salmonella enterica (Haznedaroglu et al., 2010),
Pseudomonas aeruginosa (de Kerchove a Elimelech, 2007), Stenotrophomonas maltophilia
(Zgair a Chhibber, 2011) a Campylobacter jejuni (Svensson et al., 2014).

19



Bi¢ik Escherichia coli umoznuje i uchyceni k povrchu s nepfiznivou topografickou
strukturou. Pfi adhezi na substrat se Stérbinami menSimi, nez je velikost bunky, slouzi biciky
K priniku do téchto S$térbin, kde vytvaii hustou vlaknitou sit. Tato sit’ zbi¢ika a
sekretovanych proteintt vytvoii kondiciujici vrstvu, ktera umozni adhezi dalSich bun¢k

(Friedlander et al., 2013), (viz Obr. 12).
A B &

“ ‘~ Q:" % (Pohled shora)

- oo o o= W (Pohled z boku)

Obr. 12: Bi¢ik zvySujici miru adheze na substrat se §térbinami.

A) Adheze bezbicikatych bakterii k rovnému substratu. B) Snizena adheze bezbicikatych bakterii ke strukturovanému
povrchu. C) Biciky bakterii adherujicich ke strukturovanému povrchu tvoii vlaknitou sit’, kterd umoznuje adhezi dalSich

bunek. Ptevzato a upraveno z Friedlander et al. (2013).

5.2. Lipopolysacharidy @ O-antigen
Lipopolysacharidy jsou hlavni slozkou vné&jsi membrany

gramnegativnich  bakterii. Jsou slozené zlipidu A,

oligosacharidového jadra a O-antigenu (viz Obr. 13). Lipid A Sacharidové
kotvi lipopolysacharid ve wvn&jSi membrané a obsahuje jadro
fosfatové skupiny, které se podileji na zaporném naboji bakterie
(Strauss et al., 2009). O-antigen je slozen z né€kolika desitek
oligosacharidovych podjednotek a jeho konkrétni struktura je ®

Lipid A

velmi variabilni. Délka lipopolysacharidovych molekul je 20 az

(®) Fosfatova skupina

40 nm a zavisi na délce O-antigenu (Strauss et al., 2009).

(©) Karboxylova skupina

Lipopolysacharidy zodpovidaji za interakce na kratkou Obr. 13: Struktura lipopolysacharidu.

vzdalenost od povrchu (do 40 nm). Pfevzato a upraveno z Schneck et al. (2009).

Vazba lipopolysacharidu k substratu je dana ptitomnosti O-antigenti, které tvoii vodikové
mustky s hydroxylovymi skupinami substratu (Jucker et al., 1997; Strauss et al., 2009).
Jednotlivé vazby jsou slabé, ale jejich Gcinek se s¢itd v rdmci celého polymeru, takze afinita
O-antigenu k povrchu roste s jeho délkou (Jucker et al., 1997; Abu-Lail a Camesano, 2003;
Strauss et al., 2009). Avsak bylo pozorovano i snizeni adheze Burkholderia cenocepacia
k epitelim v dusledku ptitomnosti O-antigenu (Saldias et al., 2009).

Kromé adheze k substratim ma O-antigen funkci ochrany pied fagocytéozou makrofagy

(Saldias et al., 2009).
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5.3. Pili gramnegativnich bakterii

Pili jsou kratké vyb&zky bakterialniho povrchu. U gramnegativnich bakterii jsou nejvice
prozkoumané tzv. pili 1V. typu (Kang et al., 2007). Jsou dlouhé 1-2 pm a $iroké 5-8 nm
(Beaussart et al., 2014). Jsou ohebné a vydrzi velkou miru fyzikalniho stresu (Kang et al.,
2007), napt. pilus Pseudomonas aeruginosa vydrzi silu velkou az 250 pN (Beaussart et al.,
2014). Pili maji hydrofobni charakter (Honda et al., 1984; Allison et al., 2015) a siln¢ se vazi
na hydrofobni substraty (Beaussart et al., 2014).

Pili zodpovidaji za adhezi k substratim, agregaci bunék (Conrad et al., 2011) a naslednou
tvorbu biofilmu (Bahar et al., 2009; Beaussart et al., 2014). Jsou dulezitym faktorem
patogenity u zivociSnych (Beaussart et al., 2014) i rostlinnych (Bahar et al., 2009) patogent,
protoze zprostfedkovavaji adhezi k buiikam hostitele.

Pilus gramnegativnich bakterii je tvofen molekulami majoritniho pilinu, které jsou k sobé
vazany nekovalentnimi interakcemi. Piliny maji hydrofobni jadro, které pili dodava
mechanickou odolnost (Beaussart et al., 2014). Krom¢ majoritnich pilind se na pili nachazeji
1 minoritni piliny, adheziny. Adheziny zprostiedkovavaji vazbu na riizné substraty, sousedni
buiiky i na epitel hostitele.

Adhezin Pseudomonas aeruginosa specificky vaze glykolipidy epitelidlnich bunék
(Beaussart et al., 2014). Protein PilA u Pseudomonas aeruginosa zodpovida za vazbu k
nerezové oceli i k dal§im biotickym i abiotickym povrchim (Giltner et al., 2006). Adhezin
FimH slouzi ke specifické vazb& Escherichia coli na povrchové struktury obsahujici D-
mandzu, coz ji umoznuje kolonizaci sliznic tlustého stieva (Krogfelt et al., 1990). Pili V.
typu (neur¢eny adhezin) slouzi k adhezi enterotoxické E. coli na specificky receptor stfevniho
epitelu (Mazariego-Espinosa et al., 2010). Protein PilC umoznuje specifickou adhezi
Neisseria gonorrhoeae a Neisseria meningitidis ke stfevnimu epitelu. PilC vykazuje
definovany bunécny a tkanovy tropismus, protoze se vdze pouze na epitelidlni a endotelidlni
buriky, ale ne na T-buiiky ¢i fibroblasty. Toto zjisténi popira pfedchozi domnénku, Zze protein
CD46, slouzici k ochran¢ vSech bun¢k hostitele pfed komplementem, slouzi i jako receptor
pro pili IV. typu (Merz et al., 1999; Kirchner a Meyer, 2005).
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U Pseudomonas aeruginosa umoznuje kratkodoba adheze prostiednictvim pili IV. typu
prepnuti mezi planktonni a adherovanou fazi zivotniho cyklu bakterie (Conrad et al., 2011).
Kromé adheze souvisi pili IV. typu i s pohybem. Pili IV. typu umoznuji unikatni formy
pohybu: ,twitching®, ,crawling” a ,,walking” (Conrad et al., 2011). Z hlediska tvorby
biofilmu je vyznamny ,,crawling® (viz Obr. 14), ktery se vyskytuje u Pseudomonas aeruginosa.
Hladovéjici bunka se posouva k okraji biofilmu pomoci stfidavého pfitahovani
prostfednictvim jednotlivych pili. Béhem tohoto pohybu sekretuje slozky polysacharidové

matrix biofilmu, které za sebou zanechava obdobné, jako kdyz pavouk tvoti pavuéinu (Wang

etal., 2013).
Smér pohybu ’

https://encrypted-
tbn3.gstatic.com/images?q=tbn: ANd9GcRmGUd1jZCuCUomzGzNZaWs13Q8dxM83DQKpTXKcpwOO0hlit9-L5w

Natazené pili

Stazené pili

Twitching u Pseudomonas aeruginosa probihd diky koordinovanému natahovani a
stahovani pili a vyZaduje mnoZstvi proteinti a minoritnich pilina (Giltner et al., 2006).

Pili IV. typu také umoziuji gramnegativni bakterii Bdellovibrio bacteriovorus predaci
jinych gramnegativnich bakterii, protoze zajistuji adhezi na ,kofist. Také je diskutovana
moznost, ze tato bakterie vyuziva pili IV. typu k priniku skrz vnéj$i membranu do periplazmy

hostitelské bakterie (Mahmoud a Koval, 2010).
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5.4. Pili grampozitivnich bakterii

Pili grampozitivnich bakterii jsou az 1 pm dlouhé, 1-10 nm Siroké vlaknité struktury
bunééného povrchu. Napiiklad povrch bakterie Lactobacillus rhamnosus obsahuje nékolik
desitek pili (10-50), z nichz je vétSina nahlouc¢ena na pélech bunky (viz Obr. 15); (Kankainen
et al., 2009).

500 nm

Obr. 15: Pili nahromadéné na pdlech L. rhamnosus (snimek z transmisniho elektronového mikroskopu).

Prevzato z Kankainen et al. (2009).

Pili jsou hlavnim néstrojem patogenity fady grampozitivnich bakterii, protoze
zprostiedkovavaji adhezi k epitelim (Okahashi et al., 2010). Vyznamna role pili v adhezi
k epitelim je potvrzena u Streptococcus agalactiae (Konto-Ghiorghi et al., 2009),
Streptococcus sanguinis (Okahashi et al., 2010) a Lactobacillus rhamnosus (Tripathi et al.,
2013).

Pili grampozitivnich bakterii se svou stavbou a adhezivnimi vlastnostmi 1i§i od pili
gramnegativnich bakterii (Tripathi et al., 2013). Jednotlivé majoritni podjednotky pili jsou
spojovany enzymem sortazou, ktera provadi transpeptidaci C-konce jedné podjednotky (kde
se nejcastéji nachazi treonin) na lysin druhé podjednotky. Sortaza také zodpovida za ptipojeni
pili na peptidoglykanovou sténu (Konto-Ghiorghi et al., 2009). Kazda podjednotka je navic
zpevnéna dv€ma autokatalytickymi intramolekularnimi izopeptidickymi vazbami mezi
vedlejSimi fetézci lysinu a asparaginu (Kang et al., 2007). Kromé& majoritnich pilint tvoficich
kostru pili, obsahuje pilus dalsi minoritni piliny, jako je adhezin. Pili se vazi na extracelularni
matrix epitelu hostitele a zodpovidaji za tvorbu biofilmu.

PilC je adhezinem Streptococcus sanguinis a vaze fibronektin (Okahashi et al., 2010)
SpaC je adhezinem Lactobacillus rhamnosus a vaze mucin a kolagen, ale podili se i na
agregaci bakterii (Tripathi et al., 2013). Pilus Streptococcus agalactiae obsahuje Von
Willebrandovu adhezni doménu, ktera slouzi ke specifické adhezi na epitelové bunky. PilA je

nezbytny ke tvorbé biofilmu a nespecifické adhezi (Konto-Ghiorghi et al., 2009).
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Obecné adhezivni vlastnosti pili grampozitivnich bakterii jsou dany dvéma specifickymi
mechanickymi odpovéd’'mi na plsobici silu. Pti nizké smykové sile pilus zprostiedkovava
zipovitou interakci a pii vysoké stiizné sile pfejde do tuhé konformace a ziskava tim

vlastnosti nanopruziny (viz Obr. 16); (Tripathi et al., 2013).

H icka adh
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Obr. 16: Molekularni mechanismus adheze prostfednictvim pili.

SpaC specificky vaze mucin a kolagen (heterotypicka adheze) a podili se i na agregaci bunék (homotypicka adheze).
V zavislosti na pusobici stéizné sile vykazuji pili dva rozdilné mechanismy vazby: ,,molecular zipper” je mechanismus
vyrazné posilujici adhezi bakterie-hostitel a bakterie-bakterie, vlastnosti pruziny umoziuji vydrzet vysoké stiizné napéti.
Pfevzato a upraveno z Tripathi et al. (2013).
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6. Povrchy regulujici bakterialni adhezi

cey

Bakterie zijici v biofilmu ziskavaji krom¢ mechanické odolnosti i vysokou odolnost viici
béznym desinfek¢nim a antimikrobialnim latkam, coz ¢ini velmi obtiznym biofilm odstranit.
V tadé odvétvi jsou bakteridlni biofilmy nezadouci, a proto je dilezité umét tvorbé biofilmu
pfedchazet. Z hlediska prevence tvorby biofilmu Ize rozliSit dva zékladni zplsoby:

antiadhezivni povrchy zabranuji bakterii adherovat a antibakterialni povrchy bakterii aktivné

hubi.

6.1 Antiadhezivni povrchy

Povrch je povazovan za antiadhezivni, pokud dokaze zabranit pfichyceni bakterii. Mezi
nejbéznéjsi antiadhezivni Upravy patii pokryti povrchu antiadhezivnimi polymery, které jsou
elektroneutralni a hydrofilni, takze jsou siln¢ hydratované. Energetickd narocnost vyvazani
molekuly vody pak brani adhezi proteinti (Zeng et al., 2015). Posledni dobou se objevuji

superhydrofobni povrchy zalozené na zménéch topografie a hrubosti povrchu.

Z antiadhezivnich polymert jsou nejcastéji pouzivany ,kartaée“ z polyethylenglykolu
(PEG). Jejich aplikace vychazi z pifedpokladu, Ze povrch odolavajici adsorpci proteini odola i
adhezi bakterii. AvSak ne vSechny bakterie vyuzivaji k adhezi proteiny. Napftiklad
grampozitivni  Staphylococcus epidermidis adheruje prostiednictvim polysacharidd a
extracelularni DNA, které pronikaji do vrstvy PEG a zplsobuji vyvdzani polymert od
povrchu. Experimentalné bylo zjiSténo, Ze zvySeni mnoZstvi polymer na jednotku plochy
zabrani adhezi 1 této bakterie, protoZze zamezi priniku extracelularni DNA a polysacharida do

vrstvy PEG (Zeng et al., 2015).
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Moznym vyuzitim vlivu povrchové hrubosti a topografie na bakteridlni adhezi je aplikace
mikrostrukturovanych povrchi. Spravné nastavend velikost prohlubni zpilisobi, ze bakterie
adheruji pouze do snizenin, ¢imz dojde ke snizeni plochy dostupné pro adhezi bakterii.
Naptiklad hexagonalni prohlubné¢ o hloubce 3 pum a S$ifce 7 um (viz Obr. 17) vedou
k vyraznému snizeni mnozstvi adherovanych bunék Enterobacter cloacae (Vasudevan et al.,
2014).

Obr. 17: Adheze bakterii na hladky a mikrostrukturovany povrch.
Oproti hladkému povrchu (A) zpisobi hexagonalni prohlubné (B, v detailu C) snizeni miry bakterialni adheze.
Ptevzato a upraveno z Vasudevan et al. (2014).

Vhodnou zménou topografie a hrubosti povrchu lze vytvotit superhydrofobni povrchy.
Napodobenim struktury listi lotosu byl pomoci laseru pfipraven titanovy povrch
s dvoustupniovou hrubosti. Prvnim stupném jsou mikrometrova zrna velka 10-20 pm, na
jejichz povrchu je druhy stupeni, nerovnosti o velikosti pod 200 nm (viz Obr. 18). Takto
vytvoteny povrch ziskdva velky kontaktni tihel (0 = 166°), ¢imz se stava superhydrofobnim.
Tento povrch selektivné snizuje adhezi bakterie tvaru ty¢inky (P. aeruginosa), ale neovlivituje
adhezi kulaté bakterie (S. aureus). Mechanismus selektivniho antiadhezivniho charakteru neni

znam, ale diskutuje se vliv mechanického ukotveni bunky k povrchu (Fadeeva et al., 2011).

Obr. 18: Superhydrofobni titanovy povrch.

Superhydrofobicita povrchu je dana kombinaci mikrometrovych hrbolkd, které jsou pokryté nanometrovymi hrbolky.
Pfevzato a upraveno z Fadeeva et al. (2011).
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6.2 Antibakterialni povrchy
Antibakteridlni povrchy jsou zalozené na ptitomnosti molekuly, kterd zplsobuje smrt
bakterii. NejveétsSim problémem antibakteridlnich povrchi, pokud jde o materidly ur¢ené pro

implantaci do lidského téla, je riziko poskozeni tkani pacienta.

Antiadhezivnim a antibakteridlnim materialem je napiiklad superhydrofobni povrch
obsahujici stiibrné nanocastice. Tento povrch je pfipraven postupnym nanasenim vrstev
metodou sol-gel. Nejprve je aplikovan oxid hlinity, ktery zvysi hrubost substratu. Na ten je
nanesena vrstva (heptadecafluoro-1,1,2,2-tetrahydrodecyl)trimethoxysilanu (FAS), ktera
snizuje povrchovou energii. Na takto vzniklou Kryci vrstvu jsou naneseny stiibrné nanocastice
(viz Obr. 19). Ptidanim stfibrnych nanocastic ziskava superhydrofobni povrch antibakterialni
ucinky, zahubi 88 % bakterii. Jeho antibakterialni Gi¢inky jsou dany postupnym uvoliiovanim
stiibrnych kationtt (Ag*). V neutralnim pH je povrch stabilni, ale v silné kyselém ¢&i
zasaditém prosttedi ma kratkou zivostnost v fadu tydnt, takze je stale pfedmétem dalSiho

vyzkumu (Heinonen et al., 2014).

FaC F:,E‘f

CFr A (©F2); B
H4Cs HyCa Stribrné

1$t nanocastice

Obr. 19: Priklad antibakterialniho povrchu

Na vrstvu oxidu hlinitého, ktery zvySuje hrubost substratu, se kovalentné vaze vrstva polymeru FAS (A), na ktery lIze
aplikovat vrstvu stéibrnych nanocastic (B). Vysledny material je superhydrofobni a aktivné hubi bakterie uvolnovanim Ag*.
Ptevzato a upraveno z Heinonen et al. (2014)

Kombinaci biologickych antibakterialnich latek s antiadhezivnimi polymery vznikaji
struktury, které jsou vhodné Kk pouziti v biologickém prostiedi. Vyborné antibakterialni
u¢inky maji povrchy pokryté polymery s havdzanymi antimikrobialnimi peptidy (Muszanska
et al., 2014) ¢i lysozymem (Caro et al., 2009).
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Dalsi moznosti je pokryti povrchu nanokrystalickym diamantem, ktery vykazuje
antiadhezivni a antibakterialni u¢inky. Jeho antibakterialni u¢inky jsou lep$i nez u Ag", ale
horsi nez u Cu?. Ale na rozdil od médénych kationti je nanokrystalicky diamant
biokompatibilni, protoze nema negativni vliv na tkdn¢ a zaroven je odolny vici fyzikalnim 1
chemickym vlivim (Medina et al., 2012). Podobné vlastnosti maji i amorfni vrstvy DLC
(diamond-like carbon); (Marciano et al., 2009) a Ize je navic dopovat atomy kovu jako je Ag
nebo Pt (Morrison et al., 2006).

Vyuziti antibakteridlnich u¢inkd médi je mozné jejim zakomponovanim do slitiny. Slitina
titanu a médi ma mechanickou a chemickou odolnost titanu spolu s antibakteridlnimi G¢inky
meédi, které jsou dany uvolnovanim médnatych kationtd. Pfi vhodném poméru slozek je
koncentrace uvolnénych médnatych kationtd velmi mald, takze se antibakterialni ucinky
projevuji pouze pii kontaktu bakterie se slitinou. Avsak tato slitina zatim nebyla testovana pro

pouziti v mediciné (Zhang et al., 2013).
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[. Zaver

Tato prace shrnuje soucasné vyuzivané zpusoby teoretické predpovedi bakterialni adheze,
fyzikalné-chemické faktory ovliviiujici bakteriadlni adhezi a podava pichled biologickych
struktur Ucastnicich se adheze a antiadhezivnich a antibakteridlnich povrcha.

Predpovédi bakteridlni adheze pomoci fyzikalné-chemickych teorii, obzvlasté pomoci
rozSitené DLVO teorie, umoznuji celkem pifesné popsani bakteridlni adheze na rovné
anorganické povrchy, ale uz ne tak ptresny popis adheze na tkané.

Bakterialni adheze je komplexni proces, ktery zahrnuje fadu fyzikalné-chemickych a
biologickych vlivi. Pfesny dopad téchto vlivii na adhezi je navic druhové specificky, takze je
velmi slozité adhezi obecné predpovidat.

I ptfes velkou pozornost, kterd je vyzkumu adhezivnich struktur vénovana, je Gplné a
komplexni pochopeni bakterialni adheze v nedohlednu. Aktualni poznatky nam ale umoziuji
relativné piesnou predpovéd’ bakteridlni adheze na ruzné substraty, coZ umoziiuje vyvoj
antiadhezivnich a antibakterialnich povrch.

Velka vétsina antibakterialnich povrchi je ovSsem dosud ve fazi laboratorniho testovani a
jejich praktickd aplikace v medicin€ neni zatim mozna. Problémem vétSiny takovych povrchil
je jejich nizka stabilita v proménlivém prostiedi i jejich potencialni toxicky G¢inek na pacienta
¢i na prostedi. Dalsim problémem je vysoka diverzita bakterii, takze antiadhezivni povrchy

nemuseji odolavat kolonizaci vSech bakteridlnich druhi.

Béhem svého magisterského studia bych se chtél dale vénovat problematice adheze

bakterii na rizné uhlikové nanomaterialy.
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