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PUVODNI PRACE

Biosurfaktanty a ich uloha v inhibicii biofilm tvoriacich

patogénnych baktérii

Biosurfactants and their role in the inhibition of the biofilm-

forming pathogens

Karolina Englerova ¢ Radomira Nemcova ¢ Eva Stykova

Doslo 28. maja 2018 / Prijaté 10. jula 2018

Suhrn

Rezistencia patogénnych baktérii je v dnesnej dobe jed-
nym z hlavnych medicinskych problémov. Vacsina mik-
robialnych infekcii ma zaklad v tvorbe biofilmov, ktoré
su vyznamnym rezervoarom patogénov. Tato prica sa
zaobera antibiofilmovou a antimikrobidlnou aktivitou
biosurfaktantov z ¢revnych laktobacilov a baktérii izo-
lovanych zo vzoriek mora. Biosurfaktanty (BS) izolo-
vané z kmenov L. fermentum 213, L. fermentum B2/6,
L. reuteri SL16, L. reuteri B6/1, S. luteola 3/22, Brevi-
bacillus sp. 4/9, Brevibacillus sp. 2/30 a B. amylolique-
faciens 1/6K signifikantne (p < 0,001) inhibovali tvorbu
biofilmuu S. aureus CCM 3953 a P. mirabilis CCM 7188,
priCom vyraznejsia inhibicia bola detegovana v pripade
BS morskych baktérii oproti laktobacilovym BS. Vysled-
ky naznacuju, ze mechanizmus antibiofilmového efektu
laktobacilovych BS voci obidvom referenénym kmetiom
je rovnaky a nie je vysledkom ich antimikrobidlneho
pdsobenia. Naproti tomu, mechanizmus antibiofilmové-
ho efektu BS ziskanych z morskych baktérii je pravde-
podobne zavisly od vlastnosti pouzitého referencného
kmena.

KPucové slova: biosurfaktanty ¢ biofilm ¢ patogény °
inhibicia

Summary

Resistance of pathogenic bacteria is currently one of
the major medical problems. Most microbial infec-

tions are based on the formation of biofilms, which
are a significant reservoir of pathogens. The aim of
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this study is to determine the antibiofilm and anti-
microbial activity of biosurfactants isolated from in-
testinal lactobacilli and marine bacteria. Biosurfactants
(BS) isolated from the strains L. fermentum 213, L. fer-
mentum B2/6, L. reuteri SL16, L. reuteri B6/1, S. lute-
ola 3/22, Brevibacillus sp. 4/9, Brevibacillus sp. 2/30
and B. amyloliquefaciens  1/6K  significantly
(p < 0.001) inhibited the biofilm formation of S. au-
reus CCM 3953 and P. mirabilis CCM 7188, with hi-
gher inhibition detected in BS of marine bacteria when
compared to BS isolated from lactobacilli. The results
suggest that the mechanism of the antibiofilm effect of
BS isolated from lactobacilli against both the reference
strains is the same and it is not the result of their anti-
microbial action. In contrast, the mechanism of the an-
tibiotic effect of BS isolated from marine bacteria pro-
bably depends on the properties of the indicator strain.

Key words: biosurfactants ¢ biofilm ¢ pathogens  inhibition

Uvod

Antibiotickd rezistencia a nozokomialne infekcie sa sta-
vaju Coraz rozsiahlejSim problémom stcasnej mediciny.
Podiel na tejto situacii maju, okrem iného, aj biofilmy.
Biofilmy umoziiuji mikroorganizmom kolonizovat’ nielen
tkaniva a organy, ale aj rézne medicinske nastroje a zaria-
denia, ¢im vyznamne prispievaju k vzniku a §ireniu no-
zokomialnych infekcii. Biofilm tvoriace mikroorganizmy
su charakteristické zvySenou odolnostou voci antimikro-
bidlnym a dezinfekénym latkam a schopnostou odolavat
imunitnému systému hostitel'a. ATB terapia biofilmovych
infekcii je vel'mi naro¢na a mnohokrat nedostatocna, preto
tieto infekcie mavaji dlhodoby, Casto névratny charak-
ter'. V celosvetovom meradle prevlada snaha o hl'adanie
novych pristupov, resp. cielenych a raciondlnych stratégii
rieSenia tejto problematiky bez rizika navodenia rezis-
tencie. Stale aktudlnej$imi a vyhladdvanejSimi su meto-
dy vyuzivajuce prirodné a bakteridlne bioaktivne latky,
u ktorych mozno pozorovat’ lepsi profil aj z hl'adiska toxi-
city, biodegradovatelnosti a ekologického dopadu®.
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Biosurfaktanty (BS) st povrchovo aktivne zli¢eniny pro-
dukované réznymi druhmi mikroorganizmov. Ich mo-
lekuly st amfifilné, tvorené hydrofilnymi a hydrofob-
nymi oblastami, ktoré spdsobuju agregaciu na rozhrani
medzi kvapalinami roznej polarity, ako je napriklad voda
a uhl'ovodiky®. BS maju schopnost’ modifikovat’ povr-
chové vlastnosti a tym ovplyvnit’ prilnavost’ mikroor-
ganizmov. Tieto vlastnosti BS je mozné vyuzit' v oblasti
antimikrobidlnej a antibiofilmovej aplikacie?. V ramci
terapeutickej praxe sa BS mozu pouzit’ ako fungicidne,
baktericidne, insekticidne, antivirusové a antiadhézne Ci-
nidla a inhibitory enzymov”.

Cielom prace bola izolacia BS z ¢revnych laktobacilov
a baktérii ziskanych zo vzoriek mora a testovanie ich
antibiofilmovych a antimikrobidlnych vlastnosti voci
biofilm tvoriacim referencnym kmenom Staphylococ-
cus aureus CCM 3953 a Proteus mirabilis CCM 7188
v podmienkach in vitro.

Experimentalna c¢ast’
Materidal a metodika

Bakterialne kmene

V praci boli pouzité kmene Lactobacillus fermentum 213,
Lactobacillus  fermentum B2/6, Lactobacillus reute-
ri SL16, Lactobacillus reuteri B6/1 izolované z trusu sliep-
ky, bazanta a oSipanej a kmene Sporosarcina luteola 3/22,
Bacillus amyloliquefaciens 1/6K, Brevibacillus sp. 2/30,
Brevibacillus sp. 4/9 izolované z morskej vody a morskeé-
ho piesku. Ako referenéné biofilm tvoriace kmene boli po-
uzité kmene Staphylococcus aureus CCM 3953 a Prote-
us mirabilis CCM 7188 (Ceska zbierka mikroorganizmov,
Masarykova univerzita, Brno, CR).

Izoldcia BS viazanych na bunky
Na izolaciu BS bola pouzitd modifikovana metoda podl'a
Gudifia a kol.®. Laktobacily rastli na de Man-Rogosa-
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Obr. 1. Oil spreading test (tvorba precistenej zony)
PK — pozitivna kontrola, NK — negativna kontrola

-Sharpe agare (MRS; pH 6.5; Carl Roth GmbH, Germa-
ny) v anaerébnych podmienkach (Gas Pak Plus, BBL,
Microbiology Systems, Cockeysville, USA) 48 hodin
pri 37 °C. Morské baktérie boli inkubované na Brain
Heart Infusion agare (BHI; pH 7; HIMEDIA) v aerob-
nom prostredi pri teplote 27 °C 48 hodin. Na pripravu
Standardizovanej suspenzie testovanych kmeiov boli
pouzité 3—4 solitarne koldnie, ktoré boli resuspendované
v 5 ml fyziologického roztoku tak, aby vzniknuty zakal
odpovedal 1. stupitu McFarland zakalovej stupnici. MRS
bujon (50 ml) bol inokulovany 0,5 ml Standardizovane;j
suspenzie kmenov laktobacilov. Kmene boli inkubované
aerébne 24 hodin pri 37 °C. Standardizované suspenzie
morskych baktérii (0,5 ml) boli inokulované do 50 ml
McKeen média (20 g/l glukéza; 5 g/l kyselina glutdmo-
va; 1 g/l K.HPO,; 1,02 g/l MgSO,; 0,5 g/l KCI; 1 g/l mi-
neralny roztok: 0,5 g/l MnSO,. 7 H,0; 0,16 g/l CuSO,
5 H,0; 0,015 g/l FeSO,. 7 H,O; pH 7) a inkubované
aerobne 24 hodin pri 27 °C v trepacom vodnom kupe-
li (Julabo SW 2C, Labor Technik, Seelbach, Germany).
Pomnozené kultiry boli centrifugované 45 minut, pri
4 °C a 4500 otackach/min. Supernatanty boli odstranené
a premyté bunky boli resuspendované v 20 ml PBS (8 g/1
NaCl; 0,2 g/l KCI; 1,42 g/l Na,HPO ; 0,24 g/l KH,HPO,;
pH 7,4). Bunky boli dve hodiny jemne pretrepavané
na orbitalnej trepacke (150 otacok/min.) a nasledne
centrifugované. Ziskané supernatanty boli sterilizované
filtraciou cez mikrobiologické filtre s velkost'ou pdrov
0,25 pm (Frisenette ApS, Denmark). Potom boli super-
natanty dialyzované voci destilovanej vode (68 kDa,
4 °C, 72 h; D-TubeTM Dialyzer, Merck) za tcelom od-
stranenia soli a inych komponentov a zlyofilizované.

Oil spreading test

Na meranie povrchovej aktivity BS bol pouzity oil spre-
ading test (test Sirenia oleja) (obr. 1) podl'a Morikawa
a kol.” s naslednou modifikaciou: na povrch 10 ml desti-
lovanej vody v Petriho miske (priemer 60 mm) bola pri-
dana kvapka ropy tak, aby sa na povrchu vody vytvorila
tenkd membréana. Na vytvorenu vrstvu ropy bolo opatrne
napipetovanych 100 pl supernatantu ziskaného po pretre-
pani bakterialnych buniek v PBS. V pozitivnom pripade
doslo vo vrstve ropy k vytvoreniu precistenej zony, ktorej
priemer bol nésledne zmerany. Ako pozitivna kontrola
bol pouzity detergent Tween 80 a ako negativna kontrola
PBS. Testovanie kazdého BS bolo uskutocnené v troch
opakovaniach.

Antimikrobialna a antibiofilmova aktivita BS

Efekt BS na rast a tvorbu biofilmu u referen¢nych kme-
nov S. aureus CCM 3953 a P. mirabilis CCM 7188
bol sledovany modifikovanou metédou podla O’Too-
le a kol.!9 nasledovne: ziskané mnozstvo BS (180 mg)
bolo rozpustené v Trypténovom soéjovom bujone (TSB;
pH 7; Carl Roth GmbH, Germany) na vysledna koncen-
traciu 8,57 mg/ml. Standardizovana noéné kultara refe-
ren¢ného kmena (Mc Farland 1) bola pridana do takto
pripraveného bujonu v pomere 100 : 1. Ako kontroly
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boli pouzité TSB s referenénym kmefiom bez BS a TSB
s BS bez referen¢ného kmena. Do jamiek stripov (Grei-
ner ELISA 8 Well Strips, Flat Bottom, Medium Binding;
Cruinn Diagnostics Ltd., Dublin, Ireland) bolo pridanych
200 pl jednotlivych roztokov. Uzavreté stripy fixované
v ramcekoch boli inkubované aerdbne v termostate 24
hodin pri teplote 37 °C. Po inkubécii bola zmerana optic-
ka denzita (Synergy TM 4 Multi-Mode Microplate Rea-
der, BioTek, USA) pri vlnovej dizke 570 nm za uéelom
hodnotenia rastu referen¢nych kmenov v pritomnosti BS.
Nasledne bol supernatant odsaty a jamky 3-krat premyté
deionizovanou vodou a vysusené pri izbovej teplote. Po
vysuSeni boli jamky ofarbené 0,1% roztokom krystalove;j
violete (200 ul) a d’alej inkubované pri izbovej teplote
30 minut. Po odstraneni prebyto¢ného farbiva boli jam-
ky 3-krat premyté deionizovanou vodou a vysusené pri
izbovej teplote 30 minut. Krystalova violet’ naviazana
na adherované bunky (biofilm) bola extrahovana 200 pl
95% etanolu. Opticka denzita roztoku bola merana spek-
trofotometricky pri vinovej dizke 570 nm. Na zéklade
ziskanych hodnét absorbancie bola za tvorbu biofilmu
povazovana absorbancia vysSia ako 0,1. Kmene boli
testované najmenej v troch nezavislych experimentoch,
kazdy s 8 opakovaniami.

Statistické vyhodnotenie

Pre vyhodnotenie vysledkov bola pouzita jednorozmer-
na analyza rozptylu (ANOVA) s doplnkovym Tukeyho
testom v Statistickom programe GraphPad Prism verzia
3.00.

Vysledky a diskusia

BS patria v sucasnosti k vyznamnym mikrobialnym pro-
duktom, ktorych potencialne vyuzitie sa skima v mno-
hych priemyselnych a medicinskych odvetviach. Z to-
xikologického aj ekologického hladiska predstavuju
vhodnejsiu ndhradu k aktudlne pouzivanym syntetickym
surfaktantom!). Vzhl'adom na pomerne malé percento
preskiimanej Casti morskych ekosystémov a tiez na ex-
trémnejsie podmienky prostredia, ktorym su baktérie
v nich vystavené, sa predpoklada, ze by morské baktérie
mohli byt vel'mi bohatym zdrojom novych BS. Navyse
takto ziskané BS by mohli byt’ odolnejSie voci urcitym
vonkajs$im faktorom, akymi st napriklad teplota, salini-
ta, hodnota pH alebo tlaku, ako BS ziskané z inych pri-
rodnych zdrojov. Predpoklada sa tzky vztah medzi pro-
dukciou bioaktivnych metabolitov a procesmi adaptacie
baktérii'?.

Laktobacily produkuju r6zne metabolické produkty, ktoré
maju antimikrobidlnu aktivitu, ako je napriklad kyselina
mlie¢na, peroxid vodika, bakteriociny, bakteriocinové
latky a tiez biosurfaktanty. Siroka §kéala kmefiov Lacto-
bacillus spp. produkuje rozne typy BS!. Glykolipidy,
lipopeptidy, latky podobné proteinu, fosfolipidy, mastné
kyseliny a lipopolysacharidy produkované Lactobacillus
spp. boli charakterizované viacerymi vyskumnikmi!4'9,
Jednym zo Specifickych lipidovych BS produkovanych

len kmenmi Lactobacillus je surlaktin. Ten je svojim
mechanizmom podsobenia podobny rhamnolipidom pro-
dukovanym Pseudomonas spp. a surfaktinom produko-
vanym Bacillus spp.'”.

Na testovanie a skrining mikroorganizmov tvoriacich
BS boli vyvinuté a tspesne aplikované rézne metddy.
Niektorymi sa testuje pritomnost’ povrchovej a medzipo-
vrchovej aktivity, iné sa vyuzivaju na meranie tychto ak-
tivit. DalSou skupinou testov su testy zaloZzené na hydro-
fobnosti bunkového povrchu. St to nepriame metddy a je
nimi mozna rychla identifikacia BS. AvSak hydrofobnost’
baktérii zavisi od fyziologickych aspektov (rastové pod-
mienky, vek buniek). Medzi Specifické testy zarad'ujeme
CTAB agar plate test a test na hemolyzu, pretoze nepatria
medzi testy vSeobecného skriningu baktérii tvoriacich
BS'®).

Oil spreading test sa moéze vyuzit ako kvalitativna
metddal®. Princip tejto metddy je zalozeny na schop-
nosti BS menit’ kontaktny uhol na rozhrani voda — olej.
Priemer vzniknutej vyc¢irenej zény na povrchu oleja ko-
reluje s aktivitou povrchovo aktivnej latky. Tato metoda
je rychla a l'ahko realizovatel'nd, nevyzaduje Specializo-
vané zariadenia a je potrebny len maly objem vzorky.
Moéze sa pouzit, ak je aktivita a mnozstvo BS nizke. BS
su produkované bud’ na povrchu buniek, alebo extra-
celularne do prostredia®®. V nasej praci boli izolované
a testované BS viazané na povrchu buniek, ktoré boli
extrahované jemnym pretrepavanim do PBS. BS ziskané
z testovanych kmenov laktobacilov a morskych baktérii
vykazovali povrchovu aktivitu (tab. 1). U BS kmenov
S. luteola 3/22, Brevibacillus spp. 4/9, B. amyloliquefa-
ciens 1/6K, L. reuteri B6/1 a L. fermentum 213 boli za-
znamenané zony vycirenia v rozmedzi od 49 do 58 mm.
Tieto hodnoty boli porovnatelné s hodnotou zistenou pri
pozitivnej kontrole Tween 80 (60 mm), o poukazuje na
vysoké povrchovo aktivne vlastnosti testovanych BS.
Nizsiu povrchovu aktivitu (vel'kost zon 22—-35 mm) preu-
kazovali BS z kmenov Brevibacillus spp. 2/30, L. fermen-
tum B2/6 a L. reuteri SL16. Namerané hodnoty boli vys-

Tab. 1. Povrchova aktivita BS. Vysledky su prezentované ako
aritmeticky priemer troch nameranych hodnot + smerodajna
odchylka

Kmene Vel’kost’ zony (mm)
Lactobacillus reuteri SL16 22,67 + 1,25
Lactobacillus fermentum 213 45,67 + 3,09
Lactobacillus reuteri B6/1 49,33 + 0,47
Lactobacillus fermentum B2/6 26,67 + 1,69
Bacillus amyloliquefaciens 1/6K 49,00+ 0,82
Brevibacillus sp. 4/9 54,33 + 1,25
Brevibacillus sp. 2/30 35,67+ 0,47
Sporosarcina luteola 3/22 58,00 + 0,47
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Sie ako tie, ktoré zistil Fracchia a kol.?) pri testovani 12
vzoriek Lactobacillus sp. izolovanych z réznych druhov
cerstvého ovocia a zeleniny. VSetky vzorky preukazovali
povrchovu aktivitu s vel'kostami zén vycirenia od 5 do
15 mm. Na koncentracii zavisla povrchova aktivita bola
popisana u BS izolovan¢ho z L. plantarum CFR 2194
s vel'kost'ou zén od 1,9 £ 0,28 do 3.4 £ 0,12 mm'Y, u BS
z L. rhamnosus s velkostou zon od 6,8 = 0,5 do 4,1
+ 0,1 mm a u BS z L. jensenii s vel'kostou zén od 7,6
+ 0,5 do 3,8 + 0,2 mm?”. Supernatanty z pomnoZenych
kultar Bacillus sp. a Pseudomonas sp. vykazovali povr-
chovu aktivitu s velkost'ou zon 4,0 mm?.

Po zisteni existencie BS ako aktivnych produktov sa ved-
ci zameriavali hlavne na ich antiadhezivnu a neskor an-
timikrobidlnu aktivitu?». AZ Sambanthamoorthy a kol.?”
ako prvi popisali u BS ziskanych z bunkového povrchu
kmenov L. jensenii a L. rhamnosus vyraznl antimikrobi-
alnu, antiadhezivnu a antibiofilmov1 aktivitu vo¢i 4. bau-
manii, E. coli a S. aureus pri koncentracii BS 50 mg/ml.
Nami izolované BS inhibovali tvorbu biofilmu u testo-
vanych referencnych kmenov (obr. 2 a 3). Zaznamena-
li sme signifikantne nizsiu tvorbu biofilmu u kmena S.
aureus CCM 3953 a P. mirabilis CCM 7188 oproti kon-
trole (p < 0,001) v pritomnosti laktobacilovych BS, ako
aj BS ziskanych z morskych baktérii. Pri porovnani G¢in-
ku jednotlivych BS, vyraznejsia antibiofilmova aktivita
(p < 0,001) bola zaznamenana u BS z morskych kme-
nov (s vynimkou ucinku BS ziskaného z kmena Bre-

vibacillus sp. 2/30 vo¢i P. mirabilis CCM 7188) oproti
laktobacilovym BS. Antibiofilmova aktivita méze stuvi-
siet’ s chemickou Strukturou BS. Zatial’, ¢o laktobacily
produkuju hlavne glykoproteiny, zastupcovia rodov Ba-
cillus a Brevibacillus produkuju lipoproteiny s vyraznou
povrchovou aktivitou a antibiotickym potencidlom??.
Ciandrini a kol.*» pozorovali antibiofilmovu aktivitu
BS izolovanych z L. acidophilus, L. reuteri, L. rham-
nosus a L. paracasei voCi S. mutans a S. oralis. Zistili,
ze pri koncentracii 10 mg/ml bola inhibicia tvorby biofil-
mu takmer 100 %. V naSej praci pouzita koncentracia
8,57 mg/ml v pripade laktobacilovych BS inhibovala
tvorbu biofilmu 70-80 % a v pripade vacSiny BS z mor-
skych baktérii takmer 100 %. AvSak existuju aj také pra-
ce, kde bola pouzitd nizsia koncentracia BS s porovna-
telnou antibiofilmovou aktivitou. BS surfaktin izolovany
z B. subtilis s koncentraciou 100 pg/ml inhiboval tvorbu
biofilmu E. coli a S. marscescens® a s koncentraciou
66 pg/ml rozrusil 6-diiovy biofilm L. pneumophila®”. BS
izolované z B. pumilus a d’alSich morskych baktérii inhi-
bovali biofilm P. aeruginosa ATCC 10145 pri koncentra-
cii 100 pg/m1*®. Glykolipidovy BS produkovany bakté-
riou Brevibacterium casei MSA19 pri koncentracii 30 pg/
ml odstranil vytvorené biofilmy patogénnych mikroorga-
nizmov C. albicans, E. coli, P. mirabilis, P. aeruginosa,
K. pneumoniae, V. parahaemolyticus, V. hareyi, V. algino-
Ivticus, V. alcaligenes, V. vulnificus, Thalassomonas sp.,
Alteromonas sp., Pseudoalteromonas sp., Pseudoalte-

Kapacita tvorby biofilmu S. aureus P<0.0001
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Obr. 2. Antibiofilmova aktivita BS (c = 8,57 mg/ml) izolovanych
z laktobacilov a morskych baktérii voci S. aureus CCM 3953

Obr. 4. Vplyv BS (¢ = 8,57 mg/ml) izolovanych z laktobacilov
a morskych baktérii na rast S. aureus CCM 3953
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Obr. 3. Antibiofilmova aktivita BS (c = 8,57 mg/ml) izolovanych
z laktobacilov a morskych baktérii voci P. mirabilis CCM 7188

Obr. 5. Vplyv BS (c = 8,57 mg/ml) izolovanych z laktobacilov
a morskych baktérii na rast P. mirabilis CCM 7188
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romonas sp. a Ruegeria sp.*®. Hassan a Mohammad®”
v ramci svojej Stidie dokazali antibiofilmovu aktivitu
lipopeptidovych BS produkovanych Bacillus cereus. Na
koncentracii zavisla inhibicia tvorby biofilmu bola pozo-
rovand pri gramnegativnych baktériach (P. aeruginosa
a Klebsiella pneumoniae). Pri grampozitivnej baktérii
S. aureus bola zistena najvyssia aktivita pri niz§ich kon-
centraciach a s ich zvySovanim sa zaznamenal, naopak,
pokles inhibicie.

Exaktny mechanizmus antibiofilmového efektu nie je
uplne objasneny. Najjednoduchsi sposob, ako vysvetlit
antibiofilmovu aktivitu BS, by mohlo byt ich priame an-
timikrobialne pdsobenie. Pravdepodobny mechanizmus
antimikrobialneho ucinku je schopnost’ BS interagovat’
s bunkovymi membranami, vytvarat’ v nich pory, a tym
viest’ ku destabilizacii bunkového povrchu, naruSeniu
metabolickych a transportnych procesov a v kone¢nom
dosledku mézu sposobit’ az lyzu, ¢ize smrt’ bunky>.
Avsak, inhibicia rastu nebola pozorovana vo vsetkych
pripadoch’?3%. Podobne bolo v nasich experimentoch zi-
stené, ze BS negativne neovplyvnili rast S. aureus CCM
3953 (obr. 4). Naopak, pozitivne (p < 0,001) bol podpo-
reny jeho rast oproti kontrole, s vynimkou BS ziskané-
ho z kmena Brevibacillus sp. 2/30. Tieto vysledky na-
zna€uju, ze nami zisteny antibiofilmovy efekt BS voci
S. aureus CCM 3953 nie je pravdepodobne vysledkom
antimikrobialneho podsobenia, ale méze suvisiet' s an-
tiadhezivnou aktivitou testovanych BS. Spdsob, akym
BS ovplyviuju interakcie medzi baktériou a povrchom
(alebo interakcie bunka—bunka), je pravdepodobne uzko
spity so zmenami v povrchovom napéti a naboji bun-
kovej steny baktérie. BS mézu interagovat’ s fazovym
rozhranim a ovplyviiovat’ adhéziu a odlupnutie baktérii
z povrchu. Interakcie BS s povrchom bunky a pevnym
substratom zavisi od chemickych vlastnosti BS a po-
vrchovej energii bunieck a substratu’. Viaceri autori
uvadzaju pozitivny ucinok BS produkovanych laktoba-
cilmi na inhibiciu adhézie patogénov na biomaterialoch
a bunkovych povrchoch!> %:3%, BS produkovany B. cir-
culans vykazoval antiadhezivnu aktivitu v koncentra-
ciadch medzi 0,1-10 mg/ml voéi patogénom E. coli,
M. flavus, P. vulgaris, S. marcescens, C. freundii, K.
aerogenes, A. faecalis a S. Typhimurium. Pri najvysSej
testovanej koncentracii (10 mg/ml) bola mikrobialna ad-
hézia inhibovana v rozmedzi od 84-89 % a biofilm vset-
kych testovanych patogénnych mikroorganizmov bol od-
straneny®®. Obrazok 5 poukazuje na rozdielnost’ vplyvu
BS izolovanych z laktobacilov a morskych baktérii na
rast P. mirabilis. Zatial', ¢o v pripade laktobacilovych
BS nebol inhibovany jeho rast, BS morskych baktérii,
s vynimkou kmena Brevibacillus sp. 2/30, signifikantne
(p < 0,001) inhibovali rast P mirabilis oproti kontrole. Tieto
vysledky korelujti s vysledkami Bernat a kol.?”, ktori
taktiez zistili antimikrobidlnu aktivitu BS izolovanych
z B. subtilis voCi gramnegativnym uropatogénnym kme-
flom E. coli, E. cloacae, P. mirabilis, C. freundii. Naproti
tomu, Das a kol.?® zistili, Ze BS izolovany z B. circulans
neselektivne inhiboval rast grampozitivnych aj gramne-

gativnych bakteridlnych kmeiiov. To je do zna¢nej miery
protichodné aj s predchadzajucimi Stidiami o antimikro-
bidlnych ucinkoch BS, pri ktorych sa uvadza, ze lipo-
peptidové BS st aktivne vécsinou proti grampozitivnym
baktériam?* 40,

Zaver

Dosiahnuté vysledky poukazuju na mozny antibiofilmovy
potencial BS ziskanych z ¢revnych laktobacilov a bakté-
rii izolovanych zo vzoriek mora. Bola potvrdena ich po-
vrchova aktivita a schopnost’ inhibovat’ tvorbu biofil-
mov patogénnych baktérii. Za biofilm-inhibi¢ny efekt
BS je pravdepodobne zodpovedny tak antimikrobialny,
ako aj antiadhezivny t€inok testovanych BS, ktory sa zda
byt zavisly od typu BS a vlastnosti cielovej mikrobia-
Inej bunky. Dalgie tudie si budt vyzadovat’ objasnenie
mechanizmu antibiofilmového efektu aj na molekular-
nej Urovni so zameranim na posudenie zmien v expresii
génov zodpovednych za syntézu bakteridlnych faktorov
zapojenych do procesu tvorby biofilmov.

Praca vznikla za podpory Agentiry na podporu vyskumu a vyvoja na
zaklade zmluvy ¢. APVV-15-0377, ¢. APVV-16-0203 a projektu VEGA
1/0081/17.

Stret zdujmov: ziadny.
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