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Latky rostlinného ptuvodu zesilujici acinky
konvenc¢nich pripravkii proti bakterialnim biofilmim

Souhrn:

Tato prace se zabyva problematikou bakterii a bakterialnich biofilmi a jejich
zneskodnovani pomoci riznych latek a ptipravkt. Cilem prace je analyzovat bakterialni bunku,
bakterialni biofilmy a jejich vliv v potravinatském primyslu a posoudit moznosti vyuziti
synergie antimikrobialnich pfipravka s latkami rostlinného piivodu. Prace se sklada z literarni
reSerSe a vlastniho experimentu. Literarni reSerSe je zamétfena na popis bakterii, biofilmil a
metod, kterymi se zneSkodnuji. Prakticka ¢ast zahrnuje vlastni experiment, ve kterém je
stanovena antimikrobialni aktivita silice Cannabis sativa, antibiotika penicilinu a desinfek¢éniho
prostfedku Meridasan Profi a jejich kombinaci. Pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace
byla pouzita mikrodiluéni metoda za pouziti 96-jamkovych mikrotitraénich desticek. U
kombinace Cannabis sativa a Meridasan Profi byl zjistén synergicky inhibiéni G¢inek proti S.

aureus.

Kli¢ova slova: bakterie, biofilm, rostlinné latky, synergie



Botanicals enhancing the effect of conventional
products againts bacterial biofilms

Summary:

This thesis is focused on problematics of bacteria and bacterial biofilms and their
elimination by variety of chemicals and preparations. The aim of this thesis is to analyse
bacterial cell, bacterial biofilms and their influence in the food industry and assess options of
using synergy between antimicrobial agents and plant extracts. The thesis is composed of the
literature review and the personal experiment. The literature review describes bacteria, biofilm
and methods using for eliminating them. The practical part covers the personal experiment,
where the determination of the antimicrobial activity of essential oil from Cannabis sativa,
antibiotic penicillin and disinfectant agent Meridasan Profi and their combinations has been
achieved. The minimum inhibitory concentration was evaluated by the microdilution method
using 96-well microtiter plates. The synergistic effect has been discovered observing the
combination of Cannabis sativa and Meridasan Profi against S. aureus.

Keywords: bacteria, biofilm, plant compounds, synergy
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1 Uvod

Bakterie se vyskytuji ve dvou zakladnich forméch, planktonni forma a biofilm.
bakterii vytvarejici slizovou vrstvu na povrchu, vzniké v hydratovaném prostiedi a je odolng;si
vici antibiotikiim, desinfekénim prostfedkim, ¢i imunitni reakci hostitele. Tvoii se naptiklad
na sténach zeméd¢€lskych budov, v trubkach, na zubech a dalSich mistech, kde mtize ptuisobit
velké Skody. Biofilm ma sviij specificky vyvoj a strukturu a jednotlivé builkky mezi sebou
navzajem komunikuji pomoci specialniho systému tzv. quorum sensing (QS). Pro eradikaci
bakterii, ¢i jejich biofilmu pouzivame rizné desinfekéni prostredky, mechanismy ¢i
antimikrobidlni latky. N&které rostlinné latky maji silné inhibi¢ni nebo stimulujici G€inky vici
jinym latkam ¢i organismim nebo jsou schopny do jisté miry ovlivnit ¢innost jinych struktur.
Kombinaci vhodn¢ vybranych rostlinnych latek s jinymi antimikrobialnimi prostfedky mizeme
doséhnout tzv synergie. Synergie je jev, kdy efekt obou pouzitych antimikrobidlnich latek v
kombinaci je silngjsi, nez je soucet ucinki pii jejich samostatném pouziti. Tohoto jevu lze
prakticky vyuzivat ve farmaceutickém priimyslu pro zvyseni u€inku antibiotik nebo pro zvyseni

ucnki jinych antimikrobialnich latek v raznych odvétvich prumyslu.
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2 Cil prace

Cilem literarni reSerSe je uvést Ctenafe do problematiky bakterii, jejich struktury a
charakterizovat n¢kolik jejich roda . Dale charakterizovat bakterialni biofilm, mechanismy jeho
resistence K antimikrobialnim latkam a zpuasoby kultivace in vitro. Bude zde popsana také
desinfekce pomoci riznych prostiedki a rostlinné silice jako antimikrobidlni latky.

Hlavnim cilem experimentalni ¢asti prace je stanovit antibakterialni aktivitu silice
Cannabis sativa (essential oil; EQO) proti planktonickym a biofilmovym formam
Staphylococcus aureus. Antimikrobialni aktivita bude stanovena jako minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) a minimalni koncentrace inhibujici tvorbu biofilmu (BIC). Dil¢im cilem je
stanoveni ucinku silice Cannabis sativa v kombinaci s penicilinem (PEN) a desinfekénim
prosttedkem Meridasan Profi (MER) a posoudit, zda vykazuji efekt synergicky, aditivni,
indiferentni nebo antagonisticky.

Hypotéza: Jelikoz u fady rostlinnych latek byly synergické ucinky prokdzany, da se
ptedpokladat, Ze screeningem vhodné vybranych latek se podaii najit nové synergicky plisobici

kombinace.
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3 Literarni resSerse

3.1 Bakterie

3.1.1 Prokaryoticka bunka
Bakterialni buiiky se oznacuji jako buriky prokaryotické. Od bunek eukaryotickych, ke

kterym patii houby, prvoci a vétsina fas, se tyto bunky odliSuji pfedevsim tim, Ze jaderny aparat
bakterii nema zvlastni membranu, které by jadro oddélovala od ostatni cytoplazmy, ptipadné
obklopovala zvlastni bunécné organely (mitochondrie, chloroplasty), které umoziuji respiraci
a fytosyntézu. Jaderny aparat bakterii, ktery je materidlnim podkladem genetickych
determinantt, je vlastn¢ jedinym dlouhym chromozomem. V souvislosti s tim se d€leni jadra
bakterii déje amitotickym zptsobem, pfiénym délenim, nikoli mitoticky. Dale se bakterialni
buiiky zfetelné odlisuji od bun€k eukaryotickych tim, Ze maji pevnou bunécnou sténu, ktera
dodava bakteriim velkou osmotickou odolnost a pevnost, podminénou hlavné piitomnosti
specifického mukopeptidu. Bakterialni buriky se odliSuji od bunék eukaryotickych téz
jednodussi strukturou bi¢ikl, které ani nejsou obklopeny cytoplazmatickou membranou na
svém povrchu (Leittgeb a Vosta, 1983).

Bunky prokaryot jsou pfiblizné tisickrat mensi nez primérna burnka eukaryotni. S tim
souvisi skute¢nost, ze v prokaryotnich bunkdch neni endomembrianovy systém. Jedinym
membranovym utvarem prokaryot byva povrchova membrana, kterd muze vytvaret rizné
vchlipeniny jako je napf. mesozom, klubickovity utvar, podilejici se na energetickém
metabolismu a na replikaci DNA nebo rtizné vchlipeniny piip. vacky s fotosyntetickou funkci.
V prokaryotnich buiikach nejsou ani mitochondrie a plastidy. DNA je soustfedéna v nukleotidu,
bakterialnim chromosomu. Prokaryotické buiiky neobsahuji nukleoproteidy typu chromatinu,
jedna se zde o holou cirkularni dvojvlaknovou DNA. Kromé nukleoidu existuji v bakterialnich
bunikdch plasmidy, malé prstence cirkularni dvojvlaknové DNA, které vSak maji oproti
bakteridlnimu chromosomu jiné sloZeni. Prokaryotni buiiky dale obsahuji kromé¢ zakladni
cytoplasmy ,malé* ribosomy (70S; S = Svedbergova jednotka, je mirou velikosti

makromolekuly, urcujici sedimentaci v ultracentrifuze) nebo rizné inkluze (Benes, 1992).
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3.1.2 Struktura bakterialni bunky

3.1.2.1 Jadro

Jadro prokaryotickych bun¢k neni od cytoplasmy oddéleno membréanou. Je ulozeno
ptimo v cytoplazmé a sklada se jen z jedné velké molekuly DNA, ktera v prokaryotické buiice
plni funkci chromozomu. To znamena, ze obsahuje geny, které pii déleni prokaryotické bunky
piechazeji v nezménéné formée do dcetinych bunék, jejichz vlastnosti a znaky urcuji.

DNA v prokaryotické bunice pifedstavuje soucasn¢ jadro i chromozom. Tento
chromozom je zamotany do klubka, kter¢ lze riznymi fyzikalnimi zdsahy postupné€ rozmotavat.
Jelikoz nema volné konce, 1ze ho rozmotat do tvaru podobajicimu se kruznici. Z toho divodu
se také tvrdi, Ze chromozom prokaryotické bunky je kruznicovy. Prokaryota maji tedy
chromozom kruznicovy, ktery je tvofen DNA. Proto se chromosom (jadro) prokaryotické

buiiky schematicky znazornuje jako kruznice. (Rosypal 1994)

3.1.2.2 Plasmidy

Bakterie mohou mit jest¢ dalsi genetickou informaci, ulozenou v plasmidech —
cytoplasmatickych organelach. Plasmidy obsahuji malé kruhovité molekuly DNA, které se
replikuji nezavisle na bakteridlnim chromosomu. Plasmidy nesou variabilni genetické
informace. Variabilni informace jsou napiiklad pro vznik rezistence k antibiotikim. Vznik
rezistence nemusi byt vyvolan mutaci, mize vzniknout i1 pozitivni selekci predisponované
resistentni varianty genetického materidlu plasmidu. A pak napfiklad u rezistentnich bakterii na
penicilin se penicilin nemtize vazat k jejich bunétné sténé nebo streptomycin nemiize pusobit
na resistentni bakterie, protoze maji zménéné ribosomy apod. Mezi bakteriemi existuje pienos
resistence plasmidy - bakterie mohou ziskat geny pro resistenci od jinych bakterii bakterialni

konjugaci nebo transformaci. (Otova a Mihalova, 2012)

3.1.2.3 Bunécna sténa, gramovo barveni

Bunééna sténa dodava bakterialni bunice mechanickou a osmotickou pevnost a
strukturou bun¢k prokaryotd. Prokaryotické organismy maji pevnou sténu, ktera obsahuje
peptidoglykan. Slozkami peptidoglykanu jsou N-acetylglukosamin a Kkyselina N-
acetylmuramova, spojené vazbou beta-1-4 (Leittgeb a Vosta, 1983).

Dalsi slozky buné¢né stény jsou rozdilné u gramnegativnich a grampozitivnich bakterii.

Jako grampozitivni se oznacuji ty bakterie, jejichz usmrcené buiikky po obarveni Gramovym
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barvicim roztokem a motfeni jodovym roztokem neztraceji toto barvivo plisobenim
rozpoustédel (tj. acetonu nebo ethanolu). U gramnegativnich bakterii je toto barvivo z
obarvenych bunék uvedenymi rozpoustédly vyplavovano, takze se bunky odbarvi. Gramova
barveni se pouziva pti urCovani roda bakterii, tj. pfi diagnostice bakerii. Grampozitivni bakterie
maji fadu spolecnych fyziologickych vlastnosti, odliSujicich je od gramnegativnich bakterii
(napt. citlivost k né€kterym antibiotikiim, aniontovym povrchové aktivnim latkdm a jedovatym
barviviim). Bylo zjisténo, ze vSechny tyto vlastnosti jsou odrazem rozdili slozeni bunéénych
stén grampozitivnich a gramnegativnich bakterii (Wassenaar, 2012).

Hlavni slozkou bunééné stény grampozitivnich bakterii je silné peptidoglykanova vrstva
vyplnéna teichoovou kyselinou. Stény gramnegativnich bakterii teichoovou kyselinu
neobsahuji, coz je pfi¢inou vyplavovani komplexu Gramova barviva z builkky plsobenim
acetonu nebo etanolu. Na peptidoglykan jsou také vazany rtizné polysacharidy. Slozeni téchto
polysacharidii je specifické pro jednotlivé skupiny bakterii a je zodpovédné za imunochemické
reakce, tj. za specifické antigenni vlastnosti jednotlivych skupin bakterii. Sténa
gramnegativnich bakterii se sklada z tenké vrstvy peptidoglykanti bez teichoové kyseliny a z
tzv. vnéj$i membrany, kterd obsahuje fosfolipidy, strukturni i enzymové proteiny, lipoproteiny
a lipopolysacharidy. Mezi vng&j$i membanou a peptidoglykanovou vrstvou je tzv.
periplazmaticky prostor. Obsah lipidi ve sténé gramnegativnich bakterii je pti¢inou jejich
zvySené odolnosti k aniontovym povrchové aktivnim latkam, jako jsou mydla nebo zlucové
kyseliny apod. Tato odolnost ke zluCovym kyselinam umozZiuje vysoky vyskyt
gramnegativnich bakterii ve stfevnim traktu savcll. V praxi se této odolnosti vyuziva pfi
ptipravé selektivnich zivnych piid pro stanoveni stievnich bakterii v potravinach nebo ve vodé.
Sténové lipopolysacharidy patogent (napi. Salmonela spp.) funguji jako endotoxiny, nebot’ v

téle zivodichti vyvolavaji charakteristické pfiznaky onemocnéni (Silhankova, 2002).

3.1.2.4 Cytoplasma

Cytoplasma vyplituje cely vnitini prostor bakteridlni buiky. Je to vlastné znacné
koncentrovany roztok nejriznéjSich molekul. Charakteristickou vlastnosti cytoplasmy je
schopnost piechazet ze solu v gel a obracené. Jsou zde zastoupeny aminokyseliny, vitaminy,
nukleové kyseliny, bilkoviny, meziprodukty metabolismu buiky, soli organickych 1
anorganickych kyselin atd. Nachdzeji se zde také enzymy nutné pro metabolické drahy (s

vyjimkou téch, které jsou vazany na bunécné struktury) (Némec a Hordkova, 1993).
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3.1.25 Cytoplasmaticka membrana

Zakladni funkci cytoplazmatické membrany je transport. Kazdd bunka piijima z
prostfedi potfebné rozpusténé latky, vyskytujici se obvykle v malych koncentracich. O to, aby
se dostaly v potiebné mife do nitra buriky se staraji enzymy vazané v membrané. Plazmaticka
membrana se také ucastni syntézy bilkovin a ma dulezitou ulohu pfi déléni bakterialni bunky.
Je nezbytna pro Zivot Dbakterie, jeji poruSeni znamena odumieni bakterie.
Elektronmikroskopické snimky ultratenkych fezti bakterii vykazuji trojvrstevnou strukturu
silnou 8-10nm (Leittgeb a Vosta, 1988)

Derivaty cytoplazmatické membrany jsou mesozomy a chromatofory. Mesozomy
vznikaji vchlipenim cytoplazmatické membrany. Obvyklym tvarem je méchyiek, ktery byva
rozdélen do fady trubi¢kovitych utvard nebo vackt. Mesozom je v buiice vétsinou jeden nebo
dva a nachazi se nejCastéji u tvorici se pficné prepazky a je v kontaktu s nukleoidem.
Chromatofory maji rovnéz méchyikovity tvar a jsou rozdéleny na segmenty. Jsou zde obsazeny
pigmenty absorbujici svételné zareni — bakteriochlorofyl a karotenoidy. Maji tedy vztah k
fotosyntéze a vyskytuji se u nékterych fototrotnich bakterii.

Na vnéjsi stran€ cytoplazmatické membrany jsou periplazmatické bilkoviny. Jde o
nékteré hydrolytické enzymy, protedzy a nukledzy. U grampozitivnich bakterii jsou tyto
bilkoviny hromadény v periplazmatickych vaccich, zatimco u gramnegativnich jsou jednotlivé

molekuly samostatné (Némec a Horakova, 1993)

3.1.2.6 Ribozomy

Ribozomy jsou bunééné organely, které vykonavaji funkci tovarny na proteiny. Pomoci
translace jsou schopny pielozit genetickou informaci ulozenou v RNA (MRNA). Pokud nejsou
ribozomy zapojeny do proteosyntézy, v prokaryotické burce jsou vzdy volné v cytoplazmé, u
eukaryot mohou byt volné v cytosolu nebo napojené¢ na ER (drsné ER). Napftiklad bakterie
Escherichia coli ma jeden ribozom (sedimentujici pii 70S) a sklada se ze dvou jednotek, mensi
podjednotka (30S) a vétsi podjednotka (50S). Asociace podjednotek do kompletniho ribozomu
je umozfiovana koncentraci Mg*" iontll. Pfi nizké koncentraci téchto iontl se podjednotky
rozpoji, pii dostate¢né vysoké koncentraci mohou tvofit dimery. Pokud jsou ribozomy zapojeny
do proteosyntézy, v buiice se vyskytuji ve shlucich jako polyribozomy, drZici pohromadé
pomoci RNA. (Gupta, 2009)
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3.1.2.7 Dalsi struktury

Inkluze jsou v bakterialni bunce pfitomny v cytoplazmé jako granula, obsahujici
obvykle rezervni material. Mnozstvi téchto zasobnich latek je zavislé predev§im na metabolické
aktivité¢ prostfedi, ve kterém se bunka nachéazi. U bakterialnich bunék rozliSujeme inkluze
obalené jednovrstevnou membranou (glykogenova granula, granula Kkyseliny poly-p-
hydroxymaselné, granula siry, plynové vakuoly, karboxyzomy a chlorobiové vacky) a inkluze
bez membrany (glykogenové granula, polyfosfatova granula, krystaly a parasporalni inkluze).
Na prokaryotni buiikky se vztahuje obecné pravidlo, Ze rezervni material je hromadén v
piipadech, kdy je v prostiedi nadbytek uhliku nebo je nedostatek zdrojti dusiku ¢i jiné ziviny
(Némec a Hordkova, 1993).

Bakterialni pouzdro (kapsula) se nachazi vn¢ bakteridlni stény. Je to siln¢ hydratovana
vrstva amorfniho organického polymeru rtizné tloustky a slozeni. Kapsula ma antigenni
vlastnosti a jeji vyznam spociva predevsim v ochrané bunky pted ucinky vnéjsiho prostiedi.
Podle tloustky a konzistence hovofime o mikrokapsule, makrokapsule a slizu. Mikrokapsula
byva nékdy povazovana za soucast bunééné stény. Tloustka neptfesahuje 0,2 nm a muize se
zkladat napt. z komplexu tvofeném bilkovinou, lipidem a polysacharidem (u enterobakterii)
nebo naopak pouze proteinem (u streptokokll). Makrokapsula je vrstva o tloust'ce vétsi nez 0,2
nm. Ma rozmanité chemické slozeni, napf. polymer polysacharidového typu s cukry,
glutamylpolypeptid nebo celuléza. Sliz piedstavuje slozky pouzdra, které byly vylouceny do
vngjsiho prostiedi (Némec a Horakova, 1993).

Fimbrie (pili) jsou kratka rovna vlakna, vyskytujici se na povrchu nékterych
grampozitivnich, ale i gramnegativnich bakterii. Na jedné bunce jich byva mnoho, a pfi
pozorovani mikroskopem mohou vypadat jako ,,maly mop*. SlouZi jednak k ptisednuti (adhezi)
bakterii na povrch, ale také k sekreci proteinii z builkky nebo k horizontdlnimu genovému
prenosu DNA (Wassenaar 2012).

Biciky jsou zvlastni, proteinovou organelou, ktera umoziuje pohyb bakterii, pokud jsou
pohyblivé. Buiitka mize mit jeden nebo jich mize byt i vice. Pomoci bic¢ikli jsou bakterie
schopny se pohybovat ur¢itym smérem, nejcastéji ke zdroji zivin nebo od nezddoucich latek
(antimikrobiélnich latek), jedna se potom o pozitivni ¢i negativni chemotaxi. BéZn¢ se pohybuyji
rychlosti 1 mm/min ale mohou dosdhnout i rychlosti mnohem vy$$i, az 30 mm/min, coz
odpovida rychlosti pohybu ¢lovéka 160 km/h vzhledem k porovnani jejich velikosti (Wassenaar
2012).
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3.1.3 Vyznamné patogenni bakterie

3.1.3.1 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes je odolna patogenni bakterie, ktera je schopna se vyvijet
V chladnych a vlhkych prostiedich, které jsou vhodné pro tvorbu biofilmu. L. monocytogenes
tvofi biofilmy Cisté kultury i biofilmy slozené z vice druha bakterii, které se mohou vyskytovat
na nerezovém povrchu, plastech, polykarbonatovém povrchu a dalSich materidlnech
ptichazejicich do kontaktu s potravinami (Chmielowski a Frank, 2003).

Vyskyt téchto bakterii v potravinaiskych produktech je potencialné nebezpecny kvuli
nemoci zvané listeriéza. Listeridza je vazna infekce zptisobena konzumaci kontaminovanych
potravin L. monocytogenes. Postihuje zejména té€hotné Zzeny, novorozence a dospélé
s oslabenou imunitou (Sandasi a Leonard, 2008). Vstupni branou je sliznice spojivky a
urogenitalni trakt. L. monocytogenes pronika rychle do mozku a pohlavnich organt. Vyznamna

je kongenitalni forma infekce plodu a septicka forma (Némec a Horakova, 1993).

3.1.3.2 Pseudomonas spp.

Pseudomonas spp. jsou vsudypiitomné bakterie, zpusobujici kazeni potravin. Najdeme
je v prostiedi potravinaiského primyslu, naptiklad odpadni cesty, podlahy, povrchy které ptisly
do kontaktu s ovocem, zeleninou, masem a v nékterych mléénych produktech. Pseudomonas
spp. produkuji velké mnozstvi EPS (,,extracellular polymeric substance*) a dokéazi pfilnout a
tvofit biofilm na nerezovém povrchu. Casto koexistuji s Listeria, Salmonella nebo jinymi
patogeny (Chmielowsky a Frank, 2003). EPS jsou extracelularni polymerni latky, které jsou
dalezité pro strukturu a funkci biofilmu. EPS jsou zapojeny v buné€nych koloniich, vyzivé
bakterii a interakcich mezi bakteriemi a jejich bio-fyzikochemikalnim prosttedim. Maji také
vliv na makroprostiedi (Staudt et al. 2004).

Jednim z nejvyznaméjSich druhd je Pseudomonas aeruginosa. Je to gramnegativni
bakterie patfici do skupiny fluorescen¢nich pseudomondd. Jako potencidlni patogen vyvolava
fadu onemocnéni a je nejcastéji izolovanym druhem z klinickych materialti. Vé&tsina kment
vylu€uje vysoce toxicky toxin A, ktery mlZze zamotovat napiiklad nemocni¢ni prostiedi.
Pseudomonas aeruginosa je vysoce rezistentni k antibiotikim a je peclivé sledovana

v 1ékaftstvi, hygienické a potravinaiské mikrobiologii (Sladkova a Hlavacova, 2011).
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3.1.3.3 Bacillus spp.

Bacillus spp. je velmi rozsifeny rod grampozitivnich, ty¢inkovitych, pohyblivych
bakterii. Rada druhii se vyuziva diky bohatému enzymovému vybaveni a produkci antibiotik
ve farmaceutickém primyslu, v potravinaiském prumyslu, ale i v boji proti $kodlivému hmyzu.
Pfislusnici tohoto rodu jsou povazovani za méné patogenni. Diky svym sporam ¢asto Bacillus
kontaminuje klinicky material a je obtizné spravné vyhodnotit klinicky vyznam jejich
pritomnosti (Sladkova a Hlavacova, 2011). Bacillus spp. se vyskytuje v mlékarskych zavodech.
Pieziva i tepelné zpracovani a akumuluje se v trubkach a ve spojich. Pii priitoku teplé vody po
povrchu déle jak 16h, muze Bacillus i s dal§imi termoresistentnimi bakteriemi vytvofit biofilm
(Chmielowsky a Frank, 2003).

V poslednich letech se jeden z druhd tohoto rodu - Bacillus subtilis stal modelovym
organismem pro studium biofilmd. Bylo prokazano, ze divoké druhy Bacillus subtilis tvoti

masivné&jsi biofilmy nez domestikované kultury izolované v laboratoiich (Masaaki et al., 2006).

3.1.3.4 Salmonella spp.

Rod Salmonella obsahuje podle nejnovéjsich taxonomickych studii pouze 4 druhy, které
jsou vSechny patogenni. S. typhi zptsobuje velmi vazné a Casto i smrtelné stievni onemocnéni
lidi — bfisni tyfus, ktery se projevuje silnymi bolestmi bficha, malatnosti a vysokymi teplotami
spojenymi s blouznénim. Infekce se do zazivaciho traktu dostavad potravinami nebo pitnou
vodou. S. typhimurium, v ptirodé velmi hojna, je patogenni pro ¢lovéka a pro hlodavce. S.
enteritidis se vyskytuje Casto v trusu ptaka (kachny, holubi), odkud se mize dostat do potravin.
Zpusobuje onemocnéni s kratkou inkubacni dobou (6-20h), priymy a zvraceni. Tento typ
onemocnéni se oznacuje jako salmoneldza. Salmonelozu vyvolava také S. choleraesuis.
(Silhankova, 2008)

Salmonella spp. mtize byt izolovana v prostiedi zpracovani driibeze, zejména v mistech
porazky a oddélovani organti. Toto prostiedi je velice vlhké, a tim padem idealni pro tvorbu
biofilmu. Bylo zaznamenano, ze se vyskytuje v potravinaiskych zavodech na plastovych,

cementovych i nerezovych povrsich. (Chmielowsky a Frank, 2003).

3.1.3.5 Escherichia coli

E. coli je nejbéznéjsi aerobni, gramnegativni bakterie v travicim traktu cloveka a
teplokrevnych zvifat, a vyskytuje se tedy i ve vykalech. Jeji pfitomnost ve vodach nebo
potravinach je proto ukazatelem, ze zde doslo ke znecisténi fekaliemi. Pravidelné se vyskytuje

V potravinatrskych surovinach, které byly nutné v kontaktu s hnojenou pidou. Nékteré kmeny
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zpusobuji prijmova stfevni onemocnéni a onemocnéni mocovych cest. Pitomnost E. coli ve
vodé nebo v potraving ukazuje, ze stejnym zpisobem se do tohoto prostfedi mohou dostat i
patogenni stfevni bakterie (tj. pislusnici rodu Salmonella nebo Shigella) (Silhankova, 2008).
E. coli slouzi jako dulezity modelovy organismus. Byla na ni prokazana konjugace a
replikace DNA. Produkuje koliciny, které jsou pro nekteré jiné bakterie toxické a pfimo se
podili na tvorb¢ vitaminu K. Je to ovSem podminéné patogenni mikrob, jenz mtize zptisobovat

i chorobné stavy (Sladkovéa a Hlavacova, 2011).

3.1.3.6 Staphylococcus spp.

Staphylococcus spp. je rod patogennich, grampozitivnich bakterii ¢lovéka a dalSich
savcll. Rozd€lujeme je na koaguldza-pozitivni, které zahrnuji nejvice pathogenni zastupce S.
aureus a koagulaza-negativni, kde je dalsich 30 druhti (Rohilla, 2010). Bakterie S. aureus jsou
fakultativné anaerobni, ale nejlépe rostou za aerobnich podminek pfi teplotach mezi 35-40°C.
K inaktivaci bun¢k S. aureus dochazi pii teplotaich 54-60°C, ale jejich enterotoxiny jsou
inaktivovany pfi teplotach az 120°C za 26-30 min. Tyto toxiny jsou také rezistentni vuci
proteolytickym enzymum jako jsou pepsin, trypsin, chemotrypsin atd. (Steinka a Kukulowicz,
2011).

S. aureus zpusobuje infekce ktize, podkozi a ptilehlych struktur, infekce kosti a kloubt,
infekce dychacich cest. U zvitfat zplisobuje zdvazny zanét mlécné Zlazy (Némec a Hordkova,
1993). Infekce téchto bakterii jsou komplikovanéjsi vzhledem K jejich schopnosti vytvaret
biofilm, coz zplsobuje snizenou permeabilitu antimikrobialnich latek (Hendry et al. 2009).
Kultury S. aureus, vyskytujici se v nemocni¢nim prostiedi, jsou vétSinou rezistentni na mnoho
antibiotik. Termin MRSA odkazuje na resistenci vii¢i methicilinu, pficemz vétSina MRSA je
dokonce multiresistentni. S. aureus vytvari také rezistenci vici antiseptikiim a desinfektantim,

jako jsou naptiklad ¢tyfmocné amoniové slou¢eniny. (Rohilla, 2010).
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3.2 Biofilm
3.2.1 Bakterialni biofilm

Biofilm je uskupeni bakterii vytvaiejicich piisedlé kolonie, které jsou primarné tvofeny
bakteriemi a jejich polymernimi produkty. Ty vytvareji zakladni matrici, do niz se postupné
zachytavaji rizné latky nebo dal$i mikroorganismy. Existence v biofilmu je pro bakterie
z mnoha divodi vyhodngjsi a ve vétSiné prostiedi je také zakladnim zptisobem jejich
ptirozeného vyskytu (Rulik et al., 2011). Moderni studie fikaji, ze 95-99% mikroorganismi se
vyskytuje ve formé biofilmu (Nikolaev a Plakunov, 2006). Kromé piirodniho prostiedi se
biofilmy vyskytuji ale i v mnoha humannich prostiedich, kde zplisobuji ¢etné problémy, nebot’
znecist'uji povrchy, na nichz se tvofi, pfipadné je poskozuji korozi a rovnéz mohou byt zdrojem
nékterych patogennich infekci. Studium mikrobidlnich biofilmi zaznamenalo v poslednich 15-
20 letech obrovsky pokrok a tvorba biofilmt byla zaznamenana prakticky ve vSech oblastech
lidské ¢innosti (Rulik et al., 2011).

Biofilmy v potravinaiském priamyslu zvysuji riziko mikrobialni kontaminace produkti,
coz je dano tim, Ze obsahuji rizné patogenni bakterie. Bakterie v biofilmu jsou ochranény pred
sanita¢nimi prostiedky, coz jim umoziuje snadnéjsi pieziti, a tim padem snadné;si kontaminaci
potravin (Chmielewski a Frank, 2003).

Biofilmové formace, struktura a funkce jsou ovlivnény mnoha faktory, které znazornuje
Obrazek 1. Jsou to parametry povrchu, mikrobiologické faktory a faktory prostiedi spojené

s konkrétnim mistem vyskytu v riznych odvétvich pramyslu (Whitehead a Verran, 2015).
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Obrazek 1: Faktory ovliviiujici formaci, strukturu a funkci biofilmu v daném priimyslovém

prostiedi. Zdroj: Whitehead a Verran (2015)
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3.2.1.1 Struktura biofilmu

Bakterialni biofilm je tvofen z cca 15% Zivych bunék a z cca 85% biofilmovym matrix.
Prisedlé¢ bunky biofilma tvoii mikrokolonie, které jsou protkany vodnimi kanalky, jenz
umoznuji efektivni cirkulaci zivin, metabolitl a mezibunéénou metabolickou spolupraci
(Donlan a Costerton, 2002). Matrix je extracelularni hmota produkovana bakteriemi v biofilmu,
které jsou v ném zanofeny. Sklada se ze shluki rliznych biopolymert, které jsou znamy jako
extracelularni polymerni substance (EPS). EPS tvofi zdklad pro trojrozmérnou strukturu
biofilmu a jsou zodpovédné za ptilnuti k povrchu a soudrznost biofilmu. Biofilm imobilizovany
EPS drzi bunky blizko u sebe, coz umoznuje silné interakce, jako je mezibuné¢éna komunikace
v biofilmu nebo synergické, symbiotické vztahy mezi mikrokoloniemi. Matrix ochrafiuje
organismy pied vysychdnim, oxidovanim, biocidy, n€kterymi antibiotiky a kovovymi ionty,
UV zéfenim, prvoky a hostitelskym imunitnim systémem (Flemming a Wingender, 2010).

Mikrokolonie tvotici biofilm mohou byt slozeny z jednoho nebo vice druhii bakterii,
coz zavisi na podminkéch prostiedi, ve kterém Zziji. Strukturu biofilmu muize ovlivnit typ
povrchu, rozhrani, dostupnost zivin, sloZzeni mikrobialni komunity a hydrodynamika (Davey a
O’toole, 2000).

Z riznych pozorovani a méfeni, pfedevsim za pouziti konfokalniho mikroskopu, byl
vytvoren trojrozmérny model architektury biofilmu (Obrazek 2). Bakterie jsou v ném rozlozeny
nerovnomérng, rostou v tzv. mikrokoloniich, shlucich kuzelovitého nebo houbovitého tvaru

(Rulik et al., 2011).

Obrazek 2: Schematickd predstava biofilmu tvofeného shluky mikrokolonii houbovitého
tvaru, spojenymi navzajem kanalky a pory

Zdroj: Rulik et al., 2011
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3.2.1.2 Vznik a vyvoj biofilmu

Pocatek tvorby biofilmu nastava ptisednutim bakterii (adhezi) na povrch, poté nasleduje
tvorba mikrokolonii a EPS a nakonec dozravani (maturace) biofilmu. Piechod planktonni
bakterie na biofilm je spustény signaly z prostiedi (Chmielewski a Frank, 2003). Adhezi bunék
predchazi tzv. conditioning, cozZ je transport organickych molekul media na povrch nosice.
Vlastni adheze je pomérn¢ slozity proces, ktery je vSak z hlediska vzniku biofilmu klicovym
krokem a probihd ve dvou fazich, reverzibilni adsorpce a permanentni zachyceni. Bakterie
pouzivaji k adhezi specifické, povrchové aktivni molekuly, zvané adheziny, coZ mohou byt
bilkoviny, glykopeptidy nebo polysacharidy (Rulik et al.., 2011). Proces tvorby biofilmu zavisi
na mnoha faktorech. Idealnim prostfedim pro vznik a vyvoj biofilmu je rozhrani mezi pevnym
povrchem a kapalinou. Pokud je povrch drsnéjsi a hydrofobni, popt. obsahuje pory, bakterie na
n¢j snadnéji adheruji nez na povrch hladky a hydrofilni, bez pért. Dalsim faktorem je zivné
medium obklopujici dany povrch, jeho hydrodynamické vlastnosti, teplota, pH a dostupnost
zivin. Také povrch buiiky, pritomnost fimbrii a bi¢ikt, produkce EPS, proteint a polysacharida
ovliviiuji schopnost bunék ptisednout k povrchu (Donlan, 2002).

Po adhezi na vhodny substrat se buiky zacnou délit a akumulovat a produkuji ,,primarni
biofilm*“, na ktery se mohou pfichycovat dalsi burky, ,,sekundarni biofilm“. Kolonizaéni
chovani bakterii ma rtizné strategie. Strategie ,,matka-dcera® se vyznacuje adhezi mateiskych
bunék na povrch a produkci dcefinych bunék. Strategie ,,mikrokolonii“ funguje na principu
déleni a pfisedani bunék jedna k druhé, ¢imZ se vytvafi jednovrstevné mikrokolonie. Dalsi
strategie jsou zaloZeny na migraci buné€k, vyvoji vlaknitého biofilmu nebo netiplném ptichyceni
bunék k povrchu (Rulik et al., 2011).

Nasledujici fazi je maturace (zrani) biofilmu. Hromadéni, rist bakterii a vytvaieni
mikrokolonii vede k produkci EPS a vytvofeni rezistence k antibiotikiim, biofilm si tak vytvati
odolnéjsi prostfedi, a piisobi tak velké problémy. Bakteridlni biofilm mlZe vyvinout také
resistenci k UV zafeni, schopnost biodegradace a produkci sekundarnich metabolitt (Rulik et
al., 2011). Zraly biofilm se mize skladat z jedné vrstvy bunék, nebo je vicevrstevny, slozeny
z mikrokolonii, které drzi v EPS a jsou protkané vodnimy kanalky (Chmielewski a Frank,
2003).
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Faze vyvoje biofilmu jsou zobrazeny na obrazku 3.

Tvorba organického filmu Pfisednuti bakteri

Uvolnovani bunék

Rust biofilmu z biofilmu

Obrazek 3: Faze vyvoje biofilmu zleva doprava a dola

Zdroj: Rulik et al., 2011

3.2.1.3 Quorum sensing (QS)

QS je proces mezibunééné komunikace bakterii, ktery zahrnuje syntézu, uvolnéni a
detekci signalnich molekul (tzv.,,autoinducers®) dalsimi buitkami (Weerasekara et al., 2016).
Produkce signalnich latek stoupa se zvySujicim se poctem mikroorganismt v biofilmu a tyto
latky se dale hromadi v bunikéch 1 jejich okoli. Signélni latky fidi déleni buné€k, a tim hustotu
populace a tvorbu hlenové polysacharidové matrice. V prvni fazi bakterie produkuji zminéné
signalni molekuly, které vznikaji uvnitf bun¢k a jsou transportovany do vnéjsiho prostiedi, nebo
jsou na povrchu bunky a aktivuji se az ptisobenim ptislusného enzymu. Ve druh¢ fazi se signalni
molekuly kumuluji v zevnim prostfedi okolo bakteridlnich bun¢k. Ke tfeti fazi dochazi az pii
piekro€eni prahové koncentrace signalni molekuly. Signdlni molekula se nasledné navaze na
receptor buriky na povrchu a poté se aktivuje intracelularni regulatorovy protein, ktery spusti
fosforyla¢ni kaskadu vedouci k expresi mnoha genti (Rulik et al.,2011). Bakterie v biofilmu
pouzivaji QS pro optimalizaci jejich virulence a schopnosti pieziti (Whitehead a Verran, 2015).
QS pfedstavuje vyznamny mechanismus regulace gena spojenych s virulenci. U mnoha G+ i

G- bakterii miize absence jedné ¢i n€kolika slozek QS systému zplisobit vyznamnou redukci
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virulence (Rulik et al.,2011). U P. aeruginosa je gen algC transkribovan az po adhezi na povrch
a zastavuje syntézu biciku, ale zaroven syntetizuje alginat, coz je u P. aeruginosa hlavni slozka
EPS. Produkce acylhomoserin laktoni (AHL) a dalSich QS molekul reguluji typickou

biofilmovou formaci a specifickou virulenci P. aeruginosa (Chmielewski a Frank, 2003).

3.2.1.4 Quorum quenching

Pro ziskani konkuren¢ni vyhody nékteré bakterie vyvinuly ,,zhaseci® enzymy
(quenching enzymes) a inhibitory QS vedouci ke zneSkodnéni celého QS systému jinych
bakterii (Rulik et al., 2011). Tento proces, narusujici QS signalizaci je znamy jako quorum
quenching (QQ) (Banerjee a Ray, 2016). Ptikladem téchto enzymi jsou degradujici AHL
laktonazy a AHL acylazy, které od sebe separuji laktonovy kruh a postranni acylovy fetézec
(Rulik et al., 2011). Inhibitory QS mohou byt molekuly s podobnou strukturou jako signalni
molekuly QS. Bylo zjisténo, ze nékolik typti QQ molekul je rostlinného ptivodu, naptiklad
2(5H)-furanon, produkovany Cervenou fasou Delisea Purchreta mtize inhibovat proteiny u
bakterie Aeromonas hydrophila nebo taxifolin, produkovany dievinou Combretum albiflorum,
inhibujici syntézu pyocianinu a elastazy u P. aeruginosa. Z rostlinnych latek inhibujici QS jsou
jako nejvice efektivni povazovany flavonoidy, naptiklad kaempferol, naringerin, quercetin a

apigerin (Banerjee a Ray, 2016).

3.2.2 Rezistence biofilmu viici antimikrobidlnim latkam

Mikrobialni buniky Zijici ve formé& biofilmu jsou mnohondsobné rezistentnéjsi
k biocidim nez planktonické formy stejného kmene. Mnohé studie in vitro dokazaly, ze
ucinnost biocidl je u biofilmovych bunék oproti planktonickym nizsi o jeden az Ctyfi rady.
Naptiklad u E. coli je potieba vice nez pétsetinasobna davka ampicilinu pro snizeni mnozstvi
bun¢k o 3 fady. U S. aureus je pro stejny efekt potieba desetinasobek vankomycinu. Pti 1é¢bé
infekce antimikrobidlnimi latkami se sice dafi eliminovat vétSinu planktonickych a cast
biofilmovych bunék, mensi ¢ast bunék vSak pietrva 1 vysoké koncetrace antimikrobiédlnich latek
a pozdéji se muze zacit ope€t mnozit. Vznik biofilmové rezistence neni dosud zcela objasnén,
v nedavnych studiich vSak byla pouzita fada modelovych systémd, aby se zjistilo, jak a pro¢

jsou biofilmy tak rezistentni (Rulik et al., 2011).
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3.2.2.1 Prunik latek do biofilmové vrstvy

Jednim z mechanizmu biofilmové rezistence je zpomaleni, omezeni nebo znemoznéni
priniku antimikrobialnich latek do biofilmové vrstvy. Biofilm vytvaii penetracni bariéru, ktera
funguje jako Castecné nepropustné sito nebo jako donor volnych vazebnych mist. Zpomaleni
difuze snizuje koncentraci antimikrobialnich latek uvniti vrstvy, coz ma za nasledek snazsi
neutralizaci nebo snizeni jejich vlivu pomoci degradujicich enzymt (Rulik et al., 2011).
Naptiklad penetrace ciprofloxacinu proti P. aeruginosa v planktonni formé trva 40s a ve formé
biofilmu 21min (Donlan a Costerton, 2002).

Znacny vliv na prunik antimikrobialich latek do biofilmu ma EPS matrix, které funguje
jako donor volnych vazebnych mist, ¢imz zabranuje difuzi téchto latek z okolniho prostiedi.
Tento jev zavisi jak na povaze antimikrobidlnich latek, tak na povaze EPS matrix. Nejsilngjsiho
efektu dosahuji hydrofilni a pozitivné nabita antibiotika jako jsou napiiklad aminoglykosidy
(Davey a O’Toole, 2000). Jako vyméniky ionti funguji relativné silné hydratované
polyanionické gelové polysacharidy a glykoproteiny EPS matrix, které adsorbuji kationty
antimikrobialnich latek, dokud nejsou vSechna jejich vazebna mista nasycena. Vazba na slozky
biofilmu se miize projevovat bud reakci latky s konkrétni slozkou biofilmu (chemické
interakce), nebo vazbou na konkrétni slozku biofilmu (fyzikalni interakce). Projevuji se zde
napt. vazby vodikovymi mustky, Van der Waalsovy sily, vazby dip6lové apod. (Rulik et
al.,2011).

3.2.2.2 Fenotypové zmény

Od ptisednuti na povrch az po vyvoj trojrozmérné struktury biofilm podléha
fyziologickym zménam bunék, které vedou ke zvyseni rezistence K biocidiim. Tyto fenotypové
zmeény jsou disledkem exprese specifickych genti, které byly spustény jako odpovéd na
podminky mikroprostiedi, ve kterém se vyskytuji (Bridier et al., 2011).

Hladina zvySeni rezistence je zpozorovatelnd okamzité po pfisednuti na povrch, jesté
pfed pocatkem tvorby biofilmu. Bylo prokazano, Ze ihned po pfisednuti se Vv n&kterych
ptipadech rezistence zvysila 3-5Snasobné. Se stafim biofilmu se rezistence dale zvySuje, coz
miuize byt zprosttedkovano akumulaci HSL-like signalnich molekul (Rulik et al., 2011).

Fenotyp rezistence muze byt spojen také s produkci MDR pump (multidrug efflux
pumps). Ty mohou vyloucit z buniky i chemicky nepfibuzné antimikrobidlni latky (Nikolaev a
Plakunov, 2006). Napiiklad u P. aeruginosa jsou dosud znamé tii druhy MDR pump a u dal$ich

nékolika systémii, kddovanych v genomu P. aeruginosa se funkce MDR pump piedpoklada. U
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jedné z téchto pump byly pii nizkych koncentracich ofloxacinu biofilmy bez MDR pumpy
citlivéjsi k tomuto antibiotiku a naopak (Rulik et al., 2011).

Dalsim piikladem vytvofeni rezistence je pii pouziti podprahové koncentrace
antimikrobialni latky. Pfi této koncentraci se bakterie dokdze adaptovat na danou latku, zacne
syntetizovat specifické proteiny a stava se odolnéjsi vuci této latce. Také pti adhezi bun¢k na
povrch podprahova koncentrace antimikrobilni latky stimuluje tvorbu biofilmu. Naptiklad pfi
adhezi Bacillus subtilis bylo zjisténo, ze transkripce vétSiny genl zodpovédnych za tvorbu
biofilmu byla zesilena v pfitomnosti chlordioxidu, ktery aktivoval membranové kinazy KinC

(Bridier et al., 2011).

3.2.2.3 Prenos geni

Horizontdlni genovy pfenos je dulezity pro vyvoj a genetickou rozmanitost
mikroorganismu. Pfitomnost plazmida u bakterii a pfenos genti konjugaci je jeden z nejvice
prostudovanych mechanisma Sifeni genetické informace. U biofilmi tento pienos nastava
uvniti populace nebo mezi riznymi populacemi (Davey a O toole, 2000). Piedanim specifické
sekvence DNA si bakterie vyménuji specifické znaky jako jsou metabolicka aktivita, virulence
a rezistence k antimikrobidlnim latkam. Biofilm vytvafi optimalni podminky pro pienos
genetické informace vzhledem k hustoté¢ bunck, pfitomnosti EPS a nutricnim podminkam
uvnitt biofilmu. Podminky v biofilmu také zvySuji pravdépodobnost genovych mutaci. V jedné
kultufe biofilmu se mize vyskytovat vice genetickych variant s charakteristickymi znaky, coz
muze vést k vyskytu vice rezistentnich subpopulaci, které¢ podpoii vitalitu celého biofilmu

(Bridier et al., 2011).

3.2.2.4 Rychlost riistu biofilmu

Bylo prokazano, ze rychleji rostouci buriky jsou citlivejsi k antimikrobialnim latkam,
nez bunky rostouci pomalu. JelikoZ buiiky v biofilmu rostou znaéné pomaleji, nez bunky
Vv planktonni formé, povazuje se pomaly rust jako jeden z faktorti zvysujici rezistenci biofilmu
k antimikrobialnim latkam (Nikolaev a Plakunov, 2006). Napiiklad pomaleji rostouci
Escherichia coli (v biofilmu) vykazovala vétsi rezistenci k cetrimidu. U S. epidermidis byla
prokazana pfima umeérnost mezi rychlosti riistu a nachylnosti bunek k ciprofloxacinu (Donlan
a Costerton, 2002).
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3.2.25 Perzistence

Jednou ze specifickych adaptaci bun¢k, ktera také ptispiva k rezistenci biofilmi a
objevuje se u mal¢ ¢asti populace je vytvoreni vysoce odolného stavu, ktery vykazuje zna¢nou
resistenci. Buiikam schopnych vytvoreni tohoto stavu fikame perzistofi. Tyto bunky jsou
fenotypickymi variantami, nikoliv geneti¢ti mutanti a vyskytuji se jak v biofilmu, tak u
planktonickych bakteridlnich bun€k. AvsSak v biofilmu se vzhledem ke specifickym
podminkam vyskytuji perzistofi s vétsi frekvenci a vice tim piispivaji k rezistenci biofilmu
(Bridier et al., 2011). V perzistentnich bunkach jsou exprimovany specifické geny (konkrétné
hipA), které jsou schopny blokovat antibiotika. U téchto bungk je limitovan jejich rast (jsou
prevedeny do klidového stadia) a namisto toho ziskaji rezistenci na podané antibiotikum. Pokud
na biofilm pusobi stresové podminky, mohou si bunky vybrat ze dvou strategii. Pokracovat
Vrustu 1 srizikem vyhynuti, nebo potlacit rist a ptejit do klidového stavu. (Nikolaev a

Plakunov, 2007).

MozZnosti ovlivnéni biofilmové rezistence vnéjSimi vlivy

Rezistence biofilmil zpisobuje velké problémy ve zdravotnictvi, ale i jinych odvétvich
lidského prostiedi. Koncentrace antibiotik, které jsou schopné eradikovat biofilm, jsou o
nékolik fadt vys$s§i neZ minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), proto jsou prakticky
nevyuzitelné. Pro snazsi boj s biofilmy byly testovany riizné strategie (Rulik et al., 2011).

Jednou z nich je inhibice systému QS. Biofilmy vytvofené mutantem P. aeruginosa,
ktery nema schopnost produkovat signaly QS, jsou slabsi s blize umisténymi bunikami, maji
méné viditelné extracelularni matrice a jsou citlivéjsi ke kanamycinu nez biofilmy vytvofené
pivodnim kmenem. Mezi latky, inhibujici QS patii napt. furanony nebo RNAIII-inhibujici
peptid, ktery navic pisobi synergicky s konven¢nimi antimikrobialnimi latkami. Furanony jsou
antagonisty HSL a HSL-like signalnich molekul, které zacinaji bakterie produkovat téméf
okam?zité po adhezi na pevny povrch. Pomoci furanonti bychom tedy mohli plsobit jiz v tomto
raném stadiu vzniku biofilmu (Rulik et al., 2011).

Dal$imi strategiemi jsou vyuziti bioakustického, bioelektrického a bioradiaéniho efektu.
Aplikace ultrazvuku v hladinach bez inhibi¢ni ¢i baktericidni aktivity (67kHz) zvysuje
inhibi¢ni a baktericidni Gi¢inky gentamicinu proti planktonickym kulturam P. aeruginosa a E.
coli. Ultrazvuk zvySuje rychlost rustu bakterii a tim také zvySuje jejich nachylnost
k antibiotikiim. Sance na eradikaci biofilmpozitivnich bakterii zvySuje téz, v porovnani

s antibiotikem  samotnym, pouziti slabého elektrického proudu kombinovaného
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s antimikrobidlnimi latkami. Bioelektricky efekt umoZznil snizit vysoké koncentrace
aminoglykosidd, tetracyklinti ¢i chinolonti nezbytné k eradikaci biofilmu, az k hladinam, které
odpovidaji likvidaci planktonickych bunék stejnych druhti. Radioaktivni ozareni dokaze znicit
navazat na monoklonalni protilatky tak, aby dosSlo k vazbé na polysacharidy biofilmu, coz
zpisobi az 50% redukci metabolické aktivity biofilmu. Pfi pouziti  nebo ¥ zafici tato aktivita
nebyla prokazana (Rulik et al., 2011).

Proces difuze a pfima reakce antibiotika jsou procesy na sobé zavislé. Pti optimalizaci
praniku antibiotik pfes EPS se miize zna¢né zvysit efektivita desinfekéniho procesu. Uginnym
zpisobem je mechanické naruseni EPS, nebo pouziti detergentll na bazi enzymi. Pfi pouziti
enzymatickych metod je dulezité znat piesné slozeni EPS dané¢ho druhu bakterie. Naptiklad
EPS Salmonella a E. coli obsahuji celulézu jako hlavni komponent nebo EPS druht
Stahpylococcus obsahuje poly-N-acetylglukosamin. Podle slozeni EPS je tieba pouzit rizné
enzymy — proteazy, celulazy, polysacharid-depolymerazy, alginazy, lidzy atd. (Bridier et al.,
2011).

3.2.3 Kultivace biofilmu in vitro

3.2.3.1 Typ adhezniho povrchu

Existuje mnoho riznych metod kultivace biofilmt. Pfi volbé kultivaéniho povrchu i
jeho formatu by mél byt bran v uvahu cil piislusného experimentu (Crusz et al., 2012).
Vzhledem K rozdilnym povrchovym vlastnostem mikroorganismil je potieba volit pro rizné
druhy mikrobli rtizné typy kultivacnich povrchii. Sklo se jevi jako vhodné&jsi pro
mikroorganismy s hydrofilnéj§im povrchem, umélé hmoty, jako je polystyren, jsou vhodné&jsi
pro hydrofobni mikroorganismy (Rulik et al., 2011).

Pro testovani schopnosti tvofit biofilm u bakteridlnich kment se nej€astéji pouzivaji 96
jamkové mikrotitraéni desti¢ky (Merrit et al., 2005) nebo zkumavky (Christensen et al., 1985),
vyrobené z tvrzeného polystyrenu ¢i ze skla. Vyhodou téchto statickych metod je jejich snadné
provedeni a komer¢ni dostupnost materialti, a je mozné je provést i se zakladnim laboratornim
vybavenim. Jednoduchd manipulace s destickami ¢i zkumavkami umoziuje provést mnoho
vzorkll najednou. Tyto metody mohou byt pouzity také pro sledovani primarniho pfisednuti
bakterii k povrchu, identifikaci signdlti zodpovédnych za ptechod planktonni formy do biofilmu

Na druhou stranu, pfi pouziti téchto statickych metod miize dochazet k nedostatku Zzivin,
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protoze bakterie nejsou promyvany stale ¢erstvym médiem a nejsou provzdusnovany, jako
tomu je u jinych, dynamickych metod (Merrit et al., 2005). Pokud chceme biofilm detailné
vizualizovat pomoci mikroskopu, nelze pouzit mikrotitraéni desticky. Do média s bakteriemi
se vlozi napft. sklenéné nebo ocelové platky, které jsou vyjmutelné a umoziuji tedy detailni
mikroskopii (Crusz et al., 2012).

Z dalsich forem kultivacnich povrchi to jsou napt. plastové disky v RDR — ,,Rotating
Disc Reactor (Mohle et al., 2007), sterilni filtraéni papir (Buckingham-Meyer et al., 2007)
nebo zafizeni zvané Calgary biofilm device, kde je biofilm kultivovan na hrotech proti kusu
mikrotitra¢ni desti¢ky (Ceri et al., 1999).

Vystaveni kultivac¢nich povrchli u€inkim séra ¢i slin nebo navazani molekul poly-L-
lysinu, pfipadné jinych proteintl, jako jsou fibrin, laminin, fibronektin, vitronektin, vytvofi na
povrchu vrstvu, nékdy téz zvanou pelikula, ktera také mize podpofit adhezi mikroorganismi

(Rulik et al., 2001).

3.2.3.2 Kaultiva¢ni podminky
biofilmu in vitro. Pro kultivaci bakterialniho biofilmu se nej¢astéji pouzivaji media TSB (tryptic
soy broth) nebo BHI (brain heart infusion broth). Vseobecné vice pouzivanym médiem je TSB,
které bézné obsahuje 0,25% glukdzy a byva obohaceno o dalsi 1% glukézy. Koncentrace
glukozy zvySena o 0,25-4% zvySuje schopnost bakterii tvofit biofilm. Ne&které studie
prokazaly, ze TSB bez ptidani gluk6zy neni funkénim médiem pro rist biofilmu. Pro detekci
S. aureus biofilmu je doporucené smichat TSB + 1% glukézy a BHI + 1% glukozy +2%
sachardzy. Dals$im faktorem stimulujicim produkci biofilmu je pouziti podprahové koncentrace
antibiotik, etanolu nebo NaCl, které vyvolaji stresovou reakci bakterii a zvysi produkei biofilmu
(Stepanovic et al., 2007).

Mikrotitracni destiCky musi byt sterilni, kryté vickem a maji 3 riizné tvary jamek, tvar
U (U-shaped), tvar V(V-shaped), a ploché. Pro kultivaci biofilmu se nejcastéji pouzivaji
desticky s plochym dnem (Stepanovic et al., 2007).

Pfestoze metoda mikrotitranich desticek nebo jiné metody statické kultivace jsou
Vv praxi nejbéznéjsi, bylo prokazano, ze dynamicka kultivace vede K tvorbé vétsiho mnozstvi
biofilmu i1 k vétsi produkci EPS (Rulik et al., 2011). Dynamické metody umoziuji 1épe
simulovat podminky v pfirozeném prostiedi. Biofilm, vlivem proudéni tekutiny (médium),

vytvaii charakteristické struktury v zdvislosti na rychlosti proudéni. Pfi vysoké rychlosti
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proudéni, kdy ptsobi na biofilm nejvetsi stres, se vytvareji struktury siln€jsi, stabilngjsi a silnéji
ptisedlé nez pii slabém proudéni (Buckingham-Meyer et al., 2007). Nejjednodussim zpisobem
dynamické kultivace je pouziti rotaéni tfepacky, kterd protfepava tekutinu v kultivaéni nddobé
(Rulik et al., 2011). Velice béZnym a oblibenym systémem je také metoda ,,flow cells*, ktera
umoziuje rust biofilmu bez pritomnosti planktonickych bunék, které jsou vymyvany proudem
(flow). Metoda je vsak pouzitelna pouze pro nizké rychlosti proudu, vzhledem k velké spotiebé
média (Crusz et al., 2012). Kapkova metoda (,,Drip flow method) vyuziva také pomalého
proudéni tekutiny, nejprve se 18-24h ponecha systém bez proudéni, poté po kapkach proudi
kultiva¢ni médium. Pro vysokou rychlost proudéni se vyuziva CDC biofilm reactor, kde
rychlost otacek reaktoru je napf. 180 rpm pro P. aeruginosa nebo 125 rpm pro S. aureus
(Buckingham-Meyer et al., 2007). Podobnou metodou je také rotacni diskovy reaktor, ktery
umoznuje proudéni a zaroven konstantni podminky kultivace (Mohle et al., 2007). Pomé&rné
jednoduchou, ale efektivni metodou je kultivace na hrotech proti kusu mikrotitra¢ni desticky.
Vyuziva klasické mikrotitraéni desticky a vicka s hroty, které se zanoii do jamek a vlivem
proudéni média se na hrotech vytvaii biofilm. Pro tuto metodu se vyuziva zafizeni ,,Calgary
biofilm device*( Ceri et al., 1999).

Kultiva¢ni teplota by se méla pohybovat kolem 35-37 °C. Plati ovSem, Ze teplotu je
potieba prizpusobit typu kultivovaného mikroorganismu i ucelu experimentu. Pfi kultivaci
v mikrotitraéni destiéce je optimalni doba pro nartst biofilmu 24h +/- 30 min. Cim vy33i je
doba inkubace, tim vétsi je densita biofilmu (Stepanovic et al., 2007).

Dulezitym krokem je také piiprava inokula. BéZn€ se inoulum pfipravuje piimo
Z kolonii narostlych na kultivaénim agaru, které se pifenesou do média a nechaji se inkubovat
pies noc (24h). Poté se inokulum nafedi, nejcastéji 1:100 a miize se pouzit pro zaockovani

(Stephanovic et al., 2007).

3.2.3.3 Hodnoceni vytvoireného biofilmu

Biofilmpozitivni kmeny vytvareji na sténé kultivaéni nadoby souvislou, pevné
adherujici vrstvu. Prvnim krokem vyhodnoceni je odstranéni planktonickych bunék a promyti.
Bohuzel pii tomto kroku se miize snadno odloucit i slabé adherovany biofilm a tim dojde
ke zkresleni vysledkd, pfipadné ke vzniku falesné negativnich vysledku (Rulik et al., 2011).
Obsah desticek se vyklepne a 3x proplachne nejéastéji PBS (phosphrate-buffered saline, pH:

7,2). Po vyschnuti nasleduje fixace biofilmu, kterd miiZze byt provedena horkym vzduchem
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60°C po dobu 1h, nebo fixa¢nim ¢inidlem. Tim muZze byt Bouinovo fixa¢ni ¢inidlo nebo
metanol, ktery je téméf stejné efektivni. Po dvaceti minutach pasobeni se obsah desticek
vyklepne a necha vyschnout, nejlépe pies noc pii pokojové teploté (Stephanovic et al., 2007).
Vytvoteny biofilm se hodnoti obvykle po obarveni vhodnym barvivem, kterym je nejcastéji
krystalova violet’ ¢i safranin (Christensen et al., 1985). Barvivo se nasledné vymyje opatrnym
osprchovanim, dokud se nevyplavuje z desticky. Po vysuseni se piida 150 pl 95% etanolu, aby
se uvolnilo barvivo absorbované biofilmovymi bunikami a desticka se ptikryje vickem, aby se
minimalizovala evaporace (Stephanovic et al., 2007). Vyhodnoceni muze probihat
okometricky, kdy sledujeme intenzitu barvy v jamkach, ale pro objektivni hodnoceni se
pouziva kvantifika¢ni spektrofotometrickd metoda (Christensen et al., 1985). Vinova délka pro
méfeni optické density narostlého biofilmu spektrofotometrem se pohybuje mezi 500-600 nm
(Merrit et al., 2005).

Dobrou ptedstavu o mnozstvi vytvoieného biofilmu dava také piesné zvazeni jeho
susiny. Velmi rozsitené je pouzivani kolorimetrickych médii, ktera kvantifikuji biofilm na
zaklad¢ metabolické aktivity bun€k v ném ptitomnych. Jinym zptisobem detekce, ptipadné i
kvantifikace biofilmu je napft. prikkaz jeho biochemické aktivity pomoci ATP bioluminiscence
(Rulik et al., 2011).

Pro pozorovani bakterii zijicich v biofilmu je idealni metodou konfokalni skenovaci
laserovéa mikroskopie (CLSM). Diky ni 1ze pozorovat morfologii bun¢k, architekturu biofilmu,
metabolismus bunc¢k a chemické latky, které jsou soucasti matrix biofilmu. Vyhodou této
metody je, ze 1ze preparaty sledovat v pln¢ hydratovaném stavu a nedochazi tak k dehydrataci,
a tim poskozeni struktur, jako tomu je u jinych metod. CLSM se vyuziva zejména pii kultivaci

biofilmu metodou ,,flow cell*“ (Davey a O'Toole, 2000).
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3.3 Desinfekce

Pojem desinfekce zahrnuje zni¢eni choroboplodnych zarodkii na abiotickych povrsich,
Vv prostiedi i na lidském ¢i zvitecim tél€. Pti desinfekci se snazime usmrtit pfedevsim patogenni
mikroorganismy, na rozdil od sterilace, kdy je zadouci usmrceni veskerych, i neSkodnych,
mikroorganismi. Nékdy jsou pouzivany pojmy jako sanitace, asanace nebo dekontaminace,
které jsou témét synonymem pro desinfekci (Raska et al., 1956).

Podle epidemiologické situace rozliSujeme desinfekci ohniskovou a ochrannou, neboli
profylaktickou. Ochranna desinfekce ma za tkol predejit vznik a Sifeni nakaz béZznymi
hygienickymi opatfenimi at’ uzZ v nemocnici, na vefejnych prostorech ¢i v domacim prostiedi .
Ohniskové desinfekce ptisobi ptimo na konkrétni nadkazu na pfesném misté, napt. u nemocného
cloveka. Probihd intenzivné do doby, kdy jsou veSkeré patogeny usmrceny a odvedeny z téla.
Ohniskova desinfekce by méla dosdhnout uplného zni¢eni choroboplodnych zarodki,
pretrvavajicich na vSech slozkach prostiedi kolem nemocného (Raska et al., 1956).

Prostfedky, které ni¢i mikroorganismy, nazyvame germicidni nebo biocidni (Raska et
al., 1956). Desinfekci muZzeme provadét prostiedky fyzikalnimi ¢i chemickymi (Borsky a
Pacovsky, 1956).

3.3.1 Fyzikalni desinfekce
3.3.1.1 Teplota

Zakladem letalniho Ucinku tepla je irreverzibilni denaturace bilkovin, tedy inaktivace
bilkovin s enzymatickou aktivitou. Inhibice prvotnich Zivotnich funkci buiky miiZze byt
vysledkem inaktivace pouze jednoho, ale kli¢ového enzymu, coz zplsobi smrt buniky. Letalni
teplota pro vegetativni bunky vétSiny mezofilnich mikroorganismi je 60-65°C po dobu 10-
15min, avsak spory jsou inaktivovany za stejnou dobu az pfi teplotach nad 120°C. V praxi se
letalnich Uc¢inkil tepla vyuZziva ke sterilaci rliznych nastroji, Zivnych pid a ke konzervaci
potravin. (Némec a Horakova, 1993). Pro prodlouZeni udrZznosti potravin a zachovani casti
nutricnich hodnot se pouziva pasterace, pii které dojde k likvidaci vegetativnich forem
mikroorganismi, ne vSak k inaktivaci spor (McDonnell, 2007).

Nizké teploty mohou zptisobit zpomaleni nebo pozastaveni ristu mikroorganismi, nebo
dokonce jejich eradikaci. Vyhodu proti nizkym teplotdam maji psychrofilni bakterie, mezi které
patii napt. rod Listereia, které prezivaji a jsou schopné se mnozit i pii teplotach kolem 4°C. Ve

vétsing€ piipadl dokdzi mikroorganismy pieckat nizké teploty a zacit se opét mnozit az pii
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optimalnich podminkach. Mrazeni, jako metoda konzervace musi probihat pii teplotach od
-10°C do -80°C, obvykle s pfitomnosti stabilizeru, jako je napft. glycerol nebo dimetyl-sulfoxid.
Muze se vyuzit také vysousSeni mrazem pomoci sublimace, nebo konzervace tekutym dusikem
(-196°C) (McDonnell, 2007). Pti ochlazeni pod bod mrazu dochazi k poskozeni bunétné
struktury vytvoienymi krystaly vody v buiice. Je-li vSak zmrazeni dosti rychlé, vytvareji se jen

malé krystaly a butiky nejsou poskozeny (Leittgeb a Vosta, 1988).

3.3.1.2 Zareni

Ultrafialové paprsky maji silné mikrobicidni a také mutagenni ucinky na
mikroorganismy. Nejucinngjsi jsou v zoné¢ od 260 do 270 nm, tj. v oblasti, vniz jsou
absorbovany nukleovymi kyselinami. Nukleoproteidy maji maximum adsorbce pii 260 nm a
jejich poskozenim je mozno nejlépe vysvétlit Gcinek tohoto zéfeni (Leittgeb, Vosta, 1988).
DNA je poskozovana tim, ze vznikaji dimery sousednich pyrimidinovych bazi — TT, CT a CC.
Utinnost UV svétla se sniZuje intenzivnim osvétlenim viditelnym svétlem o vinové délce 360-
500nm, nebot’ je umoznéna tzv. fotoreaktivace, tj. enzymové rozstépeni pyrimidinovych dimerti
(Silhankova, 2008). UV zafeni se pouziva pro desinfekci pitné vody, sterilaci vzduchu,
povrchovou sterilaci predmétti a pracovnich ploch. Miize byt pouzito také pro deodoraci,
dechloraci nebo deozonaci (McDonnell, 2007).

Zateni o vlnové délce kratS$i nez 10 nm (Roentgenovo zéafeni, y-zafeni a kosmické
zafeni) maji silné mutagenni i letalni u¢inky (Silhankova, 2008). Ve srovnani s UV zafenim
maji znacnou penetracni schopnost. Mechanismus ucinku tohoto ionizujiciho zafeni spociva
V ionizaci molekul intracelularni vody za tvorby volnych hydroxylovych radikala, ve vzniku
oxiranil a V pfimém ucinku na molekuly DNA (indukce zloml chromozomil). Y-paprskl se
vV omezené mife v praxi vyuziva ke ,,sterilaci za studena® n€kterych latek citlivych ke zvySené
teploté (Némec a Hordkova, 1993).

Antimikrobialni aktivitu mohou vykazovat také mikroviny a infraervené zafeni. Jejich
ucinek spociva v rychlém prenosu tepla, diky kterému dochézi k inaktivaci mikroorganismi

(McDonnell, 2007).

3.3.1.3 Filtrace
Filtrace je jednou z nejstarSich metod dekontaminace kapalin a plyni, pfiCemz se
nejedna o piimou inaktivaci mikroorganismi, ale o jejich mechanické odstranéni pomoci

specidlnich filtrti (membran), které jsou zaloZeny na riizné velikosti molekul. Pfikladem filtrace

34



kapalin je sterilace vody (napi. do laboratofi, nemocnic) a filtrace materiala citlivych k vys$sim
teplotdm (produkce antibiotik, farmaceutik a vakcin). Nejbézné&j$im pfistrojem pro filtraci
vzduchu je HEPA (high-efficiency particulate air), ktery dokaze filtrovat ¢astice nad 0,3um a
také mensi virové ¢astice 0,1um, které se do filtru adsorbuji. Pti filtraci vzduchu je dulezité
zajisténi stalého proudéni vzduchu stejnym smérem, coz je princip tzv. flowboxt (laminar-flow

cabinet), které se pouzivaji zejména Vv laboratotich. (McDonnell, 2007).

3.3.1.4 Dalsi faktory

Mikrobicidni efekt mtize mit také elektricky proud. Stfidavy elektricky proud o vyssi
intenzité pusobi na bakterie neptiznivé svymi tepelnymi ucinky, zatimco stejnosmérny proud
svymi elektrolytickymi Uc¢inky. Pfi elektrolyze mohou vznikat v prostfedi mikrobicidni
slougeniny, které na mikroorganismy pisobi letilné (Silhankova, 2008).

Jelikoz mikroorganismy vyzaduji velké mnozstvi vody v okolnim prostfedi miizeme je
zneskodnit také vysusenim (Leittgeb a Vosta, 1998).

Zvukové viny s frekvenci vétsi nez 20 kHz (ultrazvuk) pusobi inhibiéné na
mikroorganismy. V tomto pfipadé hovofime o kavitaénim ultrazvuku, protoze jeho ptisobenim
dochazi k prudké pulzaci membran a plasmy doprovazené rychlym stfidanim tlaku. Vnikaji
drobné trhlinky, kam difunduji plyny rozpusténé ve vodnim prostiedi — kavita¢ni bublinky.
Jejich ndhlym stlacenim vznika velky tlak, ktery ma za nasledek mechanické poSkozeni buiky
(Némec a Hordkova, 1993).

Mechanického poSkozeni bunék 1ze docilit napf. intenzivnim michanim nebo tfepanim
S tzv. abrazivnim materidlem (jemny pisek, drcené sklo, drobné sklenéné kulicky), jehoz Castice
nesmi pfesahovat velikost bun¢k. Dal§im piikladem je zmrazeni husté suspenze bun¢k na -15
az -30°C a protlaceni uzkou Stérbinou za pomoci vysokého tlaku. Tyto metody vSak
neposkozuji vSechny buinky, za dobry vysledek se povazuje rozdrceni 80-90% bunéck

(Silhankova, 2008).

3.3.2 Chemicka desinfekce

Latky s nepfiznivymi ucinky na mikroorganismy nazyvame antimikrobidlni latky.
Pokud pouze zastavuji rast mikroorganismi, jsou to latky mikrobistatické, pokud je usmrcuji,
tak je nazyvame mikrobicidni (proti bakteriim: bakteriostatické, baktericidni). Tyto latky bud’to

poskozuji urcité bakterialni struktury (membrany, ribozomy, atp.), pisobi na mikrobidlni
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enzymy, nebo mohou poskozovat DNA. Mozné jsou i kombinace raznych téchto uc¢inkt

(Silhankova, 2008).

3.3.2.1 Kyseliny a zasady

Jako desinfekéni prostfedky pouzivame kyseliny s kratkym ¢i dlouhym fetézcem,
derivaty fenolu a jejich estery. Silné kyseliny jako HCl nebo H2SOs vykazuji také
antimikrobialni aktivitu, ale vzhledem k bezpecnosti se v praxi ptili§ nepouzivaji. Mezi bézné
pouzivané kyseliny patii kyselina octova, propionovd, citronovd a sorbova. NejCastéji se
pouzivaji jako konzervanty do potravin a pii vyrobé farmaceutik ¢i kosmetiky (McDonnell,
2007). Koncentrace vodikovych iontt snizuje pH prostiedi, které vede ke zménam enzymovych
reakci bakterii, zastaveni jejich riistu a thynu buiiky. Pti vyss§i koncentraci téchto iotl dochazi
k denaturaci bunéénych bilkovin a zni¢eni bakterijni stény. Uéinek kyselin b&Zné& stoupa s jejich
silou (stupném disociace). Vyjimkou jsou vSak nékteré slabé kyseliny (napt. kyselina
benzoova), které maji vyssi t¢inek v nedisociované formé. (Leittgeb a Vosta, 1998).

Zasady vyvolavaji u mikrobd bobtnéni, osmozu, hydrolysuji bilkoviny, Stépi jejich
uhlovodikové ¢asti a zmydeliuji tuky. Pisobi kromé vegetativnich forem mikroorganismi také
na jejich spory. V praxi se pouzivaji silné zasady jako NaOH, KOH, Ca(OH)2 a to zejména ve
veterinarni desinfekci, v kozeluznach a pii vyrobé mydel. Dalsi vyuziti je omezené, protoze

maji stejné jako kyseliny Ziravé vlastnosti (Raska et al., 1956).

3.3.2.2 Alkoholy a fenoly

Mezi nejcastéji pouzivané alkoholy pro desinfekci patii etanol, ale také isopropanol, a
propan-1-ol. PouZivaji se pro béznou desinfekei 1 jako Cistici prostiedky, a ¢asto se daji pouzit
i vkombinaci sjinymi desinfektanty (McDonnell, 2007). Etanol (lih) je nejucinngjsi
V koncentraci 70% (cca 4x vice nez pii 80%). Vyssi koncentrace etanolu absorbuje vodu, srazi
bilkoviny, a proto nepronika do stén bun¢k mikroorganismi, na nichz se tvoti slupka. Pod 60%
je etanol také neucinny (Borsky a Pacovsky, 1956).

Mezi fenoly a fenolové slouceniny pouzivané k desinfekci patii fenol, kresoly a xylenol,
ale existuji i jejich modifikace napt. chlorfenol, bifenoly (McDonnell, 2007). Fenol se dobie
rozpousti v lipidech a bilkovinnych latkach a proniké tedy dobte do bakteridlni buiiky, kde srazi
bilkoviny protoplazmy, ¢imzZ zabiji mikroorganismy. Fenol je velmi U¢inny na vegetativni
formy mikroorganismi, avSak na spory nebo viry neucinkuje. Hodi se napf. pro omyvani

povrchti nebo tekutin, naopak neni dobrym desinfektantem pro pevné materialy (Raska et al.,
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1956). Homologem fenolu je kresol, ktery je dokonce 3x 0¢inngjsi nez fenol, ale je jedovaty,

smrtelnd davka je 30g (Borsky a Pacovsky, 1956).

3.3.2.3 Halogeny a jejich slouceniny

Z halogenu je pro desinfekci nejcasteji vyuzivan chlor a jod. Chlor se pouzivéa zejména
pii desinfekci vody. Slouceniny chloru, jako jsou chlornany a chloraminy, maji stejny
mechanismus uc¢inku jako chlor. Jedna se o tvorbu kyseliny chlorné za sou¢asného rozkladu na
kyslik a HCI. Kyslik svymi oxida¢nimi G¢inky porusuje nékteré bunécné struktury, coz ma na
bunky mikroorganismi letalni nasledky (Némec a Hordkova, 1993).

Jod vykazuje antimikrobidlni G¢inky nejen na vegetativni formy, ale i na spory. Vazbou
na bilkoviny a inhibici enzymatické aktivity bun€k dojde k pieruSeni dalezitych pochodi a
buiitka zanikne. V praxi se pouziva roztok jodu v alkoholu, napt. k desinfekci pokozky (Némec

a Horakova, 1993).

3.3.2.4 Slou¢eniny kovii

Nekteré kovy 1 metaloidni prvky jako Ag, Cu, Hg, Mn, 1, jiz v nepatrném mnozstvi
usmrcuji mikroorganismy (Raska et al., 1956).

Nejcastéji se pouzivaji slouceniny médi a stiibra, jejichz biocidni latkou jsou kationty
Cu?*, Ag?*". Slouceniny médi jako napt. CuSOs, CuCly, CuO, slouceniny stiibra, AgNOs, AgSD
(sulfadiazin). Méd’ se mtize pouzivat jako konzervacni prostfedek do barev, kde po naneseni
poskytuje antimikrobidlni bariéru na povrchu, nebo do cementu ¢i dieva. Sttibro se pouziva
k desinfekci pitné vody, ale i vody napf. v bazénech. MizZe se také pouzivat jako konzervant
do potravin. (McDonnell, 2007).

Z te¢zkych kovl se vyuZivaji také slouCeniny rtuti. Tyto slouceniny plisobi spise
bakteriostaticky nez bakteriocidné a jejich plsobeni miZze byt inaktivovdno nékterymi

slou¢eninami siry (Raska et al., 1956).

3.3.2.5 Povrchové aktivni latky (tenzidy)

Tyto latky maji hydrofobni i hydrofilni ¢ast molekuly a reakci s tekutinami
(rozpoustédly) snizuji jejich povrchové napéti. Hydrofilni ¢ast molekuly se rozpusti ve vodé
(Jiném rozpoustédle) a hydrofobni konce molekuly vyc¢nivaji na povrch, ¢imz se snizuje
povrchové napéti a umozni se vétsi rozptyleni vody po povrchu. Vzhledem ke struktufe a

elektrochemické povaze rozliSujeme povrchové aktivni latky anionaktivni, kationaktivni,
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amfoterni a neionogenni. Anionaktivni a neionogenni latky nemaji vyznamné antimikrobialni
ucinky, vyuzivaji se spise pro ¢isténi povrchll, nebo jako aditiva pro zlepsSeni ucinku jinych
biocidi. Amfoterni latky maji vyssi antimikrobialni aktivitu spolu s detergentnimi ucinky.
(McDonnell, 2007).

Nejpouzivanéjsimi jsou kationtové povrchové aktivni latky, konkrétné kvartérni
amoniové slouceniny. Jejich molekula obsahuje centralni atom dusiku se ¢tyfmi navadzanymi
skupinami, které mlzou byt rizné. Jejich nazvy se vytvaii podle struktury, napft.
hexadecyltrimetylammonium bromid (=CTAB=cetrimid). Pouzivaji se bézné¢ jako velice
ucinné desinfekéni prostfedky v pramyslu, nemocnicich nebo v domacnostech. (McDonnell,

2007).

3.3.2.6 Peroxidy a dalsi formy kysliku
Latky, které¢ zpusobuji oxidaci, tedy pifijem elektronti od jinych latek, maji také
antimikrobialni ucinky. Nejcastéji se pouzivaji peroxidy, H202, ClOy, ale také halogeny.

Peroxid vodiku je jednim z nejvice pouzivanych desinfektantli viibec (McDonnell, 2007).

3.3.2.7 Meridasan Profi

Meridasan Profi je Sirokospektralni, desinfek¢ni prostiedek, ktery je schvaleny pro
pouziti v zemé&délskych a potravinaiskych provozech Ustavem pro statni kontrolu biopreparatt
a 16¢iv v Bmé. Uéinnou latkou je PHMG (polyhexamethyleneguanidin), coZ je kationtovy
polymer, ktery ni¢i mikroorganismy (fasy, plisné, bakterie, vlaknité houby) a viry jednoduchym
principem — porusi mechanicky transportni proteiny v bunécné sténé mikroorganismu )(u virt
nukleové kyseliny). Timto zpiisobem dochézi k zastaveni komunikace mezi bunikou a vnéj$im
prostfedim, prestdva fungovat bunééné dychani a buika zanikd. PHMG je kladné nabita
molekula, burika, ktera na zaklad€ svého slozeni, nese zaporny naboj. Diky tomuto jevu se
PHMG s bunkou ,,najdou a dochazi k vySe zminénému efektu. Dalsi u¢innou latkou je alkyl
(C12-C16) benzyl (dimethyl)amonium chlorid. Na povrchu, ktery je oSetien timto desinfekénim
prostiedkem vznikne tenka polymerova vrstva, ktera po predepsané expozi¢ni dobé eliminuje
biologické znec€isténi a ochrani povrch po dobu nékolika tydnd. Pouziva se v potravinaiskych
skladech, supermarketech, vyrobndch a zpracovnach potravin, v domdcnosti, vefejnych

budovach a dalsich mistech (Fajfrova, 2015).
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3.4 U¢inné rostlinné latky

Vzhledem k masivnimu pouzivani antibiotik v dne$ni dob¢ si bakterie vyvinuly mnoho
mechanismu rezistence a vytvorily dokonce nové kmeny rezistentni k ur¢itym druhim latek.
Napiiklad u rodi Staphylococcus, Enterococcus nebo Pseudomonas se vytvofily silné
resistentni kmeny MDR (multidrug-resistant) a XDR (extremely drug-resistant), na které jiz
bézn¢ wuzivana antibiotika neucinkuji. Vhodnou alternativou s antimikrobidlnimi i
antibiofilmovymi uc€inky jsou praveé prirodni rostlinné latky (Slobodnikova et al., 2016).
Moderni medicina se zabyva predevSim kombinacemi téchto pfirodnich latek a nalezenim
synergii mezi nimi nebo jinymi antimikrobidlnimi latkami (napf.i antibiotiky). Nazornym
piikladem je synergie thymolu a karvakrolu, které zvySuji permeabilitu antibiotik u
gramnegativnich bakterii nebo flavonoid Thymus vulgaris, ktery v kombinaci s tetracyklinem a
B—laktamem vykazuje synergii proti methicilin-resistentnimu S. aureus (MRSA) (Wagner a
Ulrich-Merzenich, 2009). Velmi silné synergie byly také nalezeny mezi saponiny (aescin,

digitonin) a riznymi terpeny (a-pinen, thymol, menthol) (Herrmann a Wink, 2011).

3.4.1 Metody extrakce

Extrak¢nich metod vyuzivame, abychom ziskali co nejvyssi koncentraci zadoucich
latek, a zaroven minimalizovali koncentraci latek nezadoucich. Bézné se pouzivaly pro extrakci
cerstvé rostliny, ale v poslednich letech se vyuZziva rostlin suSenych, nebot’ Cerstvé rostliny
podléhaji rychlé degradaci. Metody pro extrahovani rostlinnych latek jsou rtzné. Rostlinny
extrakt ziskame pii maceraci, infuzi ¢i Soxletoveé extrakei, pti destilaci vodni parou nebo pfi

hydrodestilaci ziskdme roslinnou silici (Tiwari, et al., 2012).

3.4.1.1 Macerace

Macerace je smaceni rostlinného materidlu v organickém rozpoustédle pii pokojové
teploté. Po ukonceni extrakce se rostlinny material oddéli od rozpoustédla filtraci a nasledné se
miZze znovu opakovat, dokud se nevyluhuji vSechny latky. Jedna exktrakce trva nékolik hodin
aZz dni, pf1 opakované exktrakci mize proces kompletni extrakce trvat i nékolik tydni. Tato
metoda je Casové naro¢na, ale vzhledem k extrakci pii pokojové teploté se muze vyuzit u

sloucenin citlivych k vysokym teplotam (Tiwari, et al., 2012).
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3.4.1.2 Infuze
Tato metoda je podobna maceraci, ale probiha za stanovené teploty (do 100°C) a po
urcitou dobu (minuty az hodiny). Jako rozpoustédlo se pouziva nejcastéji voda. Nazornym

piikladem je piiprava Caje, kde se rostlinné latky extrahuji do vatici vody (Tiwari, et al., 2012).

3.4.1.3 Soxletova extrakce

K provedeni extrakce tohoto typu se pouziva specialni aparatura sloZzena z banky,
Soxletova piistroje a kondenzatoru. V baiice, ktera je ve spodni ¢asti aparatury, je rozpoustédlo,
které je zahtivano. Vypary rozpoustédla kondenzuji na vrcholu aparatury a padaji do nadoby s
materidlem, ktery extrahujeme. Po naplnéni této nadoby vytece rozpoustédlo zpét do baiky.
Rozpusténé latky se oddeli destilaci od rozpoustédla, které se dale odpatuje a cely proces se

opakuje, dokud nejsou vSechny latky extrahovany (Tiwari, et al., 2012).

3.4.1.4 Destilace vodni parou, hydrodestilace

Destilace vodni parou se pouziva k extrakci latek nerozpustnych ve vodé, zejména tedy
rostlinnych silic. Vodni para proudi skrz rostlinny material a uvolnuje silici. Podobnou
variantou je téz hydrodestilace, kde se rostlinny material ponoti do vody a poté piivede k varu.
Podminky pro extrakci mohou byt upraveny v zavislosti na druhu materialu (napft. kotfeny, klira)

teplotou a dobou destilace, popt. piidanim glycerolu (Tiwari, et al., 2012).

3.4.2 Rostlinné slouceniny Cannabis sativa

Sekundarnim metabolismem Cannabis sativa je produkovana fada riznych latek, jsou
to predev§im kanabinoidy, terpeny a fenolické slouceniny. Kanabinoidy jsou velice u¢inné
bioaktivni latky, které zahrnuji mimo jiné také THC (delta-9-tetrahydrokanabinol). Kvili svym
psychoaktivnim u¢inkiim je vSak péstovani Cannabis sativa sobsahem THC nelegalni.
Nicméné ostatni slouCeniny této rostliny jsou také vyznamné a mohou pisobit synergicky

s dalsimi farmaceutiky (Andre, 2016).

3.4.2.1 Kanabinoidy

Konopi obsahuje vice nez 483 chemickych slozek, z nichz 66 jsou pravé kanabinoidy.
Patii sem jiz zminéné¢ THC, ale také napi. kanabidioly (CBD), kanabigeroly (CBG) nebo
kanabinoly (CBN) a dalsi. Psychoaktivni G¢inky ma pouze THC a jeho derivaty nesouci
karboxylovou skupinu. Tyto derivaty se po zahtati (koufeni, vafeni) pfeméni na aktivni formu
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THC. Naopak pii skladovani konopné pryskytice mize dochazet k oxidaci THC na neaktivni
slozky. Z klinického hlediska ale vykazuji kanabinoidy také terapeutické ti¢inky. Za prokdzané
lze povazovat pfiznivé ucinky kanabinoidii na nevolnost a zvraceni (jako vedlejSich ucinka
protinadorové terapie), anorexii a kachexii. Relativné dobfe jsou také potvrzené ucinky na
neurogenni bolest, poruchy pohybu (Parkinsonova choroba, Tourretliv syndrom) a astma. Mén¢
potvrzené jsou uCinky na alergie, zanéty, infekce, epilepsii, zavislost a abstinenéni syndrom

(Fisar, 2005).

3.4.2.2 Terpeny

Terpeny u Cannabis sativa jsou zodpovédné za jeji chut a viani. Podle poctu
izoprenovych jednotek (1J) rozliSujeme monoterpeny (21J), seskviterpeny (31J), triterpeny (61J)
a polyterpeny (vice 1J). Mono a seskviterpeny byly detekovany v kvétech, listech a kofenech
rostliny. Hlavnimi monoterpeny v Cannabis sativa jsou D-limonen, B-myrcen, a a p-pinen,
terpinolen a linalool a seskviterpeny B-caryophylen a a-humulen. Triterpeny byly detekovany
v kofenech Cannabis sativa — friedelin a epifriedelanol, ve vlakné — B-amyrin a v oleji ze semen

rostliny — cycloartenol, B-amyrin a dammaradienol. Terpeny maji vyznamné farmaceutické

-----
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a také ochranuje zalude¢ni sliznici. f-amyrin a cycloartenol vykazuji antimikrobidlni aktivitu

proti bakteriim a plisnim a maji také protirakovinné ucinky (Andre, 2016).

3.4.2.3 Polyfenolické latky

Velkou skupinou rostlinnych latek jsou také polyfenoly, mezi které fadime flavonoidy,
taniny, antocyaniny, fenolické kyseliny, kumariny, lignany a ligniny (Slobodnikova et al.,
2016). U Cannabis sativa bylo nalezeno kolem 20 flavonoidd, mezi které patii napf. apigenin,
luteolin, kaempferol, quercitin nebo cannflavin A a B, které jsou typické pouze pro Cannabis
sativa (Andre, 2016). Polyfenolické slouceniny hraji v pfirodé dulezitou roli v rezistenci proti
mikrobialnim patogentim a ochrané proti volnym radikalim a toxinim a byly u nich zjistény
rizné mechanismy antimikrobidlni aktivity. Polyfenolické slouceniny reaguji s bakterialnimi
proteiny a strukturami bunécné stény, mohou poSkozovat cytoplazmatickou membranu, sniZit
jeji propustnost, inhibovat syntézu DNA, bunécéné stény nebo energetického metabolismu.
Kromé ucinkidl téchto latek proti bakteriim byla téméf u vSech prokazana také jejich

antibiofilmova aktivita, jejiz mechanismus spoc¢iva zejména v ovlivnéni systému QS, ale mtize
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byz zplisobena i jinymi mechanismy. Napiiklad antibiofilmova aktivita u hamamelitaninu je
zpiisobena inhibici regulatoru QS u stafylokokt. Aktivita quercetinu je zplisobena ovlivnénim
exprese gentl, zodpovédnych za tvorbu biofilmu, zejména geny icaA a icaD. Ellagova kyselina
je schopna inhibovat tvorbu biofilmu poSkozenim bunééné membany bakterii a gallotanin
inhibuje syntézu polysacharidovych sloucenin, které slouzi k adhezi bakterii k povrchu, tudiz

inhibuje i formovani biofilmu (Slobodnikova et al., 2016).

3.4.2.4 Synergické ucinky mezi fytochemikaliemi

Bylo prokézano, ze v nékterych piipadech mé cela rostlina nebo jeji extrakt ¢i silice
mnohokrat vyss$i ucinky, nez maji jejich samostatné izolované latky. Mechanismy téchto
synergii mohou byt rizné (Russo, 2011). ,,Multi target effects” je mechanismus, kdy jednotlivé
latky ucastnici se synergie pusobi na rtiznych cilovych mistech a navzajem se doplituji (Andre,
2016). Rostlinné latky mohou také usnadnit rozpustnost jinych latek nebo piimo podpofit jejich
vysledny ucinek. Vyznamnym mechanismem je také ovlivnéni bakteridlni rezistence (napf.
inhibici systému QS). Ilustrani synergie pro latky Cannabis sativa spociva ve vytvaieni
neptiznivych vlivii na ostatni organismy vlivem jejich specifickych slozek (Russo, 2011).
Terapeutické uc¢inky THC jsou jiz dlouho znamé, véetné jeho pozitivnich ucinkid na svalové
kiece. AvSak posledni vyzkumy dokazaly, ze rostlinny extrakt Cannabis sativa s ekvivalentnim
obsahem THC byl mnohem u¢innéjsi, neZ samotné THC, ackoliv samotny extrakt nemél na
svalové kiece vyrazné uc¢inky (Wagner a Ulrich-Merzenich, 2009). Dalsim piikladem je pouziti
B-myrcenu pro zlepSeni permeability krve do mozku, pficemz umozmuzunuje sob¢ i dalSim
latkdam (napt. THC) snadng&j$i prunik ptes pfirozené bariéry (Smith, 2015). Synergie mezi
terpeny a fytokanabinoidy je vyznamnym objevem, ktery miiZe usnadnit 1é€bu akné, depresi,
insomnie, slabomyslnosti a dalSich onemocnéni zavedenim kombinaci extrakti Cannabis
sativa s CBD nebo jinymi kanabinoidy (Russo, 2011). U¢inky kanabinoid&i mohou stimulovat
také nékteré flavonoidy, které jsou schopné inhibovat hepatické enzymy (André, 2016).

Tento typ synergie vyuziva rostlina také sama pro sebe. Specifické kombinace terpent
vytvareji lepkavou vrstvu na povrchu rostliny, kterd je schopna zachytit Skiidce a kyselina

odvozena od kanabinoida ucinkuje jako desinsekéni latka (André, 2016).
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4 Material a metodika

Antibakterialni aktivita byla stanovena jako MIC/BIC danych latek. MIC je hodnota,
bakterie, BIC vyjadfuje nejnizsi koncentraci, ktera je schopna inhibovat tvorbu biofilmu. Pro
stanoveni MIC/BIC byla pouzita modifikovana mikrodilu¢ni metoda za pouziti 96-jamkovych
mikrotitraénich desticek. Jako modelovy organismus byl zvolen Staphylococcus. aureus
ATCC 29213. Pro testovani planktonickych bun¢k bylo pouzito médium Mueller Hinton Broth
(MHB), pro biofilmové buiiky Tryptic soy broth (TSB) s pfidanim 1% gluk6zy. Vyhodnoceni
MIC probehlo u planktonnich forem okometricky sledovanim absence viditelného zakalu
v jamkach, ktery predstavoval nartst bakterii. BIC u biofilmovych bun¢k byla stanovena a
kvantifikovana objektivné spektrofotometrickou metodou. Cely experiment probihal ve
sterilnich podminkach (pouziti flowboxu, desinfekce povrchii, pouziti rukavic) a se sterilnim

materialem (médium a $picky sterilizované v autoklavu - 121°C 20min, atd.).

4.1 Priprava antimikrobialnich latek

4.1.1 Penicilin

Na analytickych vahach bylo navazeno 100x vEtsi mnoZzstvi penicilinu, nez je potfebné
pro piipravu nejvyssi testované koncentrace (kvili naslednému ziedéni do média). Pocate¢ni
koncentrace penicilinu pro testovani planktonickych bunék byla 16ug/ml, pro testovani
biofilmu 64pg/ml. Penicilin byl rozpustén v destilované H20 a ziedén s médiem 10:990,

pfi¢emz byla zpétn€ dosaZena poZadovana koncentrace.

4.1.2 Meridasan Profi

Koncentrace u¢inné latky v tomto desinfekénim prostfedku byla 0,0259/100ml (viz
obal). Dvojitym ziedenim s vodou byla dosazena koncentrace cca 64ug/ml. MHB/TSB o
dvojnasobné koncentraci bylo pouzito pro nasledné ziedéni s prosttedkem 1:1 a vysledna
pocatecni koncentrace tedy byla 32pg/ml. Stejna koncentrace byla pouZita pro planktonni i

biofilmové formy S. auresus.

4.1.3 Silice Cannabis sativa
Destila¢ni metodou bylo ziskano 0,5 ml ¢isté silice Cannabis sativa (essential oil; EO)

variety Nurse Jackie z kvétenstvi rostliny. Pocate¢ni testovana koncentrace byla 1024 pg/ml
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pro planktonni 1 biofilmové formy, pficemz objemové jednotky EO byly pfepocitany na
hmotnostni. Odmétené mnozstvi EO (o 100x vys$si konentraci) bylo rozpusténo v DMSO

(dimethylsulfoxid) a nasledné zfedéno 10:990 s MHB/TSB.

4.1.4 Chemicka analyza sloZeni silice

Chemické sloZeni silice bylo zanalyzovano pomoci plynového chromatografu (GC)
Agilent 7890A propojeny s Agilent MSD5975C detektorem (oba piistroje patii pod Agilent,
Santa Clara, FL, USA). GC byl vybaven nepolarni kolonou HP-5MS (30 m x 250 um x 0,25
um) firmy Agilent (Santa Clara, FL, USA). Rostlinna silice byla ziedéna 5:1000 n-hexanem.

Do vstiikovaci trysky rozpalené na 250°C byl napipetovan 1 ul vzorku v dé€licim
poméru 12:1. Jako plyn bylo pouzito helium s rychosti proudéni 1 ml/min. Teplotni program
GC byl nastaven zpocatku na 60°C po dobu 3 min, poté se zvySovala teplota 3°C/min az do
teploty 231°C, ktera zustala konstantni 10 min. Celkovy ¢as analyzy byl tedy 70 min. loniza¢ni
energie byla nastavena na 70 eV a data byla zapisovana ve “full scan mode”. Identifikace byla
zalozena na srovnani riznych molekulovych hmotnosti a retenénim case podle National
Institute of Standards and Technology Library (NIST, USA) a podle odborné literatury.

Obsah jednotlivych slozek byl vyjadien v relativnich procentech vzhledem k
naméfenym pikiim na plynovém chromatografu Agilent 7890A s plamennym ioniza¢nim

detektorem (FID) vybavenym nepolarni kolonou HP-5MS.

4.2 Mikrodiluéni metoda
4.2.1 Redici Fada

Ve standardnich 96-jamkovych mikrotitracnich desti¢kach byla ptfipravena tzv. fedici
fada. Do prvni jamky kazdého fadku se napipetovalo 200ul pfipravené antimikrobialni latky
s médiem o pocatecni testovaci koncentraci a do ostatnich jamek po 100pul média. 100ul
z prvnich jamek bylo pfenaSeno do druhych, tretich, atd. jamek, pfiCemz se vytvaiela
geometricka fedici fada (...; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16ug/ml; ...). Posledni 2 jamky kazdé tady
zustaly nenafedény, jedna jamka jako kontrola nartistu bakterii, druh4 jako kontrola sterility

(nezaockovana).

Pti testovani kombinaci 2 latek se vytvarela fedici fada obéma sméry — vertikalné i

horizontalné po mikrotitracni desticce viz obrazek 4.
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Obrazek 4: Mikrotitra¢ni desti¢ka pro testovani kombinace MER a EO - fedici fada pro MER
je vedena vertikalné, pro EO horizontalné. Hodnoty stejnych koncentraci MER 1 EO klesaji po

diagondle. K = kontrola nartistu, S = kontrola sterility.

4.2.2 Zaockovani

Inokulum bylo vytvotfeno po 18-24 h inkubaci pti 37°C. Pro zaockovani mikrotitra¢nich
desti¢ek bylo pouzito 10 ml MHB/TSB s piidavkem inokula +0,5 stupnice McFarlanda na
ptistroji McFarland Denzitometr DEN-1, ktery méfi turbiditu (zakal) roztokl. Pro nartst
planktonnich bunék byl pouZit jehlovy inokulator, pro nartist biofilmu bylo do kazdé jamky
(kromé& posledni — sterilita) napipetovano 20 pl pfipraveného inokula. Po zaockovani se

mikrotitra¢ni desti¢ky nechaly inkubovat 18-24 h pii 37°C.

4.3 Vyhodnoceni

Kazdy experiment byl proveden tfikrat ve tfech opakovanich. Z trojice vysledki byla
vzdy zapocitana stfedni hodnota — medidn, ktery urcil vyslednou MIC/BIC.

Pro stanoveni vztahu mezi dv€ma antimikrobidlnimi latkami pfi plisobeni v kombinaci
byl vypocitan FIC index (fractional inhibition concentration index; FICI), jehoz hodnota
vyjadiuje vliv jedné latky na druhou. FICI byl spocitan jako soucet FIC pro jednotlivé latky
(A,B). FIC pro A,B se spocita jako podil MIC pfi samostatném pouziti a MIC v kombinaci.

MIC(A)k . MIC(B)k
MIC (A)s = MIC(B)a

FICI je tedy dan vztahem: FICI = , kde MIC(A,B)k vyjadiuje MIC
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vybranych latek v kombinaci a MIC(A,B)s MIC téchto latek pii samostatném pouziti. Podle

FICI mizeme urc€it vztah mezi pouzitymi antimikrobidlnimi latkami podle tabulky 1.

Tabulka 1: Vliv FICI na vztahy antimikrobialnich latek v kombinaci

FICI: <0,5 >0,5-<1 >1-<2 >4
Vyhodnoceni:  synergie aditivni efekt indeference antagonismus

Tabulka 1: Hodnoty FICI pfifazené k ptislusnému vztahu dvou antimikrobidlnich latek pfi vzajemném pilsobeni. Zpracovano
podle EUCAST (2000).

Synergie je jev, kdy kombinace dvou antimikrobidlnich latek ma vyssi uCinky nez
soucet ucinkl obou latek zvlast. Aditivni efekt nastava, pokud v kombinaci jedna latka lehce
zvySuje uinky druhé latky, ale soucet efektu pfi samostatném pouziti nepievySuji. Pokud
testované latky na sebe nemaji zadny vliv a vzajemmné se nepodporuji ani neomezuji, nastava
indiference. Antagonismus je jev, kdy dvé antimikrobialni latky pouZzité v kombinaci maji na

sebe negativni vliv, popf. jedna latka siln€ potlacuje G€inky druhé latky.

4.3.1 MIC u planktonickych bunék

Vyhodnoceni u planktonickych bunék probéhlo okometricky sledovanim zakalu

v

nebyl spatfen viditelny zakal na dn€ mikrotitracni desticky.

4.3.2 BIC u biofilmovych bunék

Nartst biofilmu byl stanoven obarvenim krystalovou violeti a naslednym zméfenim
optické hustoty spektrofotometrem pii 540 nm. Po inkubaci byl obsah desticek vyklepnut do
klavovaciho pytle a desticky byly 3x proplachnuty fyziologickym roztokem (0,9% NaCl).
Nasledovalo 5 min vyschnuti a poté bylo do jamek napipetovano po 100 pl metanolu, ktery se
nechal plisobit 20 min. Opé&t prob&hlo Smin vyschnuti a napipetovalo se po 100 pl krystalové
violeti (0,5%) do kazdé jamky. Po 20 min se barvivo jemné vyplachlo sprchou vody z destic¢ek
a do kazdé jamky se pfidalo 100 pl etanolu. V jamkach, kde narostl biofilm se barvivo
nevyplavilo sprchou a po pfidani etanolu vyvstalo napovrch. Opticka hustota byla zméfena
pomoci spektrofotometru Multiscan ascent (microplate reader), s programem Ascent software

for Multiscan a vyhodnocena v programu Microsoft Excel.
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5 Vysledky

Pomoci plynové chromatografie bylo zjisténo chemické sloZeni silice Cannabis sativa
a byl analyzovan jeji antibakteridlni u¢inek proti S. aureus. Vysledky ukézaly, ze aktivita silice
proti tvorbé biofilmu je mnohondsobné vyssi nez jeji ucinek proti planktonickym buitkédm.
Mimo to byl zjistén silny synergicky antistafylokokovy efekt silice v kombinaci s desinfekénim

prostiedkem Meridasan Profi, a to jak proti planktonickym bunkéam, tak proti tvorb¢ biofilmu.

5.1 Chemické sloZeni silice Cannabis sativa

Pomoci plynové chromatografie bylo zjisténo konkrétni zastoupeni chemickych latek,
které je uvedené v tabulce 2. Nejvyssi procentualni podil predstavoval myrcen (19,28%), poté
alfa pinen (15,62%) a tfeti nejvyznaméjsi slozkou byl farnesen (8,75%). Krom¢ hodnot,

uvedenych v tabulce 2, obsahovala silice dalsi slozky v minoritnim zastoupeni.

Tabulka 2: Zastoupeni jednotlivych latek v silici Cannabis sativa ziskano pomoci plynové

chromatografie.

latka % zastoupeni ve smési latka % zastoupeni ve smési
alfa pinen 15,62 trans caryophyllen 6,62
camphene 0,34 alfa humulen 4,28
myrcen 19,28 guaiol 0,08
carene 0,51 eudesmol 0,09
limonen 0,19 farnesen 8,75
hexylhexanoate 0,03

Tabulka 2: Cannabis sativa variety Nurse Jackie byla ziskana z kvétenstvi rostliny destilaéni metodou. Procentualni zastoupeni
bylo stanoveno jako relativni zastoupeni v poméru k celkové plose vsech pikt. Identifikace byla provedena pomoci hmotnostni

spektrometrie.

5.2 Ucinky pri samostatném pouZziti
EO méla silnéjsi antimikrobidlni aktivitu proti biofilmovym bunikdm, neZ proti buitkkdm
planktonickym. Opacny tc¢inek vykazovaly MER a PEN, u kterych byla MIC proti narGstu

biofilmu vyssi nez u planktonickych bunék.
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5.2.1 Efekt na planktonické bunky

Nejsilngjsi antibakterialni aktivitu proti S. aureus vykazoval desinfek¢ni piipravek
Meridasan Profi s MIC 1 pg/ml. MIC penicilinu byla 2 ug/ml. Rostlinna silice Cannabis sativa
nevykazovala znatelnou antibakteridlni aktivitu ani v nejvyssi testované koncentraci 1024

pg/ml. Antibakterialni aktivitu vybranych latek zobrazuje tabulka 3.

Tabulka 3: MIC vybranych latek proti S. aureus (ATCC 29213) v planktonické formé

méreni bakterie MIC [pg/ml]
EO PEN MER
1. S. aureus >1024 2 1
2. S. aureus >1024 2 1
3. S. aureus >1024 2 1
median >1024 2 1

Tabulka 3: Mikrodiluéni metodou byly stanoveny MIC vybranych latek: EO, PEN a MER proti standardnimu kmenu
Staphylococcus aureus ATCC 29213 v planktonické formé&. Hodnoty jednotlivych méfeni vyjadiuji mediany tif opakovani

Vv kazdém méteni. Hodnota >1024 pg/ml vyjadiuje, Ze EO nebylo aktivni ani v nejvyssi testované koncentraci.

5.2.2 Efekt na buiky v biofilmu

Nejsiln€jsi antimikrobidlni aktivitu proti narGstu biofilmu S. aureus vykazoval opét
Meridasan Profi, BIC 2 pg/ml. Penicilin mél o jeden fad vyssi BIC oproti Meridasanu v hodnot¢
4 ng/ml. Silice Cannabis sativa inhibovala narist biofilmovych bunék pii koncentraci 256
pg/ml, coz je oproti planktonickym bunkdm vyrazné zlepSeni. Antimikrobialni aktivitu

testovanych latek proti naristu biofilmu znazoriuje tabulka 4.

Tabulka 4: BIC vybranych latek proti S. aureus (ATCC 29213) ve formé biofilmu.

méieni bakterie BIC [pg/ml]
EO PEN MER
1. S. aureus 256 4 2
2. S. aureus 512 4 4
3. S. aureus 128 8 2
median 256 4 2

Tabulka 4: Mikrodiluéni metodou byly stanoveny BIC vybranych latek: EO, PEN a MER proti standardnimu kmenu
Staphylococcus aureus ATCC 29213 ve formé biofilmu. Hodnoty jednotlivych mé&feni vyjadiuji mediany tii opakovani
v kazdém méfeni.

48



5.3 U&inky v kombinaci
Synergicky ucinek byl zpozorovéan u kombinace EO a MER jak u planktonickych forem
S. aureus, tak proti biofilmu. Kombinace EO a PEN byla u planktonickych forem indiferentni

a proti tvorvé biofilmu vykazovala aditivni efekt.

5.3.1 Efekt na planktonické bunky

Kombinace silice Cannabis sativa a Meridasan Profi vykazovala synergickou interakci
proti planktonnim formam bakterii s FICI <0,258. Indiferentni inkterakci vykazovala
kombinace EO s penicilinem, FICI <1,125. Znaménko ,,mensi“ poukazuje na EO pii
samostatném pouziti (viz kapitola 5.2.1), kdy jeho MIC byla nad hranici nejvyssi testované
koncentrace (>1024pg/ml), tudiz hodnoty FICI mohou byt nizsi, nez hodnoty uvedené v

tabulce nize. Antibakterialni aktivitu vybranych latek v kombinaci znazorfuje tabulka 5.

Tabulka 5: MIC a FICI vybranych latek v kombinaci proti S. aureus (ATCC 29213) v

planktonické formé a jejich vyhodnoceni

méieni Bakterie MIC [pg/ml] FICI
EO//IMER EO//IPEN EOQO//MER EO//PEN
1. S. aureus 16//0,25 256//2 <0,258 <1,125
2. S. aureus 16//0,25 256//2 <0,258 <1,125
3. S. aureus 16//0,25 256//2 <0,258 <1,125
median 16//0,25 256//2 <0,258 <1,125
vyhodnoceni SYNERGIE INDIFERENCE

Tabulka 5: Mikrodiluéni metodou byly stanoveny MIC kombinaci vybranych latek: PEN // EO, MER // EO proti
standardnimu kmenu Staphylococcus aureus ATCC 29213 v planktonické formé. Hodnoty jednotlivych méfeni vyjadiuji

mediany tfi opakovani v kazdém méteni.
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Vliv vybranych antimikrobialnich latek na planktonické bunky S. aureus a jejich

kombinace znazornuje graf 1.

Graf 1: Antimikrobialni aktivita vybranych latek proti S. aureus (ATCC 29213)

v planktonické formé samostatné a v kombinaci
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Graf 1: Mikrodiluéni metodou byly stanoveny MIC vybranych latek: PEN, MER a EO proti standardnimu kmenu
Staphylococcus aureus ATCC 29213 v planktonické formé. Vybrané latky byly otestovany nejprve samostatné a poté
vV kombinacich: EO//PEN a EO//MER. Pro EO byly pouzity jednotky [mg/ml], pro MER a PEN [ug/ml].

5.3.2 Efekt na buiky v biofilmu

Meridasan Profi v kombinaci s rostlinnou silici vykazoval synergicky efekt. Hodnota
FICI pro tuto kombinaci byla 0,25. Aditivni efekt byl zaznamenan u kombinace EO s
penicilinem, FICI 0,5156.

Antimikrobidlni aktivitu testovanych latek v kombinaci proti nartistu biofilmu

znazornuje tabulka 6.
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Tabulka 6: MIC a FICI vybranych latek v kombinaci proti S. aureus (ATCC 29213) ve

formé biofilmu a jejich vyhodnoceni

méieni bakterie BIC [ug/ml] FICI
EO//IMER EO//PEN EO//MER EO//PEN
1. S. aureus 8//0,25 8//2 0,1563 0,531
2. S. aureus 64//0,5 16//2 0,25 0,5156
3. S. aureus 16//0,5 64//2 0,3125 0,5
median 16//0,5 16//2 0,25 0,5156
vyhodnoceni SYNERGIE  ADITIVNI

Tabulka 6: Mikrodiluéni metodou byly stanoveny BIC kombinaci vybranych latek: PEN / EO, MER // EO proti
standardnimu kmenu Staphylococcus aureus ATCC 29213 ve formé biofilmu. Hodnoty jednotlivych méfeni vyjaduji

mediany tfi opakovani v kazdém méteni.

Vliv vybranych antimikrobialnich latek na narast biofilmu S. aureus a jejich

kombinace znazornuje graf 2.

Graf 2: Antimikrobialni aktivita vybranych latek proti naristu biofilmu S. aureus (ATCC

29213) samostatné a v kombinaci
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Graf 2: Mikrodiluéni metodou byly stanoveny minimalni koncentrace inhibujici tvorbu biofilmu (BIC) vybranych latek:
PEN, MER a EO proti standardnimu kmenu Staphylococcus aureus ATCC 29213. Vybrané latky byly otestovany nejprve
samostatné a poté v kombinacich: EO//PEN a EO//MER. Pro EO byly pouzity jednotky [mg/ml] a pro PEN a MER [pg/ml].
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6 Diskuze

Ulelem této bakalaiské prace bylo stanoveni antimikrobidlni aktivity ti
antimikrobialnich latek, desinfekéniho prostiedku Meridasan Profi, antibiotika pinicilin a
rosltinné silice Cannabis sativa a urceni antimikrobialni aktivity jejich kombinaci.

Zajimavym zjisténim bylo, ze EO vykazovalo silngjsi antimikrobialni aktivitu proti
tvorbé biofilmu, neZ proti planktonickym bunkam, ackoliv MER i PEN mély siln&jsi uc¢inky
pravé na planktonické bunky. Mize to byt zplisobeno chemickym slozenim EO nebo piimo
jednou, ¢i nékolika jeho konkrétnimi latkami. Nékteré rostlinné latky dokonce funguji jako
inhibitory systému QS (viz kap. 3.2.1.3, 3.2.1.4), napt. 2(5H)-furanon u fasy Delisea Pulchreta
nebo taxifolin u Combretum albiflorum (Banerjee a Ray, 2016), ale napi i u extraktt z Medigo
sativa, Pisum sativum, Allium cepa, Allium sativum, Lycopersicum esculentu, Medicago
truncatula a dalsich byl prokazan mechanismus inhibice QS (Lade et al., 2014). Je tedy mozné,
ze néktera z latek, obsazena v silici Cannabis sativa funguje také jako inhibitor mezibunééné
komunikace v biofilmu. Naptiklad sudie Ahmad et. al. (2014) zaznamenala anti-QS aktivitu u
latek Camphene a (-)izomer limonenu, které se vyskytuji také v nami testované silici, je tedy
mozné, ze pravé tyto latky jsou zodpovédné za inhibici tvorby QS a tedy i tvorby biofilmu.
Oproti tomu ale také uvadéji, ze alfa pinen a (+)izomer limonenu maji naopak stimulujici efekt
pro QS, takZe vysledny Ucinek silice mohou naopak zhorsit. Silny antibiofilmovy ucinek
flavonoidu, které se také v mensi mite vyskytuji v EO zaznamenali Slobodnikova et al. (2016),
a jejich mechanismus vysvétluji inhibici QS, ale i jinymi mechanismy (viz. kap. 3.3.3.2).
Antimikrobialni aktivitu silice Cannabis sativa proti planktonickym bunkam S. aureus
prokazali také Novak a kol. (2001) a antimikrobialni aktivitu rostlinného extraktu Cannabis
sativa prokazali Kaur et.al (2015) za pouziti agarové difuzni metody. Avsak vzhledem k pouziti
jiné metody nelze vysledky pfimo porovnavat s nasi praci. Esra a kol., (2012) pfi testovani
konopnych extrakti MIC stanovili ( 25-50 mmg/ml), zde je ovSem porovnani obtizné vzhledem
k pouziti polarniho rozpoustédla metanolu, z ¢ehoz lze piedpokladat velmi rozdilné chmické
sloZeni.

Studie Zhou et.al., (2011) udava antimikrobialni aktivitu jedné ze dvou ucinnych latek
Meridasanu Profi — PHMG, MIC 1,8 pg/ml. Vysledky na$i prace udavaji hodnotu
antimikrobialni aktivity pro Meridasan Profi 1ug/ml. Pfi¢inou rozdilu je s nejvetsi
pravdépodobnosti ptidavek druhé G¢inné latky do piipravku — alkyl(C12-C16)

benzyl(dimethyl)amonium chlorid. Na obalu ptipravku Meridasan Profi (500ml) je uvedeno,
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ze se jednd o ,,Bezchlorovy desinfekéni prostfedek®, coz je znacné zavadéjici informace
vzhledem Kk obsahu G¢inné latky na bazi chloru.

MIC penicilinu proti planktonické formé S. aureus byla dle nasich vysledkt 2 ug/ml a
ve srovnani s tabulkami CLSI (2012) tedy odpovida standardnimu rozmezi 0,25 — 2 ug/ml. Pro
kontrolu mtizeme tedy fici, Ze metoda byla provedena spravné.

Synergie mezi EO a MER jak proti planktonnim, tak biofilmovym formam S. aureus je
zajimavym vysledkem této prace. Stejné jako nékteré slozky EO mohou inhibovat QS, mohou
také zptisobovat synergii s jinymi latkami. Hermann a Wink (2011) zaznamenali synergickou
cytotoxickou aktivitu alfa pinenu s aescinem nebo glycyrhizovou kyselinou, je tedy mozné, ze
prave alfa pinen zptsobuje synergii u EO. Russo (2011) uvadi, ze synergie nastavaji také mezi
jednotlivymi slozkami silice Cannbis sativa. Jedna se zejména o synergie fytokanabinoidu
s terpenoidy, napiiklad THC s latkami limonen, pinen, caryophyllen nebo kanabidiol
s limonenem.

Silice Cannabis sativa se timto vyzkumem stava potencialné vyuzitelna pro zvyseni
ucinkd desinfekéniho prostfedku Meridasan Profi. Pokud by se z ekonomického hlediska
vyplatilo kombinovat tyto dvé latky v praxi, mohlo by to vést k zavedeni nového desinfekéniho
prostiedku Meridasan s pfidavkem konopné silice. Pokud EO vykazuje synergicky efekt
s MER, je pravdépodobné, Ze bude vhodnym prostiedkem pro kombinaci také s jinymi
antimikrobialnimi latkami. Naptiklad pokud by se synergie prokazaly u nekterych antibiotik,
mohlo by to vést k zavedeni jejich kombinaci s EO (popf. jeho izolovanych slozek) a tim 1
dalsimu pokroku ve farmaceutickém primyslu. Vzhledem K naristajici resistenci bakterii k
bézné pouzivanym antimikrobidlnim latkdm je vyhodné pouziti rostlinné silice v samostatném
pouziti i v kombinaci s jinymi latkami, protoze resistenci k nim bakterie je$té nemaji tolik
vyvinutou.

Pfedmétem dalSich vyzkumu je také stanoveni antimikrobialni aktivity EO samotné a
Vv riznych kombinacich s jinymi latkami proti dalsim bakteriim, zejména gram-negativnim

jako jsou E. coli, Salmonella spp., Pseudomonas spp. a dalsi.
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[ Zavér

Knaplnéni cili této bakalafské prace byla nastinéna problematika bakterii, byla
provedena podrobnéjSi analyza bakteridlnich biofilml a jejich schopnost resistence
k antimikrobialnim latkdm a jako havnim cilem byly stanoveny minimalni inhibi¢ni
koncentrace vybranych latek, penicilin, Meridasan Profi a silice Cannabis sativa a jejich
kombinaci. Silice Cannabis sativa ma jako piirodni antimikrobialni latka velky potencial
v praktickém vyuziti, zejména proti tvorbé bakterialnich biofilmi a v kombinaci s jinymi
antimikrobialnimi latkami. Bakterie ziskdvaji postupem cCasu resistenci na dnes jiz hojné
uzivana antibiotika a musi se vynalézat dal$i formy a kombinace antimikrobialnich latek, které
budou stale u¢inné a jednim z té€chto zdroju jsou praveé piirodni rostlinné silice. Synergicky
efekt, ktery byl spozorovan pii kombinaci silice Cannabis sativa s Meridasanem Profi je
vyznamnym poznatkem nejen v podminkach in vitro, ale také pro potencialni praktické vyuziti

ve vyrobé desinfek¢nich prostredki.
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