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Izvleéek / Abstract

lzvlecek: Bakterijska adhezija na povrsinah in pozneje nastanek biofilma predstavljata glavni vzrok kronicnih okuzb
z negativnim vplivom na zdravje ljudi. S tem izzivom se sre¢ujemo tudi pri izbiri in izdelavi pohistva, kjer stremimo k
razvoju izdelkov s taksnimi povrsinami, na katere naj se bakterije ali drugi mikroorganizmi praviloma ne bi oprijemali.
Predmet nase raziskave je bil testirati izbrana premazna sredstva za les (laneno olje, vodna lazura, nitrocelulozni lak,
nanopremaz) na adhezijo bakterij vrste Pseudomonas aeruginosa, kjer smo kot testno povrsino uporabili vezano bu-
kovo plosco. Topografijo testne povrsine in Stevilo oprijetih bakterij P. aeruginosa smo opazovali z vrsticnim elektron-
skim mikroskopom (SEM) in na posnetkih SEM identificirali in presSteli bakterije. Rezultati nakazujejo, da se je najvecje
stevilo bakterij oprijelo na povrsini, premazani z lanenim oljem. Za potrditev in pridobitev relevantnih rezultatov bodo
v prihodnosti potrebne obsirnejse in bolj poglobljene Studije.

Kljucne besede: les, nanopremaz, laneno olje, nitrocelulozni lak, adhezija bakterij, Pseudomonas aeruginosa

Abstract: Bacterial adhesion to surfaces and subsequent biofilm formation are the main causes of chronic infections
with a negative impact on human health, and this is a problem in the process of manufacturing furniture. This is an
important issue, relevant also to the selection and production of furniture, where there is a focus on the development
of products with antibacterial surfaces to which microorganisms do not adhere. The focus of our research was to
test selected wood coatings (linseed oil, water-borne stain, nitrocellulose varnish, nano-coating) with regard to the
adhesion of Pseudomonas aeruginosa, where we used a beech plywood as the test surface. The topography of the
test surfaces and the number of adhered bacteria were observed on SEM micrographs. The results indicate that the
maximum number of bacteria adhered to the surface coated with linseed oil. In the future, extensive and in-depth
studies will be needed to confirm and obtain the required results.

Keywords: wood, nano-coating, linseed oil, acrylic stain, nitrocellulose lacquer, bacterial adhesion, Pseudomonas
aeruginosa

1 UvoD
1 INTRODUCTION

Starajoca se populacija skupaj s pri¢akovanji
po boljSem Zivljenjskem standardu povecuje pot-

(De Jaeger, 2017a). S tega vidika so gotovo zelo
pomembne raziskave adhezije bakterij na razlicne
povrsine, saj so bakterijske infekcije zelo pomem-
ben izziv na podrocju javnega zdravja (Blackledge

rebe po izdelkih, ki bodo izboljsali kvaliteto Zivlje-
nja, zdravje in higienske razmere. Da bi starejSim
ter osebam s posebnimi potrebami omogocili ak-
tivno in kolikor je le mogoce samostojno Zivljenje,
narasca potreba po pohistvu z integriranimi bioak-
tivnimi funkcijami (De Jaeger, 2017). V to skupino
sodi tudi pohistvo z antibakterijskimi povrSinami
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et al., 2013). Bakterijska adhezija na povrsine in
pozneje nastanek biofilma sta glavna vzroka kro-
ni¢nih okuzb (Gu & Ren, 2014), ki negativno vpliva-
jo na zdravje ljudi in povzrocajo razne zdravstvene
teZzave. Pogostokrat smo taksnim okuzbam najbolj
izpostavljeni v okoljih kot so bolnisnice, javne ku-
hinje, pisarne, Sole in ne nazadnje stanovanjski
prostori, kjer lahko bakterije kljub skrbi za Cisto-
¢o tvorijo biofilme, bodisi na delovnih povrsinah,
tleh, inventarju, pohistvu (Singh & Dawson, 2011;
Bohinc et al., 2014; Alarfaj et al., 2016). Bakterij-
ska adhezija je tako postala velik problem tako v
razli¢nih industrijskih panogah kot v zasebnih sta-
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novanjskih prostorih (Garrett et al., 2008; Myszka
& Czaczyk, 2011; Bohinc et al., 2014).

Namen clanka je zato v prvem delu osvetliti
pomembnost poznavanja procesov adhezije bak-
terij na povrsine razlicnih materialov. V drugem
delu clanka pa podajamo rezultate preliminarne
raziskave, s katero smo ugotavljali, ali lahko obsto-
jece uveljavljene metode za dolocanje bakterijske
adhezije uporabimo tudi za les, povrsinsko obdelan
z nekaterimi povrsinskimi premazi in ali je te meto-
de potrebno prilagoditi tem specificnim podlagam.
Prav tako smo ugotavljali, kaksna je adhezija bak-
terij vrste Pseudomonas aeruginosa na povrsino
vezane bukove plosce in plosce, ki smo jo povrsin-
sko obdelali z nekaterimi izbranimi premazi. Zaradi
majhnega Stevila preskusancev rezultatov nismo
statisti¢cno ovrednotili, tako smo najprej zeleli ugo-
toviti, ali obstajajo indikacije za morebitno razlicno
dovzetnost razlicnih premazov za oprijem bakterij.

1.1 ADHEZIJA BAKTERIJ NA POVRSINE RAZLICNIH

MATERIALOV
1.1 ADHESION OF BACTERIA ON SURFACES OF

VARIOUS MATERIALS

Do kolonizacije bakterij in nastanka biofilmov
na razli¢nih povrsinah pride tako, da se bakterijske
celice pritrdijo na povrsino, ki jim zagotavlja opti-
malne pogoje za razmnoZevanje. Proces bakterij-
ske adhezije je odvisen od fizikalnih in kemijskih
interakcij med bakterijami in povrSino, na katero
se bodo oprijele. Ce bodo za doloéeno vrsto mi-
kroorganizmov pogoji optimalni, bodo kolonizirali
povrsino in tvorili biofilme. Kljub vsemu lahko ad-
hezijo bakterij na razlicne povrsine z nadzorom in
primerno izbiro povrsine tudi preprec¢imo (Bohinc
et al., 2014).

Na adhezijo vplivajo najrazlicnejSe lastnosti
povrsin kot so npr. povrsinski naboj, prosta povr-
Sinska energija, hrapavost in topografija ali celo to-
gost (Song et al., 2015). Avtorji ugotavljajo, da se v
splosnem adhezija bakterij zmanjsa, e so povrsine
hidrofobne, hrapavost povrsine nanometrska ter
prosta povrsinska energija ¢im manjsa. V literaturi
najdemo Studije o oprijemu bakterij na najrazlicnej-
Se materiale, kot so npr. steklo (Bohinc et al., 2014;
Oder et al., 2015), nerjavno jeklo (Fink et al., 2015,
Bohinc et al., 2016), silicijev dioksid s plastmi poli-
elektrolita (Kovacevic et al., 2016), povrsine bioma-
teralov (Reid, 1997), ali npr. polietilen tereftalat (Gil-

lett et al., 2015). Stevilne $tudije so preucevale vpliv
hrapavosti specificnih povrsin na adhezijo bakterij.
Bohinc et al. (2016) so raziskovali vpliv razli¢nih hra-
pavosti ploscic nerjavnega jekla. Povrsino ploscic so
spremenili s tridimenzionalnim poliranjem, krtace-
njem, brusenjem in elektro poliranjem. Ploscice so
prelili z bakterijsko kulturo in jih inkubirali pri 37 °C
za 24 ur. Ugotovili so, da vecja hrapavost povrsine
signifikantno vpliva na adhezijo bakterij. Podobne
rezultate belezijo pri raziskavi, izvedeni na steklenih
povrsinah. Z veCanjem hrapavosti steklene povrsine
se adhezija bakterij povecuje (Bohinc et al., 2014).
Na primeru nerjavnega jekla so Fink et al. (2015)
proucevali vpliv toka tekocCine in temperature za od-
stranitev bakterij z jeklenih nerjavecih povrsin dveh
razlicnih hrapavosti. Ugotovili so, da s turbulentnim
tokom odstranijo znacilno vec bakterij kot z lami-
narnim tokom. Sredstvo, ki so ga uporabljali za izpi-
ranje, je bil fosfatni pufer. Velik vpliv na odstranitev
bakterij je imela tudi temperatura, kjer se je za naj-
bolj ucinkovito izkazala visja temperatura (37 °C).
Prav tako so bila objavljena porocila o mikrobni ad-
heziji na razlicne premaze, polimerne filme, ipd. Kar
nekaj le-teh se nanasa na aplikacije v dentalni me-
dicini (Pereira et al., 2011; Chau et al., 2014), veliko
¢lankov pa je s podrocja premazov proti obrascanju
morskih organizmov oz. antivegetativnih premazov
(Dobretsov & Thomason, 2011; Xu et al., 2016). Po
nasem znanju je v literaturi manj porocil o adheziji
bakterij na polimerne filme, ki so po svojih lastno-
stih podobni tistim, ki jih uporabljamo v obliki pre-
mazov za les. Tako so Bakker et al. (2003) raziskovali
depozicijo treh morskih sevov bakterij z razlicno
vodoodbojnostjo celicnih sten iz umetne morske
vode na poliuretanske premaze razli¢ne povrsinske
napetosti in modula elasti¢nosti. Z adhezijo bakterij
na funkcionalizirane poliuretane so se ukvarjali Fle-
mming et al. (1999). Med pomembnimi dejavniki
za adhezijo se je pokazala tudi prisotnost adheziv-
nih proteinov. V drugi Studiji (Teixeira et al., 2006)
so raziskovali adhezijo bakterij na urea-uretanske
kopolimerne filme z elastomernimi lastnostmi in
pokazali, da obicajen pojav povecanja stopnje ad-
hezije bakterij z narascajoCo hrapavostjo ne velja v
vseh primerih. Izkazalo se je, da pri tem materialu
za adhezijo pomembno vlogo igrata tako topogra-
fija povrsine, kakor tudi locitev vodoodbojne in
hidrofilne faze elastomera. Podobne raziskave so
bile izvedene tudi na filmih poli(metil metakrilat)-a
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(lguerb & Bertrand, 2008) in ostalih poli(metakrilat)
-ov (lbanescu et al., 2016).

Precej pozornosti je pritegnila adhezija mikro-
bov na les. Soumya et al. (2012) so raziskovali med-
fazno prosto povrsinsko energijo med mikrobnimi
celicami in povrsinami lesa Sestih razli¢nih vrst (ced-
rovina, hrastovina, bukovina, jesenovina, borovina
in tikovina) z namenom napovedi, kateri bakterij-
ski sevi imajo vecjo zmoznost oprijema na povrsine
lesa. Ugotovili so, da o adheziji mikrobov na les ni
mogoce podati splosnih sklepov in da je oprijem
bakterij zelo specificen, tako glede na vrsto bakterije
kot tudi vrsto lesa. Ista skupina avtorjev (Soumya et
al., 2012a) se je tudi sicer ukvarjala z adhezijo bak-
terij na cedrovino. Kandelbauer & Widsen (2009)
sta obravnavala razliche metode, ki so ali bi lahko
bile na voljo za izboljsanje higienskih lastnosti lesnih
materialov, ki so prekriti z melaminskimi prevleka-
mi. Vendar se avtorja nista ukvarjala z mehanizmi
adhezije, temvec predvsem z vprasanjem, kako po-
vecati antibakterijske lastnosti takih povrsin.

Ocitno je, da je oprijem bakterij na lesne pre-
maze specificna tema, ki bi v prihodnosti morala
biti obravnavana bolj temeljito.

1.2 ADHEZIJA BAKTERU IN TVORBA BIOFILMA
1.2 ADHESION OF BACTERIA AND FORMATION OF

BIOFILM

Proces adhezije je osnovan na kemijskih in fi-
zikalnih interakcijah med mikroorganizmi in kon-
taktno povrsino. Gre za tako imenovani prvi korak
vezave mikroorganizmov na povrsino (Bohinc et al.,
2014) ter kolonizacije in nastajanja biofilmov (Hori
& Matsumoto, 2010). Med mikroorganizmi pred-
stavljajo bakterije glavne gradnike biofilmov (Hori &
Matsumoto, 2010). Proces oprijemanja bakterijskih
celic na povrsino dolocajo razli¢ni dejavniki kot so:
lastnosti povrsine in mikrotopografija, sestava povr-
Sine, hrapavost, povrsinska napetost, hidrofobnost,
bakterijski povrsinski naboj, velikost in lastnosti celi-
ce (gibljivost bakterij), masni transport, temperatu-
ra, pH, vlaznost ... (Palmer et al., 2007). Bistvenega
pomena je fizikalno-kemijska lastnost bakterijske
celice oz. lastnost njene celicne stene. Pri tem je
zelo pomemben polimer peptidoglikan, ki doloca
lastnosti celicne stene. Glede na koncentracijo oz.
prisotnost peptidoglikana v bakterijskih celi¢nih ste-
nah razlikujemo po Gramu pozitivne in po Gramu
negativne bakterije. Zelo visoke koncentracije le-te-

ga vsebuje celi¢na stena po Gramu pozitivnih bak-
terij, v nasprotju s celicnimi stenami po Gramu ne-
gativnih bakterij. Znacilnost celi¢ne stene po Gramu
negativnih bakterij je kompleksnejsa ovojnica, kjer
je citoplazma omejena s tanko plastjo iz peptidogli-
kana, ki jo loCuje od zunanje celicne membrane. Ka-
korkoli pa prisotnost peptidoglikana in ostalih mak-
romolekul (teihoi¢na kislina, lipoteihoicna kislina,
lipoproteini in lipopolisaharidi, encimi ter mikolna
kislina), predstavljajo pomembne gradnike celi¢nih
sten bakterij, saj so v vecini polielektroliti, ki dolo-
Cajo povrsinski naboj celicne stene. Na primer, ce
je povrsinski naboj celicne stene negativen, naboj
povrsine pa pozitiven, le-to neugodno vpliva na ad-
hezijo, kar pogojuje elektrostaticna odbojna sila, ki
drzi bakterijske celice na kratki razdalji vstran od po-
vrsine. Elektrostati¢ni odboj med celico in povrsino
lahko bakterije premagajo s pomocjo molekularnih
interakcij adhezinov (fimbriji, flagele ali lipopolisa-
haridi - LPS), ki so lokalizirani na celi¢ni steni (Hori &
Matsumoto, 2010; Bohinc et al., 2014).

Temeljna faza bakterijske adhezije je v splo-
Snem opisana z dvostopenjskim modelom kinetic-
ne vezave. Prva oz. zacetna faza je opisana kot hitra
in enostavna reverzibilna interakcija med povrsino
bakterijske celice ter kontaktno povrsino. Na ad-
hezijo bakterij imajo vpliv v glavhem Van der Wal-
Isove sile, elektrostatske sile, hidrofobni ucinki in
kontaktne interakcije. V glavnem interakcijo proste
energije pri procesu adhezije opredeljujeta dva mi-
nimuma. V fazi prvega minimuma so bakterije Sibko
in reverzibilno vezane na povrsino, kar predstavlja
kemijske interakcije med bakterijami in povrsino
na razdalji priblizno 10 nm. V drugi fazi potekajo
interakcije med tako imenovanimi adhezijskimi be-
ljakovinami na povrsini bakterijskih adhezinov (pili
ali fimbriji) in vezavnimi molekulami na povrsini
kontaktnega materiala na razdalji pod 1 nm. V tej
fazi so bakterije mocno in ireverzibilno adherirane
(Bohinc et al., 2014).

Tvorba in nastajanje biofilma se zacne, ko se
bakterije oprimejo dolocene povrSine (Palmer et
al., 2007; Tolker-Nielsen, 2014), kjer so prisotna
hranila (Bohinc et al., 2014). Biofilme sestavljajo ce-
lice in zunajceli¢ne polimerne snovi, ki so produkti
bakterij (Garrett et al., 2008; Tolker-Nielsen, 2014).
V naravi okoli 99 % mikroorganizmov tvori biofilm
(Garrett et al., 2008) oz. tako imenovane mikrobne
skupnosti, ki so zdruzene v svojih zunajceli¢nih pro-
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duktih (Tolker-Nielsen, 2014). Ena izmed klju¢nih
lastnosti biofilmov je ta, da lahko bakterije v ne-
ugodnih razmerah prezivijo (Garrett et al., 2008),
ter da jih le-ti SCitijo pred protimikrobnimi vplivi
(Garrett et al., 2008; Tolker-Nielsen, 2014). Vecjo
odpornost bakterij v biofilmih povezujejo s poca-
snejso rastjo bakterij v globljih slojih biofilma in z
matriksom biofilma, ki ga obdaja, ter tako s tem
omejuje penetracijo Skodljivih delcev v notranjost
(Jefferson, 2004). Myszka & Czaczyk (2011) opre-
deljujeta formiranje biofilma kot petstopenjski pro-
ces. Prvo stopnjo procesa predstavlja vezava plan-
ktonskih mikroorganizmov na trdne povrsine, prvi
stopnji sledi druga s pritrditvijo bakterij s proizvaja-
njem zunajceli¢nih polimerov. Pri tretji stopnji gre
za zgodnji razvoj biofilma, medtem ko se pri Cetrti
stopnji mikrobne skupnosti razvijejo v zrel biofilm.
Zadnja, peta stopnja tega procesa pa je disperzija
celic iz biofilma v okolico.

1.3 VPLIVI NA ADHEZIJO BAKTERU
1.3 INFLUENCES ON ADHESION OF BACTERIA

Za dobro razumevanje adhezije bakterij na ma-
terialne povrsine je potrebno poznati znacilnosti
povrsine. Med parametri omenimo najprej hrapa-
vost povrsin, ki jo lahko izmerimo z mikroskopom
na atomsko silo ali s profilometrom. Napravi delu-
jeta na principu kontaktnega gibanja tipala po mer-
jeni povrsini in shranjevanju premikov v pomnilnik
podatkov. Iz izmerjenih premikov lahko izracuna-
mo aritmetino srednjo hrapavost R_ ali hrapavost
Rq. V vecini primerov se na bolj hrapave povrsine
adherira vec bakterij kot na bolj gladke povrsine. Z
narascajoco hrapavostjo se namrec veca tudi raz-
poloZljiva povrsina za bakterijsko adhezijo (Bohinc
et al., 2014, Bohinc et al., 2016). Neregularnosti in
defekti na povrsini dodatno povecajo stopnjo ad-
hezije, saj se na ta nacin verjetnost za oprijem po-
vrsine Se poveca.

Drugi parameter je hidrofobnost. Le-to doloci-
mo z merjenjem mejnega kota. Na povrsino kane-
mo kapljico kapljevine in z goniometrom izmerimo
kot med povrsino kapljevine in povrsino material-
ne povrsine. Bakterije s hidrofobnimi lastnostmi
preferirajo interakcijo s hidrofobnimi povrsinami.
Hidrofilne bakterije imajo preferenco, da se opri-
mejo hidrofilne povrsine. Poleg tega se hidrofobne
bakterije bolje in mocneje oprimejo povrsine kot
hidrofilne (Van Loosdrecht et al., 1987); stopnja

bakterijske adhezije je povezana z naras¢anjem hi-
drofobnosti bakterijske povrsine.

Tretji parameter je naboj kontaktne povrsine in
povrsine bakterij. Eksperimentalno dolo¢imo naboj
iz pretocnega potenciala. Ob naelektreni povrsini
v stiku z elektrolitsko raztopino nastane difuzna
elektricna dvojna plast. VzdolZ nabite materialne
povrsine povzrocimo tlac¢no razliko in vzpostavimo
volumski tok mobilnega dela elektri¢ne dvojne pla-
sti. V raztopini nabitih ionov volumski tok povzroci
prevladujoce kopicenje protiionov v smeri volum-
skega toka tekocine. Apliciramo elektri¢no polje, ki
povzroci elektricni tok v smeri, nasprotni smeri vo-
lumskega toka tekocine. V ravnovesnem stanju sta
oba tokova enaka; jakost elektricnega polja doseze
ravnovesno vrednost. Iz jakosti doloc¢imo pretocni
potencial. Iz potenciala lahko priblizno izracunamo
povrsinsko gostoto naboja. V veliki vecini primerov
so bakterije negativno naelektrene. Naboj kontak-
tnih povrsin pa je mocno odvisen od pH raztopine,
ki je v kontaktu s samo povrsino. Zaradi elektrostat-
ske sile pozitivho nabite materialne kontaktne po-
vrsine delujejo s privlacno silo na negativno naelek-
trene bakterijske povrsine. Nasprotno negativne
povrsine prispevajo odbojno komponento sile na
negativno nabite bakterije (Kovacevic et al., 2016).

2 MATERIAL AND METHODS
2 MATERIAL IN METODE
2.1 MATERIALI
2.1 MATERIALS

Kot podlago smo uporabili vezano bukovo plo-
S¢o debeline 4 mm. Uporabili smo pet ploscic di-
menzij 100 mm x 100 mm. Adhezijo bakterij smo
ugotavljali na nepremazanih povrsinah ter na po-
vrSinah, obdelanih z naslednjimi premazi: laneno
olje (proizvajalec Chemcolor d.o.0., Sevnica, Slo-
venija), nitrocelulozni oz. celulozno nitratni lak za
les (proizvajalca llva, Milano, Italija), vodno lazuro
Silvanol tankoslojni akrilni premaz za les na vodni
osnovi (Silvaprodukt d.o.o., Ljubljana, Slovenija) in
bezbarvno impregnacijsko sredstvo za doseganje
vodoodbojnosti lesa nanopremaz Silles (Chemcolor
d.o.o., Sevnica, Slovenija) na osnovi organofunkcio-
nalnih fluoriranih silanov.

Za teste adhezije bakterij smo izbrali standar-
dni bakterijski sev bakterije Pseudomonas aerugi-
nosa iz zbirke ATCC 27853 (CeSka zbirka mikroorga-
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nizmov, Brno, Ceska republika), ki je bil izoliran iz
krvne kulture. Vrsta P. aeruginosa spada v druzino
Pseudomonadaceae in rod Pseudomonas. V naravi
bakterije iz rodu Pseudomonas najdemo v zemlji,
vodi, zraku in Zivilih, bogatih z beljakovinami (Kapun
Dolinar, 2001). P. aeruginosa je po Gramu negativen
bacil, ki je iziemno prilagodljiv. Zaradi Stevilnih raz-
licnih metabolnih (presnovnih) poti lahko preZivi in
se prilagodi v vec razlicnih okoljih (Yahr & Parsek,
2006). Najbolj tem bakterijam ugaja vlazno okolje
kot so na primer pitna voda, umivalniki, razpoke v
tleh, raztopine za infuzijo. So odporne proti velikemu
Stevilu dezinfekcijskih sredstev, kar predstavlja velik
problem zaradi tezke odstranitve z okuzenih mest.
Zato se pogosto prenasa v bolnisnicah (Kapun Doli-
nar, 2001). Spada med oportunisticne patogene, kar
pomeni, da okuZi organizem, kadar je njegov imunski
sistem oslabljen. So koliformni nesporulirajoci bacili,
ukrivljeno palicaste oblike, velikosti od 0,5 um — 1,0
pum do 1,5 um — 4,0 um. Gibljejo se s pomocjo enega
ali vec polarnih bickov (Madigan et al., 2006). Upo-
rabili smo trdno hranilno gojisce proizvajalca Biolife,
Italija, katerega izdelek je tudi uporabljeno tekoce
gojisce oz. hranilni bujon brez glukoze.

2.2 ZASNOVA EKSPERIMENTALNEGA DELA
2.2 DESIGN OF THE EXPERIMENTAL WORK
Prvotno smo nameravali preveriti oprijem bak-
terij na nepremazane povrsine lesa in na povrsine,
premazane s Sestimi razlicnimi premazi. Le-te bi
nanesli na kovinske ploscice in jih tako premazane
izpostavili bakterijam. Kovinske podlage so v praksi
primernejse za slikanje povrsine z elektronskim mi-
kroskopom. Zaradi laZje primerjave pa bi povrsino
Se dodatno obarvali z barvilom kristal vijoli¢ni (bar-
vanje po Gramu). Na ta nacin bi se bakterije znacil-
no obarvale in na tako obdelani ter obarvani povr-
Sini z bakterijami bi kasneje lahko natanc¢no izmerili
velikost povrsine, prekrite z bakterijami. Vendar pa
se je tak nacin izkazal za neprimernega. Nekateri
od izbranih premaznih sistemov za les na kovinskih
povrsinah (ploscicah) niso tvorili filma, premazana
povrsina pa se je nagubala. Nagubanost povrsine bi
nase delo zelo otezila, saj ne bi dobili primerljivih
rezultatov s tistimi povrSinami, ki se niso nagubale.
Zato smo se odlocili samo za leseno podlago. Povr-
Sin nismo obarvali zaradi prepustnosti premaznih
sistemov in s tem zvezanega potencialnega obar-
vanja podlage.

2.3 PRIPRAVA VZORCNE POVRSINE
2.3 SAMPLE SURFACE PREPARATION

Na Stiri vzoréne ploscice smo nanesli po enega
izmed Stirih uporabljenih premaznih sredstev. Za
kontrolo smo eno ploscico pustili brez premaznega
sredstva. Vsak premazni sistem smo na posamezno
vzorcno ploscico nanesli dvakrat. Po prvem nanosu
smo premazano povrsino pustili stati 24 ur. Po 24
urah smo vzorce rahlo pobrusili (P240) ter ponovno
nanesli isto premazno sredstvo na enako ploscico.
Premazane povrsine vzorcnih ploscic smo po treh
tednih od nanosa premaznega sredstva razrezali na
manjse dimenzije (10 mm x 10 mm). Te smo na stra-
neh, ki so bile brez premaznega sredstva, zas(itili z
epoksidnim premazom. Pripravljene vzoréne plosci-
ce smo nato pritrdili v petrijevke. Sledila je steriliza-
cija. Petrijevke z vzorci smo postavili v laminarij, kjer
smo jih obsevali z UV svetlobo. Vzorci so bili UV svet-
lobi izpostavljeni z obeh strani. Najprej smo za eno
uro izpostavili premazano povrsino vzorcne ploscice,
po eni uri obsevanja smo vzorce obrnili ter Se eno
uro obsevali drugo, nepremazano stran vzorca.

2.4 PRIPRAVA BAKTERISKE KULTURE IN
IZPOSTAVITEV BAKTERIJAM
2.4 PREPARATION OF THE BACTERIAL
CULTURE AND EXPOSURE TO BACTERIA
Priprava prekonocne bakterijske kulture in iz-
postavitev vzorcev bakterijam sta potekali v mikro-
bioloskem laboratoriju na Zdravstveni fakulteti v Lju-
bljani. Metodologija dela ter priprava sta bili povzeti
po protokolu Kubota et al. (2008) in Bohinc et al.
(2014), z nekaterimi modifikacijami. Sev bakterije
smo prenesli na hranilno gojisce in ga inkubirali pri
37 °C za 24 ur. Po postopku inkubacije smo kolonijo
testnega seva bakterije prenesli s trdnega hranilne-
ga gojisca v hranilni bujon brez glukoze in ga dalje
inkubirali za 24 ur pri 37 °C. Nato smo pripravili po
pet paralelk petrijevk za vsako skupino premaznih
sredstev in eno za nepremazano povrsino. V vsako
petrijevko smo namestili po tri vzorcne ploscice iz
posamezne obravnavane skupine. Po eno petrijevko
v paralelki posamezne skupine smo nalili s teko¢im
gojis¢em z bakterijami, drugo petrijevko v paralelki
pa smo nalili s teko¢im gojis¢em brez bakterij.
Vzoréne ploscice so bile izpostavljene bakteri-
jam razlicno dolgo in sicer: spiranje takoj, ob ¢asu
(t0), inkubiranje pri 37 °C 10 ur pri aerobnih pogo-
jih (t10) in inkubiranje pri 37 °C 18 ur pri aerobnih
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pogojih (t18). Po izpostavitvi vzorcnih ploscic bak-
terijam smo odvzete ploscice po (t0), (t10) in (t18)
spirali s trikrat po 20 ml destilirane vode. Namen
spiranja je bil odstranitev gojis¢a in neoprijetih
bakterij ter preprecitev nadaljnjega oprijema bak-
terijskih celic na testne povrsine. Po spiranju smo
vzorce najprej osusili s susilnikom za lase, da za na-
daljnje preskuse ni bilo prisotne vlage. Ker pa ima
les higroskopne lastnosti, so vzoréne ploscice med
izpostavitvijo in spiranjem absorbirale dodatno
vlago. Posledicno se je pri lesenih plosc¢icah pojavil
problem odvecne vlage v vzorcih in smo vzorce zato
dodatno osusili v vakuumskem susilniku.

2.5 ANALIZA ADHEZIJE BAKTERIJ NA POVRSINI
VZORCEV Z VRSTICNIM ELEKTRONSKIM
MIKROSKOPOM (SEM)

2.5 ANALYSIS OF THE BACTERIAL ADHESION
ON SURFACES OF THE SPECIMENS WITH
A SCANNING ELECTRON MICROSCOPE
Oprijem bakterij na testiranih premaznih sred-

stvih na leseni podlagi smo opazovali in pregledali

z vrstitnim elektronskim mikroskopom (SEM) FElI

Quanta 250 v laboratoriju Oddelka za lesarstvo na

Biotehniski fakulteti v Ljubljani. Pred zacetkom opa-

zovanja smo na vzorce s standardno opremo (Quo-

rum technologies Q150R) nanesli tanek sloj zlata.

Snemanje je bilo izvedeno pri nizkem vakuumu

(6x10* Pa), s pospesevalno napetostjo 5 kV. Raz-

dalja med opazovano povrsino vzorca in elektron-

sko pusko je bila priblizno 10 mm. Cilj opazovanja

1/26/2017 dwell mag [] HFW

“0° | 12:21:21PM |60 ps | 5.00kV | 5000 |82.9 ym | 10.5mm | ETD | 3.0

. 11| E—

vzorcev s SEM je bil iskanje oblik, ki bi ustrezale
bakterijam. Oblike, ki so predstavljale bakterije na
povrsinah vzorcey, izpostavljenih 18 h, so popolno-
ma prekrile povrsino. Na vzorcih, katerih povrsina
je bilaizpostavljena 10 h, smo bakterije opazili le na
dolocenih mestih, ve¢inoma pa le na enem mestu.
Za stetje bakterij smo izvedli kvantitativno analizo,
kjer smo na posnetkih SEM obkroZevali adherirane
bakterije. Za analizo smo uporabili po en SEM po-
snetek za vsak posamezni sistem.

Zaradi nekoliko slabse kakovosti posnetkov SEM
statisticne analize podatkov ni bilo moZno izvesti.
Tako vrednosti, podane v preglednici 1, niso kazalniki,
ki bi nam lahko potrdili, katera povrsina je bolj prijaz-
na bakterijam. Na primer: na doloceni povrsini, veliki
100 um?, je bilo 100 oblik, ki so predstavljale bakteri-
je. Celotna povrsina vzorca je merila 1.000.000 pm?,
kjer smo le na dolocenih delih zasledili nekaj oblik
bakterij, zato ni bilo mogoce ugotoviti, ali se na to
povrsino bakterije bolj ali manj adherirajo.

3 REZULTATI IN RAZPRAVA
3 RESULTS AND DISCUSSION

Kot Ze omenjeno smo povrsine vezane bukove
plosce bakterijam izpostavljali v treh razli¢nih ¢a-
sovnih intervalih, in sicer t0, t10 in t18 (v urah). Po-
snetki SEM so bili narejeni pri 5.000, 10.000, 15.000
in 20.000-kratnih povecavah. Na povrsinah, ki smo
jih sprali takoj po izpostavitvi (t0), smo opazili le
manjse Stevilo bakterij v planktonski obliki na do-

Slika 1. SEM posnetek lesene po-
vrsine, premazane s premaznim
sredstvom — vodna lazura, vzo-
rec izpiran takoj po izpostavitvi
P. aeruginosa (t0), 5.000-kratna
povecava.

Figure 1. Scanning electron mi-
crograph of a surface of lami-
nated beech wood, finished with
the waterborne stain, exposed
to bacteria P. aerugionosa. (t0)
and immediately washed; mag-
nification: 5,000x.

Quanta
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locenih segmentih premazane testne povrsine. Kot
primer je na sliki 1 SEM posnetek lesene premaza-
ne povrsine z vodno lazuro pri 5.000-kratni pove-
Cavi. Predvidevamo, da je na premazani povrsini
le ena bakterijska celica, ki smo jo oznacili s ¢rnim
krogom. To domnevo potrjuje tudi rastna krivulja,
pri kateri v ¢asu tO bakterije Se ne tvorijo adhezije
posameznih bakterij in se pojavljajo le posamezno
(Bohinc et al., 2014).

Po drugi strani pa so bakterije vzorce po 18 urah
izpostavitve v celoti prerasle (slika 2, vzorec, prema-
zan z lanenim oljem). Zato v nadaljevanju predsta-
vljamo le rezultate, dobljene s preiskavami posnet-
kov SEM vzorceyv, ki so bili izpostavljeni bakterijam

9/15/2016 | dwell | HFW WD
11:01:01AM | 30ps | 5.00kV | 10000 x | 41.4 ym | 11.1 mm

e 20 pm —————

Quanta

10 ur (t10), in tistih, pri katerih tekoce gojisce ni vse-
bovalo bakterije P. aeruginosa, prav tako pri t10.

Vzorec, ki ga nismo premazali z nobenim od
izbranih premaznih sredstev za les, je sluZil za kon-
trolo. Podobno kot pri premazanih povrsinah tudi
na povrsini brez premaznega sredstva, ki ni bila iz-
postavljena gojis¢u z dodanimi bakterijami, ni bilo
opaziti bakterij ali oblik, podobnih bakterijam P.
aeruginosa (slika 3a). Na povrSinah nepremazane-
ga vzorca, izpostavljenega bakterijam (t10), pa smo
opazili bakterije, ki smo jih obkroZili s ¢rnim kroZzcem
(slika 3b). Za primerjavo in natanc¢no dolocitev smo
posnetek povecali za 15.000-krat, kjer smo zaznali
oblike, ki predstavljajo bakterije (slika 4).

Slika 2. SEM posnetek lesene
povrsine, premazne z lanenim
oljem, vzorec je bil izpostavljen
bakterijam P. aeruginosa (t18),
10.000-kratna povecava.
Figure 2. SEM micrograph of
wood surface, finished with lin-
seed oil, exposed to P. auregi-
nosa (t18), magnification:
10,000x

Slika 3. SEM posnetek povrsine brez premaznega sredstva, vzorec ni bil izpostavljen bakterijam P. aerugi-
nosa (a) in bakterijam izpostavljen vzorec (b), 5.000-kratna povecava.
Figure 3. SEM micrograph of the surface without a coating, not exposed to P. aeruginosa (a) and exposed

to bacteria (b), magnification: 5,000x.
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Na posnetku SEM (slika 5), kjer je bil vzorec,
premazan z lanenim oljem, izpostavljen bakterijam
(t10), lahko vidimo oblike, ki so znacilne za bakte-
rije P. aeruginosa. Lep primer bakterije je viden na
sliki 6 pri 20.000-kratni povecavi.

Na povrsini vzorca, premazanega z nitrocelu-
loznim lakom, ki je bila 10 ur izpostavljena bakteri-
jam, smo prav tako zasledili oblike, ki predstavlja-
jo bakterije, razen tega pa Se delce, ki jih nismo
znali identificirati. Bakterije so oznacene s ¢rnimi
kroZci, neidentificirani delci pa z rdecimi (slika 7).
Na povrsini lesa, obdelanega z vodno lazuro, smo

1/19/2017 dwell
10:54:45 AM

mag [] HFW
60 ps | 5.00kv | 15000x | 27.6 pm | 104 mm | ETD | 3.0

we HV mag 1 VHF“.".-‘ 7":"."7[;'77”7#.“‘ DO
Ops | 5.00kV | 5000 | 82.9 ym | 10.5mm | ETD | 3.0

tudi opazili oblike, ki niso znacilne za bakterije
(rdeci kroZci (slika 8)), za katere predvidevamo,
da so pigmentni delci. Na vzorcu, premazanem z
vodno lazuro, ki je bil izpostavljen bakterijam, pa
smo opazili tudi oblike, ki predstavljajo bakterije
(slika 9). Nazadnje smo pregledali Se povrsine, ki
so bile premazane z nanopremazom. Primer povr-
Sine vzorca, ki je bil v tekoCem gojiscu bakterijam
izpostavljen 10 ur, je prikazan na sliki 10. Za na-
tancno opredelitev smo isto povrsino posneli pri
20.000-kratni povecavi. Oblika, ki predstavlja bak-
terijo, ima velikost 1,6 um (slika 11).

Slika 4. SEM posnetek povrSine
brez premaznega sredstva, vzo-
rec izpostavljen bakterijam P.
aeruginosa (t10), 15.000-kratna
povecava.

Figure 4. SEM micrograph of
the surface without a coating,
exposed to P. aeruginosa for
10 hours (t10), magnification:
15,000x.

Quanta

Slika 5. SEM posnetek povrsine,
premazane z lanenim oljem,
vzorec izpostavljen bakterijam
P. aeruginosa (t10), 5.000-krat-
na povecava.

Figure 5. SEM micrograph of
the surface with the linseed oil,
exposed to P. aeruginosa for
. 10 hours (t10), magnification:
| 5,000x.

— 20 ym ———

Quanta
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dwell
60 s

mag [
5.00 kv | 20 000 x

mag O]
5.00 KV | 5000 x

WD det
10.5 mm | ETD

HRW
82.9 ym

FW

82.9 pm | 10.5mm | ETD | 3.0

Quanta

— 20 pm ——

Quanta

Quanta

Slika 6. SEM posnetek povrsi-
ne, premazane z lanenim oljem,
vzorec izpostavljen bakterijam P.
aeruginosa (t10), 20.000-kratna
povecava.

Figure 6. SEM micrograph of
the surface with the linseed oil,
exposed to P. aeruginosa for
10 hours (t10), magnification:
20,000x.

Slika 7. SEM posnetek povrsine
vzorca z nitroceluloznim lakom,
vzorec izpostavljen bakterijam P.
aeruginosa (t10), 5.000-kratna
povecava.

Figure 7. SEM micrograph of the
surface with the cellulose nitrate
lacquer, exposed to P. aeruginosa
for 10 hours (t10), magnification:
5,000x.

Slika 8. SEM posnetek povrsi-
ne vzorca, premazanega z vod-
no lazuro, vzorec izpostavljen
bakterijam P. aeruginosa (t10),
5.000-kratna povecava.

Figure 8. SEM micrograph of
the surface with the waterborne
stain, exposed to P. aeruginosa
for 10 hours (t10), magnification:
5,000x.
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Slika 9. SEM posnetek povrsi-
ne vzorca, premazanega z vod-
no lazuro, vzorec izpostavljen
bakterijam P. aeruginosa (t10),
10.000-kratna povecava.

Figure 9. SEM micrograph of
the surface with the waterborne
stain, exposed to P. aeruginosa
for 10 hours (t10), magnification:
10,000x.

1/26/2017
1:30:36 PM

Slika 10. SEM posnetek povrSi-
ne na vzorcu z nanopremazom,
vzorec izpostavljen bakterijam P.
aeruginosa (t10), 5.000-kratna
povecava.

Figure 10. SEM micrograph of
the surface with the nano fin-
ish, exposed to P. aeruginosa for
10 hours (t10), magnification:
5,000x.

M | 60 ps | 10.00 kv | 5000x | 829 pm | 10.7 mm | ETD Quanta

Slika 11. SEM posnetek povrSi-
ne na vzorcu z nanopremazom,
vzorec izpostavljen bakterijam P.
aeruginosa (t10), 20.000-kratna
povecava.

Figure 11. SEM micrograph of
the surface with the nano fin-
ish, exposed to P. aeruginosa for
10 hours (t10), magnification:
20,000x.
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Preglednica 1. Stevilo oprijetih bakterij na povrsinah, razli¢nih obdelav
Table 1. The number of bacteria adhering to surfaces, different treatments

St. posnetka SEM
Vrsta obdelave povr- 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6 ‘ 7 ‘ 8 .. | Standardna
Sine Poveéava Povprecje deviacija
5000x | 5000x | 5000x | 5000x | 5000x | 5000x | 5000x | 5000x

Brez obdelave 0 13 22 0 0 7 10
Nitrocelulozni lak 112 8 97 1 5 10 0 33 49
Laneno olje 256 59 187 31 50 155 32 110 89
Vodna lazura 58 103 0 6 59 0 11 34 40
Nanopremaz 13 0 5 9 0 0 0 0 3 5

3.1 STEVILO PRITRJENIH BAKTERI
3.1 NUMBER OF ADHERED BACTERIA

V preglednici 1 je navedeno Stevilo bakterij, ki
smo jih ugotovili na razli¢nih posnetkih SEM oz. na
povrsinah z razlicnimi obdelavami. Bakterije smo
Steli na naklju¢no izbranih povrSinah posameznih
vzorcey, in sicer rocno, tako da smo bakterije na
posnetkih SEM najprej identificirali in nato obkro-
zZili. Za tak nacin smo se odlocili, ker so bili po-
snetki SEM slabe kakovosti in zato ni bilo mogoce
izvesti avtomatiziranega Stetja bakterij z racunal-
nisko aplikacijo. Metodo obkroZevanja smo izvedli
na posnetkih SEM pri 5.000 kratni povecavi. Slike
smo natisnili v visoki locljivosti, saj so na tak nacin
bakterije postale lazje opazne. V primerih, kjer je
kvaliteta posnetkov omogocila avtomatsko prepo-
znavanje bakterij, pa smo bakterije presteli s pro-
gramom ImagelJ.

Ugotovili smo, da so razlike v Stevilu bakterij na
posameznih posnetkih naklju¢no izbranih povrsin
razlicno obdelanih preskusancev zelo velike. Kljub
temu pa so se nakazali trendi med dovzetnostjo raz-
licno obdelanih povrsin za oprijem bakterij. Indika-
cije so naslednje: na 4.6 x 10° mm? smo v povprecju
na slikah povrsin lesa brez obdelave opatzili le nekaj
bakterij (pribl. 7), na povrsinah, premazanih z nitro-
celuloznim lakom nekaj deset bakterij (pribl. 33), na
oljenih povrsinah je bilo bakterij najvec, v povpre-
¢ju okrog 110, pri povrsinah z lazuro je bil rezultat
podoben kot v primeru povrsin z nitroceluloznim
lakom (okrog 34 bakterij) ter pri nanopremazu Sil-
les priblizno enako kot pri neobdelanih povrsinah
(nekaj opaZenih bakterij na posnetek, povp. 3).
Menimo, da se najvecja dovzetnost za oprijem bak-
terij nakazuje pri oljenih povrsinah, precej manj,
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a Se vedno relativno veliko, pa je bilo bakterij na
povrsinah, premazanih z lazuro in z nitroceluloznim
lakom. Antibakterijski potencial nanodelcev v pre-
mazih je bil v literaturi Ze omenjen (Nosrati et al.,
2017) in podobno smo opazili v tudi v nasi raziskavi,
saj smo na povrsinah z nanopremazom zaznali zelo
malo oprijetih bakterij.

4 SKLEPI
4 CONCLUSIONS

Adhezija bakterij na povrsine in pozneje na-
stanek biofilma sta glavna vzroka kroni¢nih okuzb z
negativnim vplivom na zdravje ljudi. TakSnim okuz-
bam smo najbolj izpostavljeni v bolniSnicah, javnih
kuhinjah, pisarnah, Solah in ne nazadnje tudi v bi-
valnih prostorih. Da bi mozZnost adhezije bakterij
na povrsine ¢im bolj zmanjsali, je najprej potrebno
dobro poznavanje mehanizmov adhezije in dejav-
nikov, ki vplivajo na oprijem bakterij. Proces adhe-
zije temelji na fizikalnih in kemijskih interakcijah
med mikroorganizmi in kontaktno povrsino. Opri-
jemanje bakterijskih celic je odvisno od lastnosti
povrsin in mikrotopografije, sestave povrsine, hra-
pavosti, hidrofobnosti, bakterijskega povrsinskega
naboja, velikosti in lastnosti celice (gibljivost bak-
terij ...), temperature, vrednosti pH in Se Stevilnih
drugih dejavnikov.

Na podlagi preliminarnih rezultatov raziskav
adhezije bakterij smo ugotovili, da lahko tudi les ali
lesne kompozite uporabljamo kot testne povrsine
za preucevanje adhezije bakterij, pod pogojem, da
uveljavljene metode dela prilagodimo lastnostim
lesa. Prav tako velja, da je adhezijo bakterij vrste
P. aeruginosa mozno proucevati tudi na povrsinah
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obi¢ajnih premaznih sredstev za les. Ceprav doblje-
nih rezultatov nismo mogli statisticno ovrednotiti,
se nakazuje, da so za oprijem bakterij P. aeruginosa
med preskusenimi premazi najbolj dovzetne povrsi-
ne, obdelane z lanenim oljem. Najmanj adheriranih
bakterij pa smo po 10-urni izpostavitvi bakterijam
v teko¢em hranilnem gojiscu opazili na povrsinah,
ki so bile premazane z nanopremazom ali pa sploh
niso bile premazane.

5 POVZETEK
5 SUMMARY

Bacterial adhesion to surfaces and subsequent
biofilm formation are the main causes of chronic
infections with a negative impact on human health,
and this is an important topic that should be con-
sidered in the process of furniture manufacturing,
especially when it is intended for use in rooms for
the elderly or in hospitals. There should be a focus
on the application of products with antibacterial sur-
faces to which the microorganisms do not adhere.

The aim of our preliminary research was to test
selected wood coatings (linseed oil, water-borne
stain, nitrocellulose varnish, nano-coating) with re-
gard to the adhesion of Pseudomonas aeruginosa.
We used beech plywood as the test substrate. First,
we wanted to find out if the existing methods for
determination of bacterial adhesion on various ma-
terials can also be applied to wooden and coated
wood surfaces. The test methodology followed that
used in some other similar investigations, where
the adhesion of bacteria to non-wooden surfaces
was investigated.

The prepared samples were exposed to bacte-
ria in a liquid nutrient medium for three different
durations: they were washed immediately after ex-
posure (0 hours, t0), after 10 hours (t10) and after
18 hours (t18). After exposure, the topography of
the test surfaces and number of adhered bacteria
were observed on scanning electron microscopy
(SEM) micrographs.

The results indicated that the maximum num-
ber of bacteria adhered to the surface coated with
linseed oil. In the future, extensive and in-depth
studies will be needed to confirm and obtain more
conclusive results.
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