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Aktivita rostlinnych latek proti bakterialnim biofilmiim

Souhrn

cey

Bakterialni biofilmy jsou pfisedlé kolonie bakterii, 1iSici se od planktonicky zijicich bunék
zvySenou rezistenci vuci vnéj§im faktoram. Biofilmy mohou byt tvofeny patogennimi
bakteriemi, které byvaji pfi¢inou kontaminaci v potravinatském primyslu, medicin¢ a dal§ich
oborech. Krom¢ ohrozeni vefejného zdravi jsou biofilmy pfic¢inou velkych ekonomickych
ztrat nejen v potravinarstvi, ale 1 v dalSich odvétvich primyslu, kde zpisobuji nejcastéji
korozi a snizuji tepelnou vyménu. Proto je studium vyvoje novych metod eliminace biofilmu
pfedmétem zajmu jak v medicing, tak v potravinafstvi. Snizena citlivost bakterii vede védce
celého svéta k pokusim vyuziti antimikrobidlnich latek rostlinného plvodu, které by

v budoucnu mohly ptfedstavovat alternativu pro aplikaci antibiotik.

Tato diplomova prace je zaméfena na patogenni bakterii Staphylococcus aureus (S. aureus),
kterd se vyznacuje svou schopnosti tvorit biofilmy a ktera je plvodcem alimentarnich

onemocnéni zpisobenych produkei enterotoxinu.

V prvni, ¢asti této diplomové prace je charakterizovan bakteridlni druh S. aureus, popsana
problematika bakterialnich biofilmii a moznosti jejich detekce a eliminace. Druha ¢ast této
prace je vénovana laboratornim pokusim. Cilem této diplomové prace je vyhodnoceni
aktivity vybranych rostlinnych latek (antrachinon-2-karboxylova kyselina, arbutin a
hydrochinon) proti tvorbé biofilmu S. aureus za pouziti modifikované mikrodilu¢ni metody in
vitro. U vsech tfech testovanych latek byl zjistén inhibi¢ni u¢inek proti tvorbé biofilmu pfi

koncentraci 64 pg/ml, coz je stejna hodnota jako u pouzitého kontrolniho antibiotika.

Klicova slova: Biofilm, bakterie, Staphylococcus aureus, rostlinné latky, antimikrobialni.



Activity of plant derived compounds against bacterial
biofilms

Summary

Bacterial biofilms are sessile colonies which are different from planktonic cells by increased
resistance to external factors. Biofilms can be formed by pathogenic bacteria causing
contamination particularly in food industry and in medicine. Beside the threat to public health,
bacterial biofilms represent serious economic losses not only in the food industry but also in
other sectors of industry where they cause corrosion and reduce the heat transfer. That’s why
the study of this topic represents the object of interest both in medicine and in food industry.
Decrease of the bacterial sensibility to drugs leads the world’s scientists to experiment with
use of antimicrobial plant derived compounds. These compounds could represent an
alternative of antibiotic therapy. This master thesis is focused on pathogenic bacterium
Staphylococcus aureus (S. aureus) which is known for its ability to form a biofilm and which
is responsible for numerous food intoxications caused by production of staphylococcal

enterotoxins.

In the first part of this thesis, the bacterial species S. aureus is characterized and the
problematic of bacterial biofilms and the possibilities of their detection and elimination are
described. The second part reports laboratory experiments. The aim of this thesis is to
evaluate the activity of selected plant-derived compounds (anthraquinone-2-carboxylic acid,
arbutin and hydroquinone) against biofilm formation of S. aureus using a modified
microdilution method in vitro. The inhibitory effect of all three tested compounds against
biofilm formation was observed at the concentration of 64 ug/ml, which is the same value as

was detected in case of control antibiotic.

Keywords: Biofilm, bacteria, Staphylococcus aureus, plant derived compounds,

antimicrobial.
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1 Uvod

Biofilm je definovan jako spoleCenstvi mikroorganismu (bakterii, kvasinek a plisni) pfisedle

Zijicich a produkujicich extracelularni materii polymernich slou¢enin. Tento proces je zcela

pfirozeny, davajici mikroorganismiim zvySenou odolnost proti vnéj§im podminkam.

Tato spolecenstvi mikroorganismt jsou ubikvitarni a nachdzeji se jak na biotickych tak
abiotickych povrsich. Biofilmy mohou obsahovat jeden nebo vice druhG organismi.
V piipadé druhové heterogenity tyto organismy vzajemn¢ symbioticky koexistuji.
Extracelularni materie produkovana buitkami v biofilmu je tvofena zejména polysacharidy,
bilkovinami, lipidy a nukleovymi kyselinami. Pravé pfitomnost této materie a latky v ni
obsazené jsou zodpovédné za odlisné chovani bunék v biofilmu. Tou hlavni zménou je az
1000 krat vyssi odolnost proti antimikrobialnim latkam oproti planktonickym bunkam, které
Ziji v tekutém médiu. Krom¢ snizeni citlivosti vii¢i chemickym latkam jsou buiiky v biofilmu
mnohem odolngjsi proti mechanickému poskozeni ¢i UV zafeni. Z toho divodu je jejich

eliminace velice slozita.

ey

Pfirozenym prostiedim jsou pro bakterialni biofilmy vodstva, puda a zijici organismy.
Biofilmy jsou vSak pfitomné i1 v antropogennich prostfedich. Zde ma jejich pfitomnost ve
vetsing piipadl negativni dopad. AvSak bez schopnosti bakterii tvofit biofilmy by nase
planeta nevypadala jako dnes. Mezi pozitivni piiklady pfitomnosti biofilmt patii hlizkaté
bakterie fixujici vzdu$ny dusik ¢i stfevni mikroflora zvifat i lidi. V pramyslu se biofilmy
vyuZivaji v oboru bioreaktorti pro ziskavani rliznych metaboliti ¢i transformaci substratu.
Bohuzel tvorba biofilmu v primyslu zptsobuje také obrovské finan¢ni ztraty, jelikoz dochazi
ke korozi a snizeni pfenosu tepla naptiklad pii pasterizaci atp. Kromé ekonomickych ztrat je
tu ale i zdravotni dopad. Bakterie Zijici ve form¢ biofilmu jsou potencidlnim loZiskem
kontaminace, coz je problematické zejména v potravindiském primyslu a zdravotnictvi.
Zvysena odolnost bunék v biofilmu zptsobujici jejich slozitou eliminaci predstavuje vysoké
riziko v nemocni¢nim prostfedi. Odolnost biofilma reflektujici ve zvySeni rezistence
Kk antibiotikim zpasobuje, ze tyto infekce se velice obtizn¢ 1é¢i. Proto je studium
problematiky biofilmil v soucasnosti na vzestupu, jelikoz je tfeba nalézt nové metody, které
by umoznily jejich snadn&jsi regulaci. Jednou z moznosti se zda byt aplikace rostlinnych

latek, které by mohly byt jednim z feSeni pro eliminaci biofilmi z riiznych prostredi.



2 Hypotéza

Na =zaklad¢ jiz ovéfené antimikrobidlni aktivity vybranych rostlinnych latek je

pravdépodobné, Ze nékteré tyto latky budou ucinné i proti ristu bakterialnich biofilma.
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3 Cil prace

Cilem diplomové prace je vybrat vhodné anitmikrobidlni latky rostlinného ptivodu a otestovat
jejich schopnost inhibice tvorby bakteridlniho bioifilmu. Cilem literarni reSerSe je priblizit
problematiku biofilmi se zaméfenim na bakterii S. aureus, jako c¢astého puvodce

bakteridlnich biofilmi v potravinafském priimyslu a zdravotnictvi.
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4  Literarni reSerse

4.1 Staphylococcus aureus

Nazev tohoto mikroorganismu (MO) je tvofen slovem feckého pivodu ,,Staphyle (hrozen) a
,»kokkos* (semeno, jadro), ktery byl jiz diive pouzit pro pojmenovani bakterii kulovitého
tvaru. Slovo ,,aureus” pochazi z latiny a charakterizuje zlaté zbarveni kolonii zptuisobené

endogenni produkei karotenoidi (Marshall a Wilmoth, 1981).

4.1.1 Historie

S. aureus byl poprvé popsan ve Skotsku roku 1880 A. Ogstonem, glasgowskym chirurgem, a
to ve spojitosti se zdnéty povrchovych poranéni. Svou teorii potvrdil pokusem, kdy injekéné
aplikoval hnis ze zdnétu do pokusného morcete a mysi, ¢imz dokéazal vztah mezi pfitomnosti

mikrokoka a vznikem zanétu v misté vpichu (Ogston a Witte, 1984).

4.1.2 Morfologie

S. aureus je kulovitého tvaru, dosahuje rozmért v praiméru 1 um (Somerville a Proctor, 2009)

a zpravidla se vyskytuje v parech nebo ve shlucich hroznovitého tvaru (Forsythe, 2010).

Stafylokokovy bunéény povrch je komplexni struktura tvofena bunéénou membranou a
bunécnou sténou z peptidoglykanu, teichoové kyseliny a polysacharidi. Bunééna membrana,
jako vSechny jiné, pfedstavuje hranici oddélujici vnéjsi prostor a cytoplazmu. Membréna je
tvotena dvojitou vrstvou fosfolipidi a velkym mnozstvim bilkovin zodpovédnych za transport
latek dovnitf a vné. Dalsi majoritni slozky membrany jsou karotenoidy a glukolipidy.
Buné¢na sténa S. aureus je tvofena peptidoglykanem, makromolekulou, ktera tvofi stavebni
jednotku trojdimensiondlni sité¢ zodpoveédnou za pevnost bunécné stény. Kyselina teiochova
zasahuje i do autoregulacnich mechanismt, hydrofobicity bunécného povrchu a mechanismu

tvorby biofilmi (Somerville a Proctor, 2009).

4.1.3 Fyziologie

S. aureus je gram-pozitivni, fakultativné anaerobni, nepohyblivy kok vyskytujici se v mnoha
biotypech (Smith a kol., 2009). Jeho organismus produkuje Sirokou $kalu virulentnich faktorda
(stafylokinasy, hyaluronidazy, fosfatazy, koagulazy, hemolysiny), které jsou nezbytné Kk
docileni kolonizace, vstupu do buriky, ¢erpani zivin z hostitele atp. Souc¢asti metabolismu je i

produkce karotenoidd, jehoz produktem je zlaté zbarveni kolonii (Ray a Bhunia, 2014).
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S. aureus je fakultativni anaerob, ale jeho rust je rychly i v aerobnich podminkéch. S. aureus
produkuje toxiny nazyvané enterotoxiny, které jsou termostabilni, avSak vyssi teplotou je
burika rychle zabita (Dess = 0,2 — 2 minuty) (Forsythe, 2010).

Rast S. aureus na (v) potravinach a s nim souvisejici produkce toxinu zavisi na mnoha
faktorech: pH, aktivita vody (aw), mikrobialni kompetice. Dale se rist S. aureus odviji od
zpusobu zpracovani a skladovani potravin: pfidané konzervacni latky, teplota a zptisob
skladovani, mrazeni, zptisob baleni, vlhkost. VétSina alimentarnich patogent, stejné tak jako
S. aureus jsou mezofilni s optimdlnim ristem okolo 37 °C. Pfesto si schopnost rtstu
zachovava pfi §ir§im rozpéti teplot (7 — 48,5 °C). Proto by vSeobecné pouzivana chladirenska
teplota neméla prekrocit 7 °C, aby byla limitovana moznost nezadouci proliferace. VSeobecné
jsou potraviny s pH pod 4,5 povazovany za tolerantni vii¢i potravinovym patogentim. Avsak
S. aureus roste pii pH 4,2 — 9,3. VSechny mikroorganismy také potiebuji volné vazanou vodu,
jinak je jejich rist zpomalen anebo Uplné zastaven. S. aureus je vSak jednou z nejvice
tolerantnich bakterii k nedostatku vody, a udava se, Ze je schopen replikace i pii aw 0,83.
Dalsi charakteristikou S. aureus je tolerance k vysoké koncentraci soli (az 15 %) (Gustafson a
kol., 2014).

Tabulka 1. Vnéjsi faktory ovliviujici rust S. aureus

T (°0) pH aw Atmosféra
Optimum pro rist 37 6-7 0,98 Aerobni
Rozpéti podminek pro 0,83-0,99 (aerobng)
7-48 4-10 Aerobni — anaerobni
rist 0,90-0,99 (anaerobng)

(Pawsey, 2002)

4.1.4 Ekologie

S. aureus se dobife dafi v suchych podminkach (Langsrud a kol., 2009). Vyskytuje se ve
vzduchu, prachu, odpadnich vodach, vodé, primyslu, na lidech i1 zvitatech (Forsythe, 2010)
S. aureus je bakterie nachazejici se bézné na slizniénich membranach, dychacich cestach a
kazi ¢lovéka a dalsich teplokrevnych zivocichd. S. aureus je ptitomen i v zanétech vzniklych
poranénim ktize (Ray a Bhunia, 2014). Tato bakterie byla téz izolovana z Cetnych prostiedi
(lidska obydli, nemocni¢ni zafizeni ¢i potravinaiska provozy) a skupin potravin (Cerstvé a
zmrazené maso, ryby, syrové mléko ¢i zpracované potraviny urcené k piimé konzumaci)

(Pawsey, 2002; Langsrud a kol., 2009).
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4.1.5 Epidemiologie

Lidé a dalsi savci jsou piirodnim rezervoarem S. aureus s tim, Ze mohou byt pienaseci, aniz
by doslo kinfekci pfitomnosti bakterie v jejich organismu. Tito jedinci jsou nazyvani
zdravymi prenaSeci (Silbergeld a kol, 2008). S. aureus se nachdzi na kazi a povrchu sliznic
(Kooistra-Smid a kol, 2009). U ¢loveka je nejcastéjsim mistem vyskytu tohoto koku prostor
nosohltanu (zejména v jeho piedni Casti) a hraze (oblast mezi kone¢nikem a genitaliemi).
K bakteridlni kolonizaci dochdzi zejména pii naruseni kozni bariéry vlivem poranéni nebo
napiiklad Gastého myti. Clovék se mize poprvé setkat se S. aureus jiz pii porodu a nasledné
muze dojit k jeho rozsifeni mezi dalsi ¢leny rodiny novorozence. Pienos probihd piimym
kontaktem s bacilonosi¢em. Kolonizace mize byt pfechodna nebo trvala (Chambers, 2001).
Co se vyskytu S. aureus Vv prostoru nosnim tyka, Kooistra-Smid a kol. (2009) uvadi, ze 10 —
35 % populace jsou trvalymi pienaseci, u 20 — 75 % populace se vyskytuje S. aureus

a 5 az 50 % populace nikdy nebyli kolonizovani S. aureus v nosni duting.

Odhaduje se, ze 30 — 50 % lidské populace je kolonizovéano S. aureus, aniz by u nich doslo
k rozvoji infekce (Noble a kol, 1967; Chaibenjawong a Foster, 2011; Sleiniute a Siugzdaite,
2015; Forsythe, 2010). Incidence je jest¢ vysSi u jedincd piichazejicich do kontaktu
s infikovanymi v nemocni¢nim prostfedi. S. aureus mize zpiisobovat Sirokou S$kalu nemoci
a potizi jako jsou kozni infekce, infekce vnitinich organti nebo potravinové otravy (Langsrud
a kol., 2009).

4.1.5.1 Alimentarni intoxikace

Zatyto intoxikace je zodpovédny stafylokokovy toxin zvany enterotoxin. Symptomy
intoxikace se objevuji 1-8 hodin po poziti kontaminované potravy a zahrnuji slinéni,
zalude¢ni nevolnosti, zvraceni, bfiSni kiece, prijem. V nékterych piipadech je otrava
doprovazena bolestmi hlavy, svalovymi kieCemi nebo zménami krevniho tlaku a tepu. Pribeh
muze byt velmi rychly a akutni, ale je ovlivnén mnozstvim pozité kontaminované potraviny,
mnozstvim toxinu Vv potraving a zdravotnim stavem jedince (Forsythe, 2010). Postizeny se
vSak zotavuje relativné rychle (za 1-2 dny) a imrtnost je nizka. S. aureus je povazovan za
jednoho z nejfrekventovanéji se vyskytujiciho ptivodce alimentarnich onemocnéni (Langsrud
a kol., 2009). Gustafson a kol. (2014) uvadi, Ze stafylokokové otravy tvorily pfed n€kolika
desetiletimi az 25 % vsech potravinovych otrav. Jako ptiklad lze jmenovat piipad z Japonska
zroku 2000, kde doslo k otravé 13 000 osob konzumaci kontaminovaného mléka (Asao
a kol., 2003).
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K otravé dochazi v piipadé poziti okolo 400 ng enterotoxinu Vv kontaminovaném jidle

zdravym dospélym jedincem (Forsythe, 2010).

Zdrojem kontaminace ve vyrobnim procesu mtize byt surovina, prostfedi nebo i1 Clovek
(Stastkova a kol., 2012). Piimy (pfes ruce) a nepiimy (pfes kuchyiiské nacini) pienos
S.aureus na nekontaminované potraviny pfipravené ke konzumaci je klasickym
a nejCastéjSim zptusobem kontaminace. VétSinou jsou otravy zplsobeny nedostatecnym
tepelnym zpracovani, kdy neni potravina vystavena teploté nad 60 °C po uspokojivou dobu,

anebo neni dostatecné rychle vychlazena pod 7,2 °C (Forsythe, 2010).

Skupiny potravin, které jsou zpravidla kontaminované, byvaji: maso a masné vyrobky, vejce,
salaty (tundkovy, vaje¢ny, kuieci), peCivo a cukraiské vyrobky, bagety, mléko a mlécné
produkty (Forsythe, 2010). Cerstvé potraviny obsahuji enterotoxin méné &asto, jelikoz
S. aureus nevykazuje vysokou kompetici vici jinym MO, a proto byvd jeho rist ve

spoleCenstvi vice druhtt MO potlac¢en (Ray a Bhunia, 2014).

4.1.5.2 Infekce asociované se stafylokokovym biofilmem

Schopnost ristu ve formé¢ biofilmu zvySuje ochranu S. aureus proti imunitni odpoveédi
hostitele, antibiotikiim a dal$im antibakterialnim latkam (Arciola a kol., 2012). Biofilmy jsou
spojovany s persistentnimi infekcemi (Barsoumian a kol, 2015). Vznik téchto infekci je
asociovan zejména s umelymi ndhradami vpravovanymi do lidského téla, jako jsou cévni
a ortopedické protézy, kardiostimulatory, ale také riizné katetry (cévni, moc¢ové). Cetnost
vzniku periprostetickych infekci se pohybuje mezi 1,5 az 2,5 % u kycelnich a kolennich
nahrad (Huseby a kol., 2010). S. aureus byva také Castou pii¢inou infekci plic u pacientl
s cystickou fibrézou (Gupta a kol., 2016b).

Bakterialni infekce jsou hlavni pfi¢inou tumrti v nemocnicich a mnoho z téchto infekci mize
byt ptisouzeno S. aureu (Kiedrowski a Horswill, 2011). Odhaduje se, ze az v80 %
bakterialnich infekci jsou zapleteny biofilmy (Huseby a kol., 2010). Dale vznik biofilmu
zpusobuje vazné problémy pii hojeni feznych ran, odfenin a popdlenin (Barsoumian a kol.,
2015). S. aureus a jeho biofilm je také ptivodcem onemocnéni jako je osteomyelitida,

endokarditida ¢i septicka artritida (Boles a Horswill, 2011)
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Existuji dvé moznosti, jak mize dojit ke vzniku biofilmu v lidském téle. Prvni variantou je
vpraveni jiz kontaminovaného télesa. Druhou moznosti je infekce vznikla docasnou

bakteriemii a nasledna adheze a rust bakterii na tkani hostitele (Huseby a kol., 2010).

Lécba infekei zptisobujicich tvorbou biofilmu je velice obtizna a zada si vysoké davky nebo
ruzné kombinace vice druhli antibiotik, a v nékterych piipadech i vyjmuti implantatu z téla

(Barsoumian a kol., 2015).

4.1.6 Produkce toxinu

Stafylokokové enterotoxiny (SE) jsou skupinou rozpustnych (Ray a Bhunia, 2014),
termostabilnich sloucenin s molekulovou hmotnosti mezi 26 000 a 30 000 Da. SE jsou odolné
vici gastrointestinalnim protedzam (Gustafson a kol., 2014) a jsou rozdéleny dle sérologie
na nékolik typi: od SEA az SEE a od SEG az po SEQ, s tim, ze existuje nékolik subtypt pro
toxin SEC. Celkem existuje 21 riznych SE (Ray a Bhunia, 2014). Schopnost produkovat SE

Ize prokazat asi u poloviny kmenii S. aureus izolovanych z potravin (Stastkova a kol., 2012).

Rizné studie ukazuji, Ze vSechny SE vyvolavaji u konzumentl intoxikaci z potravin
(Stastkova a kol., 2012). SEA je nejb&znéjsim toxinem spojovanym s alimentarnimi otravami,
u nichZ tvoii az 77% podil. Druhym nejcastéjSim je SED a SEB. SEB je stabilnéjsi nez SEA
abyl dokonce povazovan za potencialni zbran bioterorismu. Tyto toxiny jsou vysoce
termostabilni (Dgg2 = > 2 hodiny), tudiZ jsou velice rezistentni vii¢i kulinafskému zpracovani
a také vaci proteolytickym enzymtim. ES jsou asociovany s TSS, otravami z jidla, ale také
salergickymi a autoimunitnimi onemocnénimi (Forsythe, 2010). Nejcastéji dochazi
K produkci toxini na substratu s vysokym obsahem bilkovin, ktery byl ponechan delsi dobu

pii pokojové teploté (Ray a Bhunia, 2014).

Tabulka 2. Vngjsi faktory ovliviiujici produkci enterotoxind

T (°C) pH aw atmosféra
Optimum pro produkci

40-45 7-8 0,98 Aerobni (5-20% Oy)
toxind
Rozpéti podminek pro 0,87-0,99 (aerobng)

10-48 4,5-9,6 Aerobni - anaerobni
produkci toxint 0,92-0,99 (anaerobng)

(Pawsey, 2002)
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4.2 Biofilm

V pfirodé 1 v potravinafstvi a dalSich odvétvich se MO (bakterie, kvasinky, plisn¢)
ptichytavaji k podkladim, rostou a tvofi kolonie (Forsythe, 2010). Biofilmy jsou rostouci
systémy mikroorganismu liSici se od planktonickych bun¢€k schopnosti zvySené obrany proti
vnéjSim Cinitelim (Shi a Zhu, 2009). Ve vhodnych podminkéach, se skoro vSechny
mikrobidlni buiiky mohou zachytnout k pevnému podkladu a odolavat vnéj$im podminkam,
¢ehoz dosahuji diky pfichytnym ustrojim na povrchu svého téla a diky schopnosti produkovat

extracelularni polysacharidy (Ray a Bhumia, 2014).

Jednoduseji si lze biofilm pfedstavit jako sliz, ktery vznika disledkem mnoZeni buné&k
a produkce polymerni lepivé materie a ktery je zodpovédny za zvySeni odolnosti
mikroorganismu, uzavienych v tomto pfirozen¢ se tvoficim utvaru. Biofilm je tedy definovan
jako prisedlé spolecenstvi mikrobu charakteristické bunikami, které jsou spojeny s povrchem,
zapouzdiené v matrix extracelularnich polymerickych latek (EPS), a projevujici se
pozménénym fenotypem ve vztahu k expresi gentl, syntéze metabolitd a rustu (Cloete a kol.,
2009).

4.2.1 Historie

Pies pomém¢ dlouhou historii mikrobiologie nebylo studium bifilml pfedmétem zajmu
védcl, jelikoZz se vétSina tehdejSich mikrobiologii zabyvala studiem planktonickych bunék
(Hoiby, 2014). Az v roce 1923 se biofilmy opét dostaly do povédomi védecké vefejnosti.
V tomto roce E. C. Angst publikoval sva pozorovani ponofenych casti lodnich trupt
pokrytych slizem, ktery je tvofen bakteridlnim biofilmem a ktery je zodpovédny za koroze
téchto ¢asti lodi (Shi a Zhu, 2009). Hoiby a Axelsen roku 1973 poprvé popsali biofilm
v prostiedi mediciny, a to mikroskopovanim vzorka ziskanych z plic pacienti s cystickou
fibrézou, kteti trpé€li chronickou infekci Pseudomonas aeruginosa (Hoiby, 2014). Hoiby
(2014) dale tvrdi, ze termin biobilm byl poprvé uzit ve studii Macka a kol. (1975). Presto byla
teorie vzniku biofilml poprvé popséna az roku 1978 J. W. Costertonem (Blaschek a kol.,
2007). V 80. letech 20. stoleti byly biofilmy pozorovany jiz V mnoha ruznych prostiedich,
jako jsou naptiklad zafizeni na vyrobu octu, primyslova potrubi nebo také télni implantaty

(Shi a Zhu, 2009).
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4.2.2 Slozeni

Biofilm se sklada z zivych a odumfelych bunék, které jsou ptichycené k povrchu pomoci
polyaniontovych extraceluldrnich polymernich slouc¢enin (EPS), které jsou primarné slozené

Z polysacharida, proteint, lipidi, kyseliny teichoové a nukleovych kyselin (Forsythe, 2010).

Az 97 % matrice biofilmu je slozeno z vody. Ta se nachdzi v buitkach a extracelularnich
prostorech. Mnozstvi bunécného materialu uvnitt biofilmu je velice variabilni a pohybuje se
od 2 do 15 %. Polysacharidy, proteiny, DNA a RNA jsou zastoupeny rovnomeérng, a to
v priméru mezi 1 a 2 % (Sutherland, 2001). Flemming a Wingender (2010) tvrdi, Ze MO

Vv biofilmu ¢itaji méné jak 10 % suSiny.

»Cementem®, ktery je zodpovédny za pevnost biofilmu a ktery podminuje jeho trojrozmérnou
strukturu, je pravé EPS liSici se svym chemickym slozenim v zavislosti na typu organismu,
ktery ho vylu€uje a na typu substratu, ktery ma k dispozici (Whitehead a Verran, 2015). EPS
tedy zvySuje mechanickou stabilitu, kterd umoziuje predevsim odolavat silam stiihu a smyku
Dalsi funkci EPS je zadrzovani vody zprostifedkované genezi vodikovych vazeb (Blaschek
a kol., 2007).

Hlavni slozkou EPS je voda, ktera piedstavuje 80 — 90 % jejich celkové masy (Cloete a kol.,
2009). Flemming a Wingender (2010) vsak tvrdi, Ze obsah vody V extracelularni materii
prevysuje 90 %. Susina EPS je tvofena 85 — 98 % organickych latek (Cloete a kol., 2009).

Mnozstvi vylu€ované EPS zavisi na mnozstvi pfitomnych Zivin. Syntéza EPS je podpofena

nadbytkem zdroje uhliku s niZ§im obsahem dusiku, drasliku a fosforu (Blaschek a kol., 2007).

Majoritni frakci EPS jsou polysacharidy — linearni nebo rozvétvené slouceniny o molekulové

hmotnosti 0,5 x 10° — 2 x 10° Da (Flemming a Wingender, 2010).

Mnozstvi extracelularnich proteinli miize prevysit obsah polysacharidi. Mezi tyto proteiny
fadime enzymy a strukturdlni proteiny. Enzymy pfitomné v EPS souviseji s degradaci
biologickych sloucenin, jak rozpustnych ve vode¢, tak i nerozpustnych (celuléza, chitin nebo
lipidy). Pfitomnost téchto enzymu déla z EPS externi travici systém, ktery $tépi biopolymery
na slouceniny o niz8§i molekulové hmotnosti, které jsou nasledné pouzity bakteriemi jako
zdroj zivin. Nékteré enzymy se také podileji na degradaci vlastni EPS, ¢imz je umoznéno
odlouceni ¢asti biofilmu a kolonizace okoli. Strukturdlni proteiny se podileji na stabilizaci

struktury, kde naptiklad upeviiuji vazby mezi buitkami a EPS (Flemming a Wingender, 2010).
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Nedilnou slozkou je extracelularni DNA (eDNA), kterd je u S. aureus, oproti jinym druhtim
bakterii, velice dulezitou slozkou. Pivodné¢ eDNA byla povazovéna za rezidualni material
pochazejici z 1yze bungk, ale pozdé&ji byla alespon ¢astecné vysvétlena funkce jeji piitomnosti
v EPS (Flemming a Wingender, 2010). Piesto se o eDNA stiale mnoho nevi, a proto je v
soucasnosti jeji studium predmétem intenzivniho vyzkumu (Arciola a kol., 2012). eDNA je
vyznamna ve vSech fazich tvorby biofilmu — adheze, maturace, disperze (Mann a kol, 2009).
eDNA se také podili na strukturalni pevnosti biofilmu a antibiotické rezistenci indukované

expresi genll zodpovédnych za odolnost viici ATB (Arciola a kol., 2012).

Extracelularni polysacharidy, proteiny a DNA jsou vysoce hydratované hydrofilni molekuly,
ale EPS vykazuje i hydrofobni charakter, a to diky lipidim a surfaktantim (povrchové aktivni
latky snizujici povrchové napéti). Ty se podileji na vsech fazich tvorby biofilmu. Uvnitf
biofilmu umoziuji disperzi hydrofobnich latek. Jsou ¢asto lokalizovany na povrchu biofilmu,
kde udrzuji povrchové napéti a podileji se na vymeéné plynii ¢i absorpci hydrofobnich latek

(Flemming a Wingender, 2010).

Je podstatné uvézt, Ze bakterie, jejichZ metabolismus neumoziiuje tvorbu EPS, nemohou tvofit

biofilm (Blaschek a kol., 2007).

Tabulka 3. Zastoupeni slozek v materii biofilmu

Slozka % z materie
Voda Az 97
Mikrobiélni bunky 2-5
Polysacharidy 1-2
Proteiny <l1-2
DNA a RNA <1-2

(Sutherland, 2001)

4.2.3 Vznik biofilmu

Existuje nékolik mechanismi, jak se mikroby dostavaji do bezprostiedniho kontaktu
s povrchem, pevné se k nému pfichyti, vzajemné interaguji a rostou v komplexni strukturu

(Simoes a kol., 2010).

Bakterie maji schopnost ,,vycitit“ jisté environmentalni signaly (pH, teplota, koncentrace
kysliku, dostupnost Zeleza), které jsou spoustéem pro piechod z planktonické formy ristu do

formy biofilmu. Tvorba biofilmu se sklada z fady fyzikalnich, chemickych a biologickych
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procesu (Guta a kol., 2016) a je podminéna velkému mnozstvi proménnych, jako jsou mimo
jiné: bakterialni druh, vné&jsi faktory, genom bakterie nebo vlastnostem povrchu (Cloete,
2009).

Tabulka 4. Dulezité faktory ovlivitujici adhezi bunék k povrchu

Podklad Prostiedi Buiika

Textura a hrubost Rychlost proudéni Hydrofobnost
Hydrofobnost pH Extracelularni organy
Chemické slozeni Teplota EPS

Naboj Kationty Signalni molekuly

Pfitomnost antimikrobialnich latek

Dostupnost zivin

(Simoes a kol., 2010)

4.2.3.1 Adheze

Adheze bakterii k povrchu je fyzikalné-chemicky proces uréeny slabymi vazbami jako jsou
elektrostatické ¢i van der Waalsovy sily (Van Houdt a Michiels, 2010). Vlastni pfichyceni

bakterii k podkladu mtize byt rozdéleno do dvou fazi: primérni a sekundérni.

PRIMARNI

Béhem procesu primdrniho pfichyceni musi byt buiika dopravena do bezprostfedni
vzdalenosti od povrchu. Rozhrani pevného a kapalného skupenstvi podkladu a tekutiny
(naptiklad voda nebo krev) je idealnim prostiedim pro pfichyceni a rist MO (Donlan, 2002).
Nékteré druhy maji schopnost pohybu a proto je jejich doprava na misto vzniku biofilmu
usnadnéna naptiklad chemotaxi (Cloete, 2009). V tomto piipadé se jedna o aktivni adhezi
(Srey a kol, 2013). V prvni etapé adheze jsou podstatné zejména fyzikalni sily (Gupta a kol.,
2016b). Jakmile se bunka nachazi v kritické vzdalenosti od povrchu, tak pokracovani zavisi
na pritazlivych a odpudivych silach vyvolanych mezi dvéma povrchy (podkladu a bakterie)
mezi néz se fadi elektrostatické, hydrofobni a van der Waalsovy sily. Tyto interakce jsou vsak
stale nestabilni a proto mize dojit k odd€leni bunky od povrchu. V této fazi ptichyceni,
planktonické buitky mohou interagovat s jinymi jedinci stejného ¢i odliSného druhu, coz dava
vzniknout agregatim, které maji vyznam ve findlnim druhovém slozeni biofilmu (Cloete,
2009).
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SEKUNDARNI

V tomto stadiu dochazi k finalnimu zakotveni bun¢k k povrchu za vzniku molekularné
zprostiedkovanych vazeb mezi specifickymi adheziny (molekuly umoziujici bunécné
kontakty) a povrchem. Tyto adheziny jsou ve skuteCnosti receptorové specifické ligandy
umisténé na vné&jSich aparatech bun¢k (pili, fimbrie, fibrily), zprostiedkovavajici spojeni
(Cloete, 2009). Diky témto ustrojim bunky piekonavaji odpudivé sily elektrické dvojvrstvy
bunky a podkladu (Gupta a kol., 2016b). Toto spojeni je ireverzibilni a nastava jen
v pithodnych podminkach. Jakmile je bakterie takto ireverzibilné piichycena k podkladu
prochazi tadou genotypovych a fenotypovych zmén, aby byl zajistén rozvoj a dozravani
biofilmu. Béhem téchto zmén dochazi k produkci EPS, zvyseni rezistence vici biocidim a

UV zéfeni, zvySeni frekvence exprese genii ¢i produkce sekundarnich metabolitii (Cloete,

2009).

4.2.3.2 Vznik mikrokolonii

Jakmile dojde k tvorb& jednoduché vrstvy, bunky pokracuji v reprodukci a vzijemné se
shlukuji v mikrokolonie. Intenzita této reprodukce se odviji od konkurenéni mikroflory, jejiho

ristu a mnozstvi produkovaného EPS (Srey a kol., 2013).

4.2.3.3 Maturace

Maturace je fazi dozravani biofilmu. V této fazi je zahajena intercelularni komunikace
zprostfedkovand expresi gent specifickych pro biofilm. Dochazi ke zvyseni sekrece EPS za
ucelem stabilizace struktury biofilmu (Gupta a kol.,, 2016b) a zvySeni odolnosti vuci
environmentalnim vliviim (Srey a kol., 2013). V EPS jsou bunky pevné zaryté a vznikaji zde
kanalky umoziujici cirkulaci, kterd zajiStuje zasobovani Zivinami a odvadéni odpadnich latek

v celém objemu biofilmu (Cloete, 2009).

Béhem maturace dochazi k vyssi organizaci struktury. Pro plné vyzrani biofilmu je zapotiebi
doby miniméln¢ 10 dnt. Béhem této periody dochazi ke zvySeni intenzity genetickych zmén,
které jsou zodpovédné za modifikaci metabolismu, membranového transportu, sekreci

a genové regulaci (Srey a kol, 2013).

Vyzraly biofilm se vyznacuje specifickou trojdimenziondlni strukturou tvofenou vybézky
houbovito-vézovitého tvaru, mezi nimiz jsou kanalky vyplnéné proudici tekutinou majici

za ukol zasobovani zivinami a plyny hlubsi vrstvy bunék biofilmu (Otto, 2008).
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4.2.3.4 Disperze

Disperze je posledni etapou cyklu tvorby biofilmi, ktera umoznuje navrat bunék
do planktonické formy, ¢imz se MO rozsifuje do okoli a kolonizuje nové prostory. K tomu
dochazi bud’ odlou¢enim jedné jediné buiiky, nebo shluku bun¢k (Otto, 2008). Toho muze
byt docileno bud exogenné (napiiklad zvySeni proudéni) nebo endogenné (naptiklad
enzymatickou degradaci) (Srey a kol., 2013). V piipadé¢ endogenné vyvolaného odlouceni
¢asti biofilmu se jedna o aktivni, pfirozené probihajici efekt, kterym si biofilm udrzuje jistou

tloustku optimalni pro své zachovani (Otto, 2008).

Obrazek 2. Biofilm S. aureus (Di Ciccio a kol., 2015)
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4.2.4 Quorum-sensing regulace

Bakterie nejsou solitérni MO. Jednd se o organismy piirozen¢ tvofici kolonie, vyuzivajici
slozitych systémi mezibunécnych interakci, které jim usnadnuji adaptaci na ménici se
podminky. Uspé&snost této adaptace zavisi na schopnosti ,,vycitit a odpovédét na tyto ménici
se podminky zménou exprese genu (Simoes a kol.,, 2010). Takovychto regula¢nich
mechanismt  je hned nékolik a quorum-sensing (QS) je pravé jednim znejvice
prostudovanych (Le a Otto, 2015). QS se podili na regulaci velkého mnozstvi procest. Asad
a Opal (2008) uvadi, ze QS reguluje naptiklad tvorbu biofilmu, sporulaci, rezistenci na
antibiotika, autolyzu a metabolickou aktivitu. Bakterie komunikuji jedna s druhou pomoci
nizkomolekuldrnich chemickych signalnich sloucenin, nazyvané aktivatory neboli
autoinduktory. Bryers a Ratner (2004) oznacuji tyto signalni molekuly také jako feromony.
K produkci aktivatorti dochazi jen za predpokladu ptfitomnosti dostatecného poctu bunék, tedy
quorum. V ptipad¢, ze je dosazeno dostatecné koncentrace bunék, tak dojde pies produkci
aktivatori k zapnuti danych gend, které navodi zmény (Bassler, 2002). Bakterie jsou tedy
schopné vycitit velikost a hustotu populace a vzajemnou vzdalenost bun¢k (Bryers a Ratner,
2004).

QS je definovan jako schopnost detegovat extracelularni molekulové signaly a upravit
expresy genu v reakci na hustotu bakterialni populace (Asad a Opal, 2008). Autoinduktory
u gram-pozitivnich bakterii jsou kratké peptidy (Smith a kol., 2009; Blaschek a kol., 2007).
Signaly jsou aktivné pfenaSeny ven z buiky, kde interaguji s membranovymi receptorovymi
proteiny (Bassler, 2002). Nasledné dochazi k aktivaci histidin kinasy, ktera generuje tvorbu

transkrip¢nich faktort (proteinti), které se podileji na iniciaci transkripce (Asad a Opal, 2008).

4.2.5 Rezistence

Biofilmy jsou mnohem vice rezistentni vii¢i antimikrobidlnim latkdm, jako jsou antibiotika a
dezinfekéni ptipravky, nez planktonické bunky (2007; Meyer, 2003). Bunky v biofilmu

mohou také vykazovat vyssi odolnost viici UV zateni (Blaschek a kol., 2007).

S. aureus ma vybornou schopnost adaptace na ménici se prostiedi a mize se stat velice rychle
rezistentni vic¢i vSem antibiotikim (McCallum a kol., 2010). Jiz v roce 1944 Kirby publikoval

studii o penicilinové rezistenci S. aureus.

Ve spojitosti s antibiotickou rezistenci se Casto mluvi o methicilin-rezistentnim S. aureus

(MRSA), nékdy téz oznaCovan jako multirezistentnim S. aureus. Kmeny MRSA jsou

23



rezistentni vi¢i mnoha riznym tfiddm antimikrobidlnich 1ékd. Rozsifeni klinickych kment
MRSA se v Evropé pohybuje od 1 % (severni Evropa) po 40 % (jizni a zépadni Evropa)
(Tiemersma a kol., 2004).

ATB cili na zivotn¢ diilezité struktury a drahy jako jsou bunécna sténa, DNA, RNA ¢i aparat
syntézy proteinti. Bunky vyskytujici se ve form¢ biofilmu maji vSak jest¢ mnohem vyssi
schopnost rezistence vici ATB, jelikoz EPS chrani mikroorganismy uvnitf biofilmu a tim je
limitovana difuze antibiotika v biofilmu (Otto, 2008; Forsythe, 2010). Buiky v biofilmu
rostou navic mnohem pomaleji nez v planktonické formé a ztoho divodu piijimaji
antimikrobidlni latky také pomaleji. Je dokazéano, ze pomaleji rostouci bunky byvaji t€mi,

které ziskavaji vyssi odolnost (Blaschek a kol., 2007).

Hoiby a kol. (2010) tvrdi, Ze rezistence stafylokoka vi¢i exogennim molekulam je
u biofilmu zavadgjici a ze by tento jev mél byt nahrazen terminem ,,fenotypova adaptace®.
Stewart (2002) slovo rezistence u biofilmti nahrazuje ,,sniZzenou citlivosti“ na antimikrobidlni
latky. Odolnost je tedy vyjadifena jen fenotypové, nejde o rezistenci podminénou geneticky
(Schindler, 2008). U bunék biofilmu totiz muze dojit k rozvoji ochranného fenotypu jako
disledku ptisedlého zpisobu zivota. Tyto bunky nevykazuji bézné mechanismy rezistence
jako je modifikace enzymu, snizena permeabilita membran nebo cilena mutace (Blaschek
a kol., 2007). Dodnes nebyl mechanismus zvySeni odolnosti biofilmt vi¢i antimikrobialnim
latkdm plné€ pochopen a vysvétlen, ale zcela jisté se jednd o kombinaci faktort jako je sniZeni
penetrace (difuze) antimikrobialnich latek do (v) biofilmu, QS, ptfitomnost tzv. perzistord
(Stewart, 2002) a zména chemie prostiedi (Augustin a kol., 2004). Naproti tomu Arciola
a kol. (2012) tvrdi, Ze na rezistenci bakterii v biofilmu se siln¢ podili eDNA. Blashek a kol.
(2007) dale prohlasili, ze v pfipadé oddéleni buiky zbiofilmu a jejim piechodu
do planktonické faze dochazi ke ztrat€é nabité rezistence (Blaschek a kol., 2007). Tato
rozporuplna tvrzeni dokazuji nedostate¢né pochopeni procest odehravajicich se v biofilmu

a z toho plynouci potieby intenzivniho pokracovani vyzkumu v tomto oboru.

Schindler (2008) uvadi, ze antibiotika dokonce mohou indukovat tvorbu biofilmu u nékterych
bakterii, jelikoZ tyto bakterie mély moznost se to naucit jiz béhem evoluce, coz dokazuje
napiiklad Pseudomonas aeruginosa vyskytujici se pfirozené v pudé, ktera za puasobeni
tobramycinu a dal$ich tii uzce piibuznych ATB produkovanych Streptomyces tenebrarius

(také zijici v pud€) vytvaii biofilm. Tato hypotéza je zalozena na potiebé Pseudomonas
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aueruginosa piizpusobit se a nalézt mechanismus ochrany proti tobramycinu a pravé biofilm

ji dal tuto moznost.

V kazdém prtipad¢ je pouziti ATB v potravinarstvi ve vétSin€é zemi zakazano (Chemat a kol.,
2011). Proto je jejich aplikace omezena Cisté na medicinalni a veterinarni pouziti. Pfesto
v mnoha ptipadech ATB jiz nejsou U¢innd proti bakteridlnim infekcim. Z téchto divodu se
jevi moznost vyuziti pfirodnich latek rostlinného puvodu jako alternativa v boji proti

bakterialnim biofilmim.

4.2.6 Vyskyt

Schopnost pfichytit se k riznorodym podkladiim a zapojit se do nékolikafdzového procesu
vedouciho ke vzniku biofilmu maji téméf vSechny rody bakterii (Van Houdt a Michiels,

2010).

V ptirodnich vodnich systémech se spoleCenstvi mikrobl ptichycujicich se k povrchim
skladaji z riiznych druht organismu. Pro bakterie je vyhodné tvofit biofilmy, protoze v tomto

prostfedi jsou mnohem vice chranéné proti plsobeni vnéjSich faktorii. Bakterie, tvorici

......

.....

(Cloete a kol., 2009). Jakmile dojde ke vzniku této ,,formy* Zivota, tak se bakterie mohou stat
az tisickrat odolngjsi vici vnéjsim podminkdm nez v planktonickém prostiedi (Schindler,
2008). Bakterie tvofi biofilmy v pfiznivém prostfedi. V piipad¢ negativni zmény tohoto
prostredi se buiiky odd¢li a stéhuji se do mista s lep§imi zivotnimi podminkami (Cloete a kol.,

2009).

Biofilmy se nachazi na Sirokém spektru povrchi. Pfirozenym prostiedim jsou pro bakterialni
biofilmy vodstva, pida a zijici organismy. K tvorbé biofilmi vsak dochézi i v antropogenim
prostiedi. Biofilmy se dale tvoii napiiklad na trupech lodi, coZ zvySuje odpor pfi plavbé a
poskytuje zaklad pro usazovani fas a musli. Biofilmy v potrubich zptsobuji turbulenci
protékajici tekutiny a v priimyslovych vymeénicich tepla biofilm piedstavuje tepelnou izolacni
vrstvu a snizuje tepelnou vyménu. Vhodné podminky pro tvorbu biofilmu nalézaji bakterie
také na sliznicich a vystelkach dutin a na cizich télesech zavedenych do téla, jako jsou kanyly,

katétry, protetické implantaty atp. (Schindler, 2008).
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V prumyslu je pfitomnost biofilmi nezadouci, i kdyz v nekterych piipadech, mize byt
vnimana 1 pozitivné. Primysl tézi z pfitomnosti biofilmi naptiklad zuzitkovani jeho
metabolické aktivity (Cloete a kol., 2009). N¢které extracelularni enzymy tvofené buiikami
Vv biofilmu jsou obchodné zajimavé a jsou priimysloveé vyrabény. Jedna se naptiklad o enzymy
pouzivané pti purifikaci pidy, vody nebo sedimenti (Flemming a Wingender, 2010).
Biofilmy také napomahaji udrzeni homeostazy u vyssich Zivodichi diky obsazeni povrchu
sttevni sliznice, ¢imz je do jist¢é miry chranéna pied pfilnutim mikrobli patogennich
(Schindler, 2008). Ptitomnost hlizkovych bakterii na kofenech leguminéz je jednou ze
zasadnich skutecnosti zajistujicich podstatny zdroj dusiku nejen pro hospodaiské plodiny.
Tato symbidza vSak neni nic jiného nez biofilm bakterii na kotfenech rostlin (Cloete a kol.,

2009).

Ve vétsin€ ptipadi vSak biofilmy zpiisobuji v primyslu ¢etné Skody, které ro¢né dosahuji
ztrat mnoha miliard dolari. Tvorba biofilmt ovliviiuje nejen primysl jako takovy, ale téz
vetejné zdravi, protoze dochazi k ptenosu pro biofilmy specifickych vlastnosti jako je

rezistence vuci ATB a dal$im antimikrobialnim latkam (Cloete a kol., 2009).

4.2.6.1 Bakterialni biofilmy v potravinaiském primyslu.

Je obecné zndmo, ze mnoho patogennich mikroorganismil vytvari biofilmy na potravinach
ana nastrojich slouzici k Gipravé surovin, a to za urcitych podminek. Prvnim popsanym
ptipadem byla tvorba biofilmu bakterii rodu Salmonella na potravinaiském nacini. Od té doby
byla zjisténa pfitomnost bakteridlnich biofilmii v potravinafstvi u mnoha dalSich druht
patogenti, jako je naptiklad Lysteria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Campylobacter
jejuni, Escherichia coli, Vabilus cereus, Staphyloccocus aureus, Shigella sp. (Shi a Zhu,
2009).

Ke kontaminaci (potravin) miize dojit pfenesenim malé Casti biofilmu. Tudiz vznik biofilmt
muze vézt k vaznym hygienickym komplikacim a ekonomickym ztratdm kvili nasledné
sporulaci bakteridlnich patogenti zpiisobujicich alimentarni onemocnéni. Vedle ohrozeni
nezavadnosti potravin a vody, pfitomnost biofilmil zpiisobuje také vysoké provozni ztraty

(Forsythe, 2010).

MiIéko je velice netrvanliva surovina, a proto je velice nachylné ke kontaminaci a kaZeni.
Hlavnim zdrojem kontaminace byva nedostatecné myti a dezinfekce zpracovatelskych

nastroji a zafizeni. NejCastéjSimi pavodci kontaminace vtomto odvétvi jsou rody
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Enterobacter, Listeria, Lactobacilus, Micrococcus, Streptococcus, Pseudomonas a Bacilus.
Tvorba biofilmu zde, jako vSude jinde zalezi na mnoha faktorech. Ptesto lze mlékarenstvi

povazovat za prostiedi vysoce citlivé ke kontaminaci a tvorbé biofilmu (Srey a kol, 2013).

Obor zpracovani ryb a motskych plodu patii také do citlivé skupiny, kde je navic velice
dilezita Cistota vody. Nejcastéj§im pivodcem tvorby biofilmi zde byva naptiklad Vibrio
cholerae. (Srey a kol, 2013).

Do poptedi zdjmu védecké vetejnosti se dostava i problematika tvorby biofilmii v rozvodnych
sitich pitné vody. Utvafeni biofilmli ve vodovodnich potrubich sniZuje kvalitu vody a zvySuje
zdravotni rizika zptisobena jeji konzumaci. Bakterie, vyskytujici se ve vodovodnich sitich, se
od jinych kontaminanti pitné vody 1isi svou schopnosti vyuzit dostupné zdroje Zivin, mnozit
se a produkovat a uvoliiovat své produkty metabolismy do vody (Cloete a kol., 2009). Krom¢&
vodovodnich potrubi se biofilmy tvofi také v zdsobnicich pitné vody. Biofilmy mohou
zpusobit velké skody v tomto prumyslovém odvétvi, ale jen ziidkakdy obsahuji patogenni
organismy. Ve skute¢nosti biofilmy v tomto prostfedi redukuji rozsifeni patogennich mikrobt

a napomahaji ¢isténi vody rozkladem organického materialu (Flemming, 2002).

Problematika tvorby biofilmu ve vztahu k medicingé je popsana v kapitole 4.1.5.2 (Infekce

asociované se stafylokokovym biofilmem).

4.2.7 Metody detekce biofilmu

Existuje hned nékolik metod pro detekci a studium biofilmid ve vyzkumné laboratofi,
napiiklad mikroskopické, spektroskopické ¢i imunologické. Tyto metody jsou vSak dosti
komplikované a Zadaji si sofistikované pfistroje a vysokou profesni specializaci. Proto nejsou
vhodné pro pouZiti v primyslu a n€kdy jen omezené v laboratofich. V této kapitole proto

vvvvv

podminkach.

Prvni model pro kultivaci biofilmu Vv in vitro podminkach byla Sesti jamkova mikrotitra¢ni
desticka. Tato metoda byla aplikovana pro studium schopnosti koagulaza-negativniho
stafylokoka ptichytit se k podkladu. V soucasné dobé se Vv laboratofich pouzivaji dvé verze
této metody, a to za pouziti klasické mikrotitracni desticky a mikrotitracni desti¢ky s vickem
obsahujicim koli¢ky zapadajici do jamek (Hassan a kol., 2011). V soucasnosti nejpouzivané;si

a ziejm¢ 1 nejméné nakladnou je metoda za pouziti mikrotitraénich desticek s 96 jamkami
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(Stepanovi¢ a kol., 2000). Pfi ni dochazi k 24 hodinové kultivaci, po niz je obsah jamek
odstranén a nasledné bakterialni bunky v biofilmu zafixovany a obarveny krystalovou violeti
(CV). Kvantifikace poté probiha méfenim optické denzity (OD) (Peeters a kol., 2008).
Technika barveni biofilmu CV byla poprvé popsana Christensenem a jeho tymem (1985).
Modifikovana mikrotitraéni metoda s vickem s kolicky je méné pouzivana z diivodu vyssich
nakladi. V tomto piipadé€ je nartst biofilmu vyhodnocovan na koliccich a ne na dné jamek
(Sternberg a kol., 2014). Peeters a kol. (2008) dale popisuje nékolik dalsich moznosti detekce
biofilmu. Vedle barveni CV to jsou: test Syto9, fluorescencni diacetatovy test, resazurinovy
test, XTT test a barveni metylenovou modii. Z porovnani téchto metod barveni v§ak CV vysla
jako ta nejucinngjsi a nejlevnéjsi. Obdobnou technikou detekce biofilma je kultivace ve
zkumavkach, kterou si také osvojila ¢ast védct zabyvajicich se studiem tohoto oboru (Hassan
a kol., 2011). Dalsi technikou aplikovanou pro detekci biofilmu v laboratornich podminkach

je metoda s agarem s kongo cerveni (Rewatkar a Wadher, 2013; Hassan a kol., 2011,

Pro studium rastu biofilmu v redlném case byla vyvinuta metoda, kdy kultivace bakterii
probihd v malém kandlku ze skla. Tento model umoziuje kontinudlni neinvasivni pozorovani
chovani biofilmu v riznych podminkach konfokdlnim laserovym skenovacim mikroskopem

(Sternberg a kol., 2014).

Klinické studie infekci stfedniho ucha zpasobenych biofilmem se provadi za pouziti
nizkokoheren¢ni interferometrie a optické koherenéni tomografie (OCT). Princip fungovani
téchto neinvazivnich metod je zaloZen na porovnani rozdilt optického rozptylu. De facto se
jedna o princip podobny ultrazvuku, stim rozdilem, ze OCT pouziva zafeni blizké
infraCervenému spektru. V ptipadé¢ modifikace existuje moznost aplikovat tento model 1 pro

detekci biofilmil v potravinaiském primyslu (Tan a kol., 2014).

Dalsi potencialné pouzitelné techniky jsou napiiklad aplikace elektromechanickych senzort
umoziujicich detekci ranych stadii tvorby biofilmu ¢i ATP bioluminiscencni detekce, jejiz
princip je zalozen na kvantifikaci ATP. Jedna se vSak spiSe o nepfimou metodou umoziujici
kontrolu uc¢innosti ¢isticiho procesu, tedy umoznujici pfedchazet tvorbé biofilmu. (Tan a kol.,

2014).

4.2.8 Moznosti regulace biofilmi

Prvnim a nejucinnéj$im regulacnim opatienim je prevence (Otto, 2008). Zplusoby odstranéni

biofilmu z prostfedi se bude liSit v zavislosti na odvétvi. V potravinafstvi se aplikuje jinych
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metod nez v medicin€. Presto v této kapitole strategie regulace nebudou zcela roz¢lenény do

téchto dvou skupin.

4.2.8.1 Prevence

Preventivni opatieni proti vzniku biofilmi jsou u€¢inngjsi nez piimé oSetfeni. AvSak dnes stale
neexistuje zadna preventivni metoda, ktera by byla schopna stoprocentné potlacit vznik
nechténych biofilma. Hlavni preventivni strategii je pravidelné ¢isténi a dezinfekce pied tim,
nez se bakterie pevné zakotvi k podkladu (Simoes a kol., 2010; Van Houdt a Michiels, 2010;
Srey a kol., 2013). Avsak je téméf nemozné uplné¢ zabranit tvorbé biofilmu (Meyer, 2003).
Racionalni design vybaveni potravinaiského zavodu a volba vhodného materialu hraje velkou
roli pfi minimalizaci tvorby biofilmu (Van Houdts a Michiels, 2010; Storgards, 2009). S tim
také souvisi snaha o modifikaci povrchu materialt za uc¢elem snizeni adheze MO k podkladu
(Otto, 2008). Meyer (2003) uvadi, Ze existuji 3 zakladni strategie pro zabranéni tvorby
biofilmu, a to:

e Vcasna desinfekce pted rozvojem biofilmu.

e Dezinfekce biofilmil za pouziti silnych dezinfekénich prostiedki.

e Inhibice adheze mikroba vybranymi materialy.
Meyer (2003) ale také dale tvrdi, ze ne kazda z téchto taktik je pouZzitelnd ve vSech piipadech,

kde biofilmy pfedstavuji problém. Usp&iné feseni vidi v kombinaci riiznych metod.

Mnoho riznych chemickych produktil mizZze byt pouzito k ¢isténi materiald. Aplikace
Cisticich latek by méla umoznit naruSeni EPS, aby dezinfek¢ni ptipravky nasledné ziskaly
piistup pfimo K bakterialnim bunkam, které budou zniCeny (Srey a kol., 2013). Bé&zné
aplikované chemické ¢istici produkty jsou tenzidy (povrchové aktivni latky) a riizné kyselé a
zasadité piipravky, rozpoustéjici a emulgujici organické zbytky. (Simoes a kol., 2010).
Cisténim miize byt odstranéno az 90 % MO z povrchu. Tyto buiiky viak nejsou zabity a tudiz

se mohou usadit na jinych mistech. Proto je po ¢isténi zafazena dezinfekce.

Bremer a kol. (2009) uvadéji, ze typickym preventivnim opatienim proti tvorb& biofilmt
v mlékarenstvi je pétifazovy Cistici proces skladajici se z (1) predvyplachu trubek, (2) myti
smési horké vody a zasaditého Cisticiho prostiedku, (3) vyplachu vodou o pokojové teplote,
(4) myti smési horké vody a kyselého C¢isticiho prostfedku zakoncené (5) peclivym

vyplachnutim zajiStujici hygienickou nezdvadnost potrubniho systému.
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Mezi dalSi preventivni opatieni patii diisledné dodrzovani chladirenské teploty, limitace
pusobeni vody v priabéhu zpracovani potraviny (tykd se zejména zpracovani masa).
Piitomnost aerosolu ve vyrobnich prostorach je také jednim z faktort favorizujicich tvorbu

biofilmu (Carpentier, 2009).

Buniky ve formé biofilmu vsak, jak jiz bylo zminéno, jsou mnohem variabilnéjsi nez bunky
v tekutych médiich, coz se odrazi ve zvySeném stupni rezistence. Tato odolnost zplisobuje, ze
konvenc¢ni oSetfeni piestavaji byt ucinna. Proto je velice dilezité hledat nové strategie, které

by zefektivnily boj proti tvorbé biofilmt (Simoes a kol., 2010).

4.2.8.2 Nové strategie

FUNKCNI MATERIALY

Mnoho védci se dnes zabyva studiem modifikace povrchi, které snizuji adhezi MO (Srey
akol.,, 2013). Arnold a kol. (2004) podal zpravu o signifikantnim snizeni mnozstvi
bakteridlnich bun€k na povrchu elektricky leSténé oceli. Nerezova ocel je hojné uzivand
V potravinafském primyslu. Pravidelné mechanické a chemické CiSténi vSak poskozuje jeji
povrch. Mikroorganismy spole¢né¢ s organickym materidlem z vyroby se zde, na takto
posSkozenych ocelovych povrSich, mohou snadnéji shromazdovat a byt chranény proti
Cisticim a dezinfekénim piipravkim (Blaschek a kol., 2007). Rizné modifikované materialy
se dnes oznacuji pojmem ,,funkéni materialy*. Arciola a kol. (2012) je nazyva jako materialy
rezistentni k infekcim a uvadi celkem 3 rtizné zptisoby jejich vyroby: (1) modifikace povrchu
anti-adhezivni latkou, (2) vybaveni materidlu antimikrobialni latkou, (3) kombinace

ptedchozich dvou.

Jako ptiklad funkéniho materidlu 1ze uvést nerezovou ocel obohacenou o nizky ptidavek
stiibra (0,042 %), které je znamo pro své antimikrobidlni G¢inky. Dal$im funkénim

materialem je nerezova ocel povrchové oSetiend oxidem titanic¢itym (Storgards, 2009).

V nemocni¢nim prostiedi se jako anti-adhezivum diky svym hydrofilnim vlastnostem pouziva
heparin. Dalsi potencialné pouzitelnou latkou by v tomto pfipadé bylo mozné uzit chitosanu,
ptirodniho polysacharidu, ktery vykazal anti-adhezivni efekt i pfes doposud ne zcela
pochopeny mechanizmus ucinku. Pfesto jiz byla publikovana mozna vysvétleni jeho
pasobeni. Jednim z nich je interakce mezi kladné nabitym chitosanem a negativné nabitou

bunkou, ktera vede k tiniku intracelularnich komponent (Arciola a kol., 2012)
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ENZYMATICKE PREPARATY

Vzhledem k nizké G¢innosti detergentii a dezinfekénich preparati se jevi pfidavek enzymu do
téchto pripravkl jako uc¢inna moznost eliminace biofilma (pochopitelné za predpokladu, Ze
nedojde Kk inaktivaci enzymu dal$imi latkami ve smési). Tyto produkty jsou také oznaCovany
jako bio-Cistice nebo zelené¢ chemikalie (Simoes a kol.,, 2010). Enzymy jsou bilkoviny
vyznacujici se katalytickou aktivitou vuci specifickym substratim (Srey a kol., 2013).
Vzhledem k heterogenité EPS se smés enzymu zda byt nezbytna pro dostate¢nou degradaci
biofilmu (Simoes a kol., 2010).

Augustin a kol. (2004) prokézali moznost aplikace enzymatickych preparatu proti biofilmim
v mlékarenstvi. AvsSak eliminacni efekt byl znatelné snizen piitomnosti mléka obsahujiciho
proteolytické enzymy. Jednim z nejvice prostudovanych enzymi v boji proti biofilmim je
deoxyribonukleaza (DNase), ktera degraduje eDNA, jez je povazovana za jednu ze
strukturalnich slozek podilejicich se na stabilit¢ biofilmu (Arciola a kol., 2012). Pouziti
DNasy je vSak siln¢ zavislé na staii biofilmu. Od jistého stddia ristu biofilmu je oSetfeni
DNasou neucinné (Okshevsky a kol., 2015). Johansen se svym tymem (1997) zveiejnil
vysledky studie, ve které dosli k zadvéru, Ze smés enzymul hydrolyzujicich polysacharidy je
schopna odstranit biofilm. VV kombinaci s oxidoreduktazami navic pouziti této smési vykazalo
nejen efekt proti biofilmim, ale i baktericidni aktivitu. Dalsi enzym, jehoz aktivita proti
biofilmu S. aureus byla prokazana je aminopeptidaza ziskana z Aspergillus oryzae (Elchinger
a kol., 2014).

Pouziti této enzymatické technologie je dosti komplikované. Specifita zpisobu ucinku
enzymi je velice slozita. Navic je zapotiebi identifikace enzymu ¢innych proti vice druhiim
biofilmii. Proto piipravky obsahujici hned né¢kolik rlznych enzymi budou zakladnim
ptedpokladem pro uspéSnou regulaci biofilma touto technologii (Meyer, 2003). Mimo to
pouziti enzymil jakoZto agent proti biofilmu je, vV porovnani s pouzitim konvencnich procedur,

metodou vysoce nakladnou, ktera byva Casto i patentoveé chranéna (Simoes a kol., 2010).

POUZITi BAKTERIOFAGU
Bakteriofagy jsou viry postihujici bakterie (Abedon, 2015), vyznacujici se zpravidla vysokou
specifitou a netoxicitou pro ¢lovéka (Simoes a kol., 2010). Prvné byli bakteriofagy klinicky

aplikovani jiz na zacatku 20. stoleti (Merril a kol., 2003).
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Existuji 2 hlavni reprodukéni cykly bakteriofagli. Prvnim je lyticky cyklus, kdy dochézi
k pomnozeni virt v hostitelské burice a jeji lyze. Uvolnéné viry nasledné infikuji dal$i bunky.
Druhy cyklus je lyzogenni. V tomto piipad¢ se genom viru zacleni do genomu hostitelské
bunky a tim piechazi i do genomu dcefiné buiiky vzniklé po replikaci. Proto jsou logicky jen

lytické bakteriofagy pfedmétem zajmu v boji proti biofilmim (Sillankorva a Azeredo, 2014).

Bohuzel doposud nebyla vyvinuta uspé$na metoda pro vyuziti bakteriofaghi v boji proti
bakterialnim biofilmiim, ktera by byla v praxi piijata potravinaiskymi zavody. Jednim
Z problému je vysoké ovlivnéni aktivity fagh chemickym slozenim prostiedi a dalSimi faktory
jako je teplota, koncentrace viru ¢i staii biofilmu (Simoes a kol., 2010). Mimo to byla
popsana koexistence bakteriofagh a bakterii v biofilmu. Ztohoto divodu odbornici
doporucuji kombinovat oSetieni bakteriofagy s enzymy ¢i detergenty degradujici biofilmovou
materii (Srey a kol., 2013). Jednou z moznosti pouziti v praxi je aplikace bakteriofag na
povrch materidlu za ucelem preventivniho oSetfeni (Sillankorva a Azeredo, 2014). Odvétvim,
kterému je pouziti bakteriofagli v praxi nejblize je zeméd¢€lska prvovyroba, a to oSetfeni
sklizecich cCepeli pro Spenat bakteriofdAgovym sprejem, ktery predstavuje alternativu pro

karta€ovani a maceni téchto Cepeli v dezinfekénich piipravcich (Srey a kol., 2013).

QUORUM-SENSING INHIBITORY

Zjisténi, ze mnoho druhl bakterii komunikuje pomoci QS, nabizi dal$i moznost eliminace
biofilmii. Snadno si miizeme predstavit, Ze Uplné pochopeni mechanismu QS miZe vést
K objevu Siroce pouzivané eliminacni strategie s vyznamnym efektem na utvareni biofilmu
(Simoes a kol., 2010). V tomto piipadé bude zapotiebi pouziti QS inhibitort, které by mohli
slouzit jak pfi prevenci, tak pfi pfimém oSetfeni zejména bakterialnich infekci zptisobenych
pfitomnosti biofilmu v organismu, ktery byl do téla zavlecen bud’ pfirozenou cestou nebo

implantaci ciziho télesa (Arciola a kol., 2012).

ULTRAZVUK

Aplikace ultrazvuku je znamou technikou v riznych odvétvich potravinaiského primyslu
a to zejména v procesech sterilizace a extrakce (Chemat a kol., 2011). Pouziti ultrazvuku jako
prostfedku k odstranéni biofilmu z nerezové oceli a z polypropylenovych materiali bylo
shledano ucinnym. Pro zvySeni Uc¢innosti byl ultrazvuk kombinovéan s aplikaci enzymi ¢i
ozonu. Dale se prokazalo, Ze aplikace ultrazvuku zvysila efektivitu pisobeni ATB, coz je

vysvétleno jejich rychlejsi distribuci v biofilmu (Srey a kol., 2013).
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Jak jiz bylo zminéno vySe, kombinace dvou a vice odliSnych technik, které se osvédcili jako
efektivni, je Zadouci, ne-li nezbytna pro eliminaci bakteridlnich biofilmii. Pfekédzkovy efekt,
0 némz je fec, je zakladem konzervace potravin, ktery je aplikovatelny 1 na regulaci biofilmti.
Kromé¢ priklad kombinaci uvedenych v piedeslych podkapitolach v praxi lze zatradit 1 UV
zareni ¢i ptirodni produkty napiiklad rostlinného ptivodu (Srey a kol., 2013).

4.3 Antibakterialni aktivita latek rostlinného piivodu

V poslednich tfech dekadach bylo objeveno mnoho novych derivatt ATB a dalsich
syntetickych 1é¢iv s cilem eradikovat bakterie zodpovédné za rozliéna onemocnéni. AvSak
zejména ATB indukuji mutace v genomu téchto bakterii, odrazejici se ve zvySené Cetnosti
vyskytu rezistence na tyto léky (Gupta a kol., 2016a). Existuji tedy dva hlavni davody, pro¢
V soucasnosti stoupd zajem o téma antimikrobialnich G¢inkt rostlinnych extrakti. Prvnim je
rozsifeni spektra antimikrobialnich 1¢ki pfedepisovanych lékafi a druhym divodem je
skutecnost, ze si lidé uvédomuji disledky nadmérného uZivani 1€kt (Sher, 2009).
Etnofarmakologové, botanici, mikrobiologové, chemici pfirodnich latek — ti vSichni dnes
doslova procesavaji Zemi za ucelem nalezeni fytosloucenin, jejichz objeveni by vedlo
K posunu 1é¢by infekénich onemocnéni (Cowan, 1999). Nadto pouziti ATB neni povoleno
Vv potravinafstvi (Chemat a kol., 2011). Jako vychodisko ztéto problematické situace
vyzkumnici vidi pouziti 1é€ivych rostlin s prokazatelnym obsahem antimikrobialnich latek,

tradi¢n€ pouzivanych lidmi na riznych mistech planety (Gupta a kol., 2016a).

Latky rostlinného ptivodu jsou pouzivané po dlouha tisicileti nejen v tradiéni medicing, ale
také v kuchyni jako dochucovadla a konzervanty pro prodlouZeni udrZnosti potravin.
Takovéto latky jsou tak hojné uzivané zejména diky svym antimikrobidlnim, antioxida¢nim
a farmaceutickym ucinkim. Ve vétSiné piipadi jsou tyto bioaktivni latky produktem
sekundarniho metabolismu rostlin. Mezi nejtypictéjsi piedstavitele patii chinony, saponiny,
flavonoidy, taniny, kumariny, terpenoidy a alkaloidy. Rozdilnost v jejich struktufe

a chemickém slozeni se odrazi v odlisnosti mechanizmu téinku (Gyawali a Ibrahim, 2014).

4.3.1 Chinony

Chinony jsou tvoieny cyklickym fetézcem S dvéma ketonovymi substituenty. Vyskytuji se
bézné v ptirod€¢ a jsou charakteristické svou vysokou reaktivitou (Cowan, 1999). Tyto
slouceniny byvaji velice ¢asto barevné, a proto jsou hojné¢ pouzivané jako pfirodni barviva.

Chinony se podileji na hnédnuti krajeného nebo poskozeného ovoce a zeleniny. Stejné tak se
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ucastni syntézy melaninu v lidské ktzi (Omojate a kol., 2014). Redox potencial zejména
chinon-hydrochinonového paru je velice dulezity v mnoha biologickych systémech

(Koenzyme Q, vitamin K,...) (Cowan, 1999).

Jiz pted vice nez pil stoletim Hoffman-Ostenhof (1947) publikoval skute¢nost, ze
antibioticky efekt chinonii neni zajistén jednou jedinou reakci, nybrz ze se jedna o slozity
proces, jehoz soucasti je hned nékolik riznych reakci. Existuje tedy vice mechanizmu
antibakterialniho pusobeni chinonti. Jednim z nich je tvorba kovalentné¢ vazaného, tedy
irreverzibilniho, komplexu nukleofilnich aminokyselin v bilkovinach, které jsou inaktivovany
a tim dochazi ke ztradt¢ bunéénych funkci. Dale také pravdépodobné dochazi k reakcim
chinont s adheziny, polypeptidy bunéénych stén a enzymt vazanych na membrany
mikroorganismt (Cowan, 1999). Ztohoto divodu je potencidl vyuziti chinond jako
antibakterialnich agens velmi vysoky. Chinony mohou také ucinit substrat nedostupny pro

MO (Omojate a kol., 2014).

Jako u vSech latek rostlinného piivodu je vSak zdkladnim ptedpokladem pro jejich pouziti
jako antimikrobialnich ptipravki netoxicita pro lidsky organismus. Proto musi byt vzdy

provedeny toxikologické studie (Cowan, 1999).

4.3.1.1 Antrachinon-2-karboxylova kyselina

VSechny antrachinony maji polycyklicky fetézec obsahujici dvé benzenova jadra
s karbonylovou skupinou na 9. a 10. uhliku (Langdon-Jones a Pope, 2014). Antrachinon-2-
karboxylova kyselina (AQCA) je antrachinonovy derivat, ktery je uzivan pacienty trpicimi
alergiemi (Tsai a kol., 1993). Antimikrobialni aktivita AQCA stale neni dostate¢né
prozkouména. Doposud bylo publikovano jen malo studii zabyvajici se antimikrobidlni
aktivitou AQCA. Jednou z nich je naptiklad studie, ve které byla zkoumana antibakterialni
aktivita AQCA pomoci diskové difuzni metody proti Helicobacter pyroli, kde byla minimalni
inhibi¢ni koncentrace rovna 8 pg/ml (Singh, 2014).
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Obrazek 3. Vzorec AQCA (Sigma-Aldrich, 2016a)

4.3.1.2 Arbutin

4-hydroxyfenyl-B-D-glukopyranosid, jinak nazyvany arbutin je glykosylovany hydrochinon
s dezinfekénimi a depigmenta¢nimi vlastnostmi (béli kiizi). Proto je hojné pouzivan
v kosmetice jako bélici agens diky své schopnosti inhibovat tyrozinazovou aktivitu
(Jedsadayanmata, 2005). Arbutin je syntetizovan Sirokou skupinou rostlin. Ve vyssich
koncentracich je obsazen v rostliné Bergenia crassifolia (Bergenie tu¢nolista) (Pop a kol.,
2009).

HO
0
HO O
“1OH
HO OH

Obrazek 4. Vzorec arbutinu (Sigma- Obrazek 5. Bergerie tu¢nolista (San Marco

Aldrich, 2016b) growers, 2001)

4.3.1.3 Hydrochinon

Hydrochinon, téZz benzen-1,4-diol, je dvojsytny fenol s oxida¢né-reduk¢ni aktivitou. Tato
latka vytvaii nebarevné krystalky a jeho roztoky na vzduchu rychle hnédnou z divodu

oxidace. Hydrochinon je také produktem hydrolyzy arbutinu (Bang a kol., 2008).
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obrazek 6. Vzorec hydrochinonu (Sigma-Aldrich, 2016c)
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5 Material a metodika

5.1 Pomiicky a pristroje

Kadinky, odmérné valce, krimpovaci vialky o objemu 20 ml, krimpovaci klesté,
magnetické michadlo, plastova korytka, injekéni stiikacky, plastové zkumavky
Suzavérem o objemu 10, 15 a 50 ml, zkumavky Eppendorf o objemu 2 ml,
stojanky na zkumavky, laboratorni lzicky, automatické pipety o maximalnim
objemu 100, 300, 1000 a 10 000 pl a pipetovaci $picky o odpovidajicim objemu,
injekeni stiikacky, mikrotitracni desticky s 96 jamkami s vickem, Petriho misky,
klavovaci pytle, gumové rukavice.

Vari¢ s magnetickym michanim, pH metr, analytické vahy, bézné vahy, autoklav,
inkubator, flow-box, ultrazvuk, vibraéni michadlo, plynovy kahan, opticky

denzimetr k méteni McFarlandovy stupnice, spektrofotometr.

5.2 Chemikalie

Destilovana voda pro piipravu kultivaénich médii, fyziologického roztoku, roztoku
krystalové violeti a jako rozpoustédlo pro penicilin.

Dimethysulfoxid (Penta, Ceska republika) jako rozpoustédlo pro testované
rostlinné latky.

Tween 80 (Sigma-Aldrich, Némecko) slouzici jako emulgator pro zlepSeni
rozpustnosti testovanych latek.

Fyziologicky roztok pro vyplach mikrotitra¢nich destic¢ek: 0,9 % O NaCL (Sigma-
Aldrich, Némecko) v destilované vodé.

Metanol pro fixaci biofilmu (Lachner, Ceska republika).

Krystalova violet' (Sigma-Aldrich, Cina) pro barveni biofilmu.

Etanol (Penta, Ceska republika) pro spektrofotometrické vyhodnoceni nartistu
biofilmu.

Chlorid draselny (Sigma-Aldrich, Némecko), Trizma base (Sigma-Aldrich, USA)
a NaCl (Sigma-Aldrich, Némecko) pro pfipravu pufru.

35% kyselina chlorovodikova pro upravu pH pufru.
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5.3 Kultivaéni média

e Bujon Mueller-Hinton (MHB), nakoupeny od firmy Oxoid (Anglie) ktery byl
pouzit na piipravu zasobniho (skladovaného v lednici pii teplot¢ do 7 °C) a
sekundarniho inokula (kultivovaného 24 hod pti 37 °C). Bujon MH také poslouzil
k ovéfeni kvality pouzitého kmene.

e Bujon Tryptone Soya (TSB), nakoupeny od firmy Fluka (Indie) namichany dle
navodu s pfidavkem 1 % glukoézy. TSB byl ptipraven z pufru a poslouzil k

piipravé finalniho inokula a ke kultivaci v mikrotitra¢nich destickach.

5.4 Pouzity kmen S. aureus

Pro pokus byl pouzit kmen Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach
(ATCC® 29213™)_ S, aureus ATCC 29213 je kmen sensitivni vic¢i oxacilinu a tudiz se
nejednd o MRSA.

5.5 Pouzité acinné latky
e Penicilin (Fluka, Cina)
e Antrachinon-2-karboxylova kyselina (Sigma-Aldrich, Némecko).

e Arbutin (Sigma-Aldrich, Slovensko).
e Hydrochinon (Sigma-Aldrich, Némecko).

5.6 Stanoveni antibakterialni aktivity vybranych rostlinnych
latek

5.6.1 Priprava inokula

Nejprve bylo zalozeno zasobni inokulum, a to smichanim 10 ml MHB s5 kapkami
zakladniho. Takto pfipravené se po 24 hod inkubace pii 37 °C skladovalo v chladicim boxu
pii teplot¢ do 7 °C. Inokulum, které bylo pouzito pro pfipravu zasobniho, bylo jiz

ptredpiipraveno a skladovano v mrazicim boxu pfi teploté -80 °C.

Zasobni inokulum nasledné poslouzilo k pfipraveé sekundarniho. To bylo pfipraveno z 5 ml
MHB a 3 kapek zasobniho inokula. Po 24 hod inkubace bylo toto inokulum pouZzito pro
pfipravu findlniho, kdy bylo do 15 ml zkumavky odebrdno 10 ml TSB. Nato se zméfila
optickd denzita na denzitometru a pfidalo se takové mnoZzstvi pracovniho inokula, aby byla

denzita zkumavky s TSB zvysena o 0,5 McF, coz odpovida koncentraci 1 x 102 CFU/m.
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5.6.2 Priprava zakladnich koncentraci testovanych latek

Inhibi¢ni aktivita rostlinnych latek antrachinon-2-karboxylova kyselina (AQCA), arbutin
(ARB) a hydrochinon (HQ) byly testovany v koncentracich (ug/ml): 512; 256; 128; 64; 32;
16; 8; 4; 2; 1. Pro vSechny latky, v¢etné penicilinu, byla nejprve potfebna navazka prepocitana
Vv zavislosti na ¢istoté pouzitych latek, jelikoz v ani jednom piipadé nebyly k dispozici latky
0 100% cistote.

Pro antrachinon-2-karboxylovou kyselinu, arbutin a hydrochinon byly pfipraveny zasobni
roztoky. Po navazeni daného mnozstvi U¢inné latky na analytickych vahach bylo ptidano
odpovidajici mnozstvi rozpoustédla dimethylsulfoxid (DMSO) stim, Ze koncentrace
zasobniho roztoku byla 100 krat vyssi, aby nedoSlo k ovlivnéni vysledku analyzy
zptisobenym pfitomnosti vy$sitho mnozstvi rozpoustédla. Tzn., ze koncentrace zasobniho
roztoku byla 51,2 mg/ml. Ze zasobniho roztoku bylo poté odpipetovano 18 pl do zkumavek
Eppendorf, které¢ byly skladovany v mrazicim boxu pii teploté -25 °C. Pro kazdy test byla
vzata vzdy jedna zkumavka Eppendorf, do niz bylo pfidano 1782 ul TSB, ¢imz bylo docileno

finalni koncentrace roztoku 512 ug/ml.

V nékterych piipadech bylo pouzito ultrazvukové lazné pro zlepSeni rozpousténi latek v

rozpoustédlu. To platilo zejména pro AQCA, ktery se vyznacoval snizenou rozpustnosti.

Jako kontrolni latka poslouzil penicilin o koncentraci (ug/ml): 256; 128; 64; 32; 16; 8; 4; 2; 1,
0,5. Navazka penicilinu byla rozpusténa v odpovidajicim mnozstvi destilované vody tak, aby
vysledna koncentrace byla 100 krat vy$si. Tzn., ze koncentrace zasobniho roztoku byla
25,6 mg/ml. V tomto piipadé byla rozpoustédlem destilovana voda. Nasledné bylo
odpipetovano 18 pl z tohoto zasobniho roztoku do zkumavky Eppendorf a ptidano 1782 pl
TSB. Zasobni roztok penicilinu byl pfipraven pied kazdym testem, z duvodu jeho snizené

stability béhem rozmrazeni.

5.6.3 Vytvoreni koncentracni rady

Po piipravé zakladni koncentrace (512 pg/ml pro AQCA, ARB a HQ; 256 pg/ml pro
penicilin) bylo pfistoupeno k vytvofeni koncentracni fady na mikrotitracnich destickach, kde
1. sloupec slouzil pro kontrolu ¢istoty (sterility), 2. — 11. sloupec obsahoval sériové fedéni a

12. sloupec slouzil jako kontrola nariistu (nedoslo k ptidavku testované rostlinné latky).
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Nejprve bylo napipetovano 100 ul TSB do prvniho sloupce a 80 pl do 3. — 12. sloupce. Poté
bylo odméieno 160 pl ze zasobnich roztokt do jamek 2. sloupce. Dale bylo provedeno fedéni,
tak ze bylo odpipetovano 80 ul z 2. do 3. sloupce, vyménény pipetovaci Spicky, promichan
obsah 3. sloupce (jedno napusténi a vypu$téni pipetou) a piepipetovano 80 ul z 3. do 4.
sloupce. Takto se postupovalo az do 11. sloupce, kdy byla diluce zakoncena piepipetovanim
80 ul z 11. sloupce do odpadu. Nasledné bylo do kazdého sloupce kromé prvniho (kontrola
Cistoty) piidano 20 pl pripraveného finalniho inokula. Vysledna koncentrace bunck
v zao¢kovanych desti¢kach byla 2 x 107 CFU/mI. Mikrotitradni desti¢ky s takto p¥ipravenou
fedici fadou, sloupcem kontroly Cistoty a kontroly narGstu byly ponechany po 24 hod
v inkubatoru pii 37 °C.

Kontrola Cistoty Redici fada Kontrola naristu

Obrazek 7. Design experimentu (WK Lab, 2016)

5.6.4 Ovéreni kvality pouzitého kmene S. aureus

Pied zapocetim pokusu byla ovéfena kvalita pouzit¢ého kmene bakterie podle referencni
metody (CLSI, 2012). To bylo provedeno podobné, jako je popsano V kapitole 5.6.3.
(Vytvoteni koncentra¢ni fady), ale pracovalo se sodliSnym kultivatnim médiem a

koncentraci ATB. Stejn¢ tak byla inokulace provedena odlisn¢.

Nejprve se ptipravil zasobni roztok penicilinu o koncentraci 16pg/ml stejnym postupem jako

je popséano v kapitole 5.6.3. (Ptiprava zakladnich koncentraci testovanych latek) s rozdilem,
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ze vtomto piipadé se pracovalo vyhradné s médiem MH. Nasledné¢ bylo po 200 pl
vytvoteného roztoku napipetovano do jamek druhého sloupce mikrotitraéni desticky. Poté se
napipetovalo do vSech zbylych jamek po 100 ul média MH. Nato se provedlo fedéni tak ze
bylo odpipetovano 100 ul z 2. do 3. sloupce, vyménény pipetovaci Spicky, promichdn obsah
3. sloupce (jedno napusténi a vypusténi pipetou) a piepipetovano 80 ul z 3. do 4. sloupce.
Takto se postupovalo az do 11. sloupce, kdy byla diluce zakoncena piepipetovanim 80 ul

z 11. sloupce do odpadu.

Po vytvoteni koncentracni fady bylo provedeno zaockovovani inokulem piipravenym stejné
jak je popsano v kapitole 5.6.1 (Pfiprava inokula), ve kterém bylo médium TSB nahrazeno
MH. Takto pfipravené finalni inokulum bylo pfelito do Petriho misky. Poté se za pouziti
kovové inokulac¢ni desti¢ky s hroty (zvané ,,jezek™) provedlo zaoCkovani, kdy hroty byly
ponofeny do lihu a opdleny plamenem za Ucelem sterilizace. Po vychlazeni byly hroty
ponofeny do inokula v Petriho misce a nasledné provedena inokulace zalozené mikrotitracni
destic¢ky tak, aby 1. sloupec, tedy kontrola sterility, nebyla kontaminovana a zustala sterilni.
Vysledna koncentrace bunék v zaockovanych destickach byla 5 x 10° CFU/ml (CLSI, 2012).

Pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) byla zméfena absorbance na
spektrofotometru pii vinové délce 512 nm. Absorbance kazdé jamky mikrotitraénich destic¢ek
s vickem byla zmétena pied inkubaci a po inkubaci (po 24 hod). Nasledné byly hodnoty pred
inkubaci odecteny od hodnot po inkubaci. Ziskané¢ vypocty byly dale zprimérovany pro
kaZdou testovanou latku. Nakonec byly hodnoty podéleny kontrolou nértistu a ptrevedeny na

procenta.

MIC naméfena pii tomto ovéfovacim testu byla 0,25 ug/ml. Referen¢ni MIC pro S. aureus
ATCC 29213 za pouziti penicilinu a vySe popsané metody se pohybuje mezi 0,25 a 2 ug/ml
(CLSI, 2013). Proto bylo vyhodnoceno, ze pouzity kmen je Cisty a jeho ristové vlastnosti

odpovidaji referencnim hodnotam.

5.6.5 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace pro planktonické bunky

Pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) testovanych latek pro planktonické
bunky byla zmétena absorbance na spektrofotometru pii vinové délce 512 nm. Absorbance
kazdé jamky mikrotitra¢nich desticek s vickem byla zméfena pred inkubaci a po inkubaci (po

24 hod). Nasledn¢ byly hodnoty pied inkubaci odecteny od hodnot po inkubaci. Ziskané
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vypocty byly déle zprimérovany pro kazdou testovanou latku. Nakonec byly hodnoty

pod¢leny kontrolou nértstu a pfevedeny na procenta.

5.6.6 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace pro biofilm

Pted vlastnim stanovenim minimalni inhibi¢ni koncentrace pro biofilm (MBIC) byl biofilm
narostly na dn¢ mikrotitracnich desti¢ek po 24 hodinové inkubaci zafixovan a obarven, a to

nasledujicim zptisobem:

e Obsah mikrotitra¢nich desti¢ek byl opatrné vyklepnut do patti¢ného odpadu

e Do kazdé jamky bylo napipetované 280 ul fyziologického roztoku (0,9 %) a poté
byl obsah opatrné vyklepnut do patficného odpadu. Toto bylo celkem tiikrat
zopakovano, a to za uc¢elem vymyti jamek.

e Mikrotitracni desticky se béhem 5 min nechaly vyschnout.

e Biofilm v kazdé jamce byl zafixovan 100 ul metanolu, ktery se nechal pisobit po
dobu 20 min. Poté byl obsah jamek znovu opatrné vyklepnut do patii¢ného
odpadu.

e Mikrotitracni desti¢ky se po dobu 5 min nechaly vyschnout.

e Biofilm v kazdé jamce byl obarven 100 ul CV, ktera se nechala pasobit po dobu
20 min. Poté byl obsah jamek opét opatrné vyklepnut do patfiéného odpadu a
mikrotitracni desti¢ky byly vymyty vodou pod sprchou.

e Mikrotitra¢ni destiCky se béhem 5 min nechaly vyschnout.

e Do kazdé jamky bylo napipetovano 100 pl etanolu, ktery zajistil uvolnéni CV.

Dale byla zmétfena absorbance kazdé mikrotitracni desticky s vickem pifi vinové délce
540 nm. Ziskané hodnoty byly zprimérovany pro kazdou testovanou latku a od priméru byla
odecCtena absorbance kontroly Cistoty. Nakonec byly hodnoty podéleny kontrolou nartstu

a pfevedeny na procenta.

5.6.7 Definice minimalnich inhibi¢nich koncentraci

Ziskané vysledky byly vyjadfeny pomoci nasledujicich parametrti. Minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) byla vyjadfena minimalni koncentraci testované latky (pg/ml), ktera
inhibovala > 80 % bun¢k. Minimalni inhibi¢ni koncentrace pro biofilm byla definovana jako
MBIC. Déle byla stanovena inhibi¢ni koncentrace pro 50 % bunék, a to jako IC50 pro inhibici
rastu planktonickych bunék a BIC50 pro biofilm.
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6 Vysledky

Latky rostlinného puvodu (antrachinon-2-karboxylova kyselina, arbutin a hydrochinon) byly
testovany proti rastu planktonickych bunék a tvorbé biofilmu bakterie S. aureus
Vv koncentracich 512 — 1 pg/ml, a to vzdy po osmi opakovanich pro kazdy pokus. Celkem byly
provedeny 3 pokusy. Pro kontrolu kvality byl pouzit penicilin.

Prestoze MIC vsSech testovanych latek byla vysSi nez nejvysSSi testovana koncentrace
512 ug/ml (tabulka 5), byla u vSech testovanych latek zaznamenana inhibi¢ni aktivita proti
tvorbé biofilmu (Tabulka 6).

Tabulka 5. Inhibiéni koncentrace testovanych latek pro planktonické bunky S. aureus

Testovana latka MIC (png/ml) IC50 (pg/ml)
Antrachinon-2-karboxylova kyselina >512 256
Arbutin >512 >512
Hydrochinon >512 >512
Penicilin 64 64

MIC: minimalni inhibi¢ni koncentrace (pro 80 % planktonickych bunék); IC50: inhibi¢ni koncentrace (pro 50 %
planktonickych bunék). Hodnoty jsou vyjaditené jako prumér z 8 opakovani a 3 nezavislych pokusi.

Tabulka 6. Inhibi¢ni koncentrace testovanych latek pro biofilm S. aureus

Testovana latka MBIC (ng/ml) BIC50 (ng/ml)
Antrachinon-2-karboxylova kyselina 128 64
Arbutin 128 64
Hydrochinon 128 64
Penicilin 64 64

MBIC: minimalni inhibi¢ni koncentrace (pro 80 % biofilmu); BIC50: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (pro
50 % biofilmu). Hodnoty jsou vyjadiené jako primér z 8 opakovani a 3 nezavislych pokusi.
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6.1 Primy Inhibicni efekt testovanych latek na rist
planktonickych bunék

Dle grafu 2 je evidentni, Ze jedinym testovanym chinonem, ktery vykazal inhibi¢ni efekt proti
planktonickym bunkam, byl AQCA, jehoz IC50 je rovna 256 pg/ml (graf 2). Avsak pro
vSechny testované latky byla zjisténa MIC vyssi nez 512 pg/ml (graf 1). Kontrolni

antibiotikum, jehoz MIC a MBIC doséahla 64 pg/ml bylo G¢inngjsi v inhibici planktonickych
bunék nez testované latky (graf 1 a 2).

Graf 1. MIC testovanych latek
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PEN: penicilin; HQ: hydrochinon, ARB: arbutin; AQCA: antrachinon-2-karboxylova kyselina. Inhibi¢ni
koncentrace jsou vyjadiené jako primér z 8 opakovani a 3 nezavislych pokust.

Graf 2. IC50 testovanych latek
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PEN: penicilin; HQ: hydrochinon, ARB: arbutin; AQCA: antrachinon-2-karboxylova kyselina. Inhibi¢ni
koncentrace jsou vyjadiené jako primér z 8 opakovani a 3 nezavislych pokust.
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6.2 Preventivni inhibicni efekt testovanych latek na ruast biofilmu

Vsechny testované chinony vykazaly stejnou Groven inhibice tvorby biofilmu S. aureus. Jak
je vidét na grafu 3, MBIC pro AQCA, ARB a HQ byla 128 pg/ml, zatimco MBIC pro
kontrolni antibiotikum byla o jednu koncentraci nizsi (64 pg/ml). Pro BIC50 vykazaly

vSechny testované latky véetné kontrolniho antibiotika stejnou Gc¢innost, a to pii koncentraci
64 pg/ml (graf 4).

Graf 3. MBIC testovanych latek
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PEN: penicilin; HQ: hydrochinon, ARB: arbutin; AQCA: antrachinon-2-karboxylova kyselina. Inhibi¢ni
koncentrace jsou vyjadiené jako modus z 8 opakovani a 3 nezavislych pokusi.

Graf 4. BIC50 testovanych latek
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PEN: penicilin; HQ: hydrochinon, ARB: arbutin; AQCA: antrachinon-2-karboxylova kyselina. Inhibi¢ni
koncentrace jsou vyjadiené jako modus z 8 opakovani a 3 nezavislych pokus.

V grafu 5 az 7 je znazornéna inhibi¢ni aktivita testovanych latek v zavislosti na jejich

koncentraci v médiu.
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Graf 5. Inhibice tvorby biofilmu S. aureus v zavislosti na koncentraci antrachinon-2-

karboxylova kyselina.
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Graf 6. Inhibice tvorby biofilmu S. aureus v zavislosti na koncentraci arbutinu
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Graf 7. Inhibice tvorby biofilmu S. aureus v zavislosti na koncentraci hydrochinonu
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7 Diskuze

V této diplomové praci byla testovdna aktivita vybranych rostlinnych latek (antrachinon-2-
karboxylova kyselina, arbutin a hydrochinon) jak proti rastu planktonickych bunék (buné¢k
v tekutém médiu), tak zejména proti biofilmim bakterie S. aureus ATCC 29213.
V experimentu bylo pouzito také antibiotika (penicilin), které poslouzilo jako srovnavaci

reference.

Metoda barveni krystalovou violeti, ktera byla pro kvantifikaci biofilmu v tomto experimentu
pouzita, je metodou velice casto pouzivanou pro detekci a kvantifikaci biofilmu. Je
V porovnani s jinymi metodami levna, ¢asové mén€ nendrocna a k jeji aplikaci neni zapotiebi
technologii, které by nebyly k dispozici v bézné vybavené laboratofi. Tato metoda je
pouzivana pro kvantifikaci biofilml produkovanych Sirokym spektrem mikroorganismda.
Nevyhodou této metody je vSak jeji nizka opakovatelnost a reprodukovatelnost. Diivodem je
potieba pfesné manipulace, od pfipravy vzorku, pfes pipetovani, az po vlastni barveni a
vymyvani mikrotitracnich desticek. Druhou nevyhodou této metody je, ze neumoznuje rozlisit
mezi zivymi a mrtvymi buitkami. Tato skute¢nost je divodem, pro¢ nemiize byt metoda, ktera
byla aplikovana pro tento experiment, pouZita pro piimé testovani antimikrobidlnich latek,

tedy pro tzv. citlivostni analyzy. (Peeters a kol., 2008).

Jak ukazuje graf 1, MIC pro vSechny testované chinony byla vys§i neZ nejvyssi testovana
koncentrace (512 pg/ml). Kontrolni antibiotikum s MIC = 128 pg/ml a IC50 = 128 ug/ml tedy
inhibovalo rast planktonickych bunék nejucinnéji v porovnani s testovanymi chinony. | 1C50
pro arbutin a hydrochinon byla vyssi nez nejvyssi testovana koncentrace (512 ug/ml). Jediny
testovany chinon s definovanou inhibi¢ni koncentraci byla antrachinon-2-karboxylova
kyselina, pro kterou byla IC50 256 pg/ml, tedy o jednu koncentraci vyssi nez pro kontrolni

antibiotikum (graf 2).

Jak ilustruje graf 3, ziskand minimalni inhibi¢ni koncentrace pro biofilm (MBIC) byla pro
vSechny testované chinony (AQCA, ARB a HQ) 128 pg/ml, kdezto pro kontrolni
antibiotikum byla MBIC o jednu koncentraci nizsi (64 pg/ml). V ptipadé BIC50 vsak doslo u
vSech testovanych chinonti k poklesu u¢inné inhibi¢ni koncentrace, a to na 64 pg/ml (graf 4).
Tim se testované chinony dostaly na stejnou uroven inhibice tvorby biofilmu S. aureus jako
kontrolni antibiotikum penicilin. To je dikazem ovéfeni hypotézy, jelikoZ preventivni

inhibi¢ni aktivita proti tvorbé biofilmu je srovnatelnd s penicilinem, ktery sice nejlépe
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inhiboval rist planktonickych bungk, avsak jeho antibiofilmova aktivita se téméf nelisi od

testovanych rostlinnych latek.

v

Z vysledkt vychazi jako nejucinngjsi inhibitor ristu planktonickych bunék antrachinon-2-
karboxylova kyselina, ktera mezi testovanymi chinony, jako jedina, vykéazala inhibi¢ni efekt
pii koncentraci nizs$i nez 512 pg/ml, jak ilustruje graf 2. V tomto pfipad¢ byla IC50 pro
AQCA rovna 256 pg/ml. Navic je tieba vzit v potaz nizkou rozpustnost AQCA, se kterou
jsem se setkal pti piipravé jejiho zasobniho roztoku. Po pfipravé zasobniho roztoku totiz
dochazi k velice rychlé zpétné agregaci castic AQCA 1 po pouziti ultrazvukové 1azné€ a piidani
emulgujiciho ptipravku Tween 80, ktery usnadiuje tvorbu suspenze. To byl také divod, proc¢
doslo k vysrazeni AQCA na dné¢ jamek mikrotitracnich desticek. Bohuzel neexistuje védecka
studie, ktera by se hloubé&ji zabyvala rozpustnosti AQCA a ktera by popisovala metodu na
pfipravu vysSich koncentraci nez 2,7 ng/ml (Tsai a kol. 1993). AvSak i1 pfes negativni
zkuSenost S rozpustnosti této latky bylo pokracovano v pokusu, jelikoz tato latka vykazovala
nejvyssi inhibi¢ni aktivitu proti ristu planktonickych bunék ze vSech tii testovanych chinonti.
Diky této skutecnosti je mozné se domnivat, Ze pfipravena fedici fada pro AQCA
neodpovidala pfedpokladanym koncentracim. To znamena, Ze redlnd koncentrace byla
pravdépodobné nizs§i nez predpokladand. Proto lze usuzovat, ze AQCA by ve skutecnosti
mohla byt mnohem ucinnéjsi, nez jak je uvedeno ve vysledcich. Je tedy velice
pravdépodobné, ze kvili problematické rozpustnosti doslo k ovlivnéni vysledku pokusu.
Nalezeni metody umoziujici pfipravit dostate¢né vysokou a piesnou koncentraci by mohlo

napomoci uplatnéni AQCA jako antimikrobialni latky v praxi.

Bohuzel nelze porovnat ziskané vysledky s jinymi pracemi zabyvajicimi se studiem inhibi¢ni
aktivity stejnych latek proti stafylokokovym biofilmiim. Proto jsou zde pro porovnani
uvedeny prace, v nichz byla evaluovand inhibi¢ni aktivita latek strukturné podobnych jako

V této praci Ci latek stejnych, avSak inhibujicich biofilmy jinych druht bakterii.

Alizarin (1,2-dihydroxyantrachinon) strukturné¢ velice podobny AQCA vykazal ucinnou
inhibici tvorby biofilmu pii koncentraci 10 pg/ml. Spolecné s alizarinem byla prokdzana
inhibi¢ni aktivita proti S. aureus i pro purpurin (1,2,4-Trihydroxyantrachinon) a chinalizarin
(1,2,5,8-tetrahydroxyantrachinone), oba ze skupiny antrachinoni. Autofi této studie
vysvétluji vysokou ucinnost téchto derivatl antrachinonu pfitomnosti hydroxylové skupiny na
1. a 2. uhliku, jelikoZ ostatni testované antrachinony nesly hydroxolyvou skupinu na jiném

uhliku, anebo ji neobsahovaly vibec (Lee a kol. 2016). Toto zjisténi trochu modifikuje
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tvrzeni, ze zasadni je pro antimikrobialni aktivitu chinonli poc¢et uhlikt (Riffelen a kol., 2002).
Toto by mohlo vysvétlovat relativné nizkou inhibi¢ni aktivitu AQCA, jelikoz tato molekula
neobsahuje hydroxylové skupiny, nybrz jen jednu karboxylovou. Szegediové (2015) testovala
inhibi¢ni aktivitu emodinu (strukturné podobného AQCA) proti planktonickym buitkam i
biofilmu bakterie S. aureus a naméfila hodnotu MIC 128 ug/ml a MBIC 128 mg. Piestoze
emodin obsahuje vice hydroxylovych skupin nez AQCA, tak u n¢j nebyla prokdzana vyssi
inhibi¢ni aktivita proti tvorbé biofilmu. Vysledky Szegediové (2015) a fakt, ze vSechny
testované chinony v této diplomové prace vykéazaly téméi stejny stupen inhibicni aktivity,
jsou v rozporu s tvzenim Riffela a kol. (2002), dle néhoz by nejvyssi inhibi¢ni efekt méla
vykazat latka snejvétSim poctem hydroxylovych skupin. Proto se zdd byt poloha
hydroxylovych skupin na antrachinonovém fetézci jednim z dualezitych parametrQ

ovliviiyjicich antibakteridlni a antibiofilmovou aktivitu antrachinonovych derivatu.

Kim a kol. (2010) testoval hydrochinon proti S. aureus KCTCT1927 za pouziti diskové
dilu¢ni metody. Jim ziskana hodnota MIC 64 pg/ml prokazuje inhibi¢ni aktivitu proti ristu
bakterie S.aureus, pfestoze mnou naméfena MIC byla vyssi nez 512 pg/ml. Divodem
rozdilnych vysledki je vSak odlisny kmen bakterie a metoda, kterou Kim a kol. (2010)
pouzily. Tert-butylhydrochinon (TBHQ), pouZivany jako potravinovy konzervant, a jeho
produkt tert-butylbenzochinon (TBBQ) jsou derivaty hydrochinonu. Jejich antimikrobialni
aktivita byla evaluovana ve studii Ooi a kol. (2013), a to jak proti planktonickym bunikam, tak
proti tvorbé biofilmu. Zde byla naméfena hodnota MIC 16 pg/ml a MBIC 64 pg/ml. V tomto
pripadé byl v pokusu pouzit shodny kmen S. aureus ATCC 29213. Krom¢ antioxidac¢ni
aktivity TBBQ se déle vyznacuje schopnosti zabijet pomalu rostouci ¢i nerostouci bunky, tim
Ze narusi permeabilitu jejich membrany. TBBQ dale pisobi synergicky s gentamycinem (Ooi
a kol., 2016). Z toho vyplyva, ze jak hydrochinon, tak jeho derivaty se zdaji byt i€¢inné jako

antibakterialni a antibiofilmové agens.

Intenzita antibakterialniho uCinku arbutinu zavisi na stupni hydrolyzy této molekuly
v prostiedi. Podminkou pro pozitivni terapeuticky efekt je rozst€peni molekuly arbutinu na
ucinny hydrochinon a glukézu (Jahodai a kol., 1985). To je vsouladu s vysledky této
diplomové prace, jelikoz hydrochinon a arbutin vykazaly naprosto stejnou inhibic¢ni aktivitu
pro vSechny zjiStované parametry (graf 1 — 4). Proto lze pfedpokladat, Zze béhem inkubace
doslo k hydrolyze molekul arbutinu na hydrochinon. Qin a kol. (2014) také vyhodnotil, ze
arbutin a hydrochinon vykazuji naprosto stejné inhibi¢ni ucinky. V tomto ptipad¢ vsak byla

zjiStovana tyrozindzova aktivita.
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Vzhledem ktomu, ze se nepodafilo stanovit minimalni inhibi¢ni koncentraci proti
planktonickym buiikdm a Ze byla testovana jen preventivni aktivita chinonll proti tvorbé
biofilmu, se neda predpokladat, ze by tyto latky mély vyrazny ucinek proti jiz vytvoienému
biofilmu. Pfesto by jistym zpusobem mohlo byt mozné vyuzit tyto latky jako inhibitory
Quorum-sensing, jehoz spravné fungovani je nezbytné pro zapoceti tvorby biofilmu.
Voditkem k tomuto tvrzeni by mohlo byt zjiSténi Rasmussena (2005), ktery ovéfil, ze p-
benzochinon, strukturné blizky hydrochinonu, 1ze uplatnit jako inhibitor QS a tim potlacit

tvorbu biofilmu.
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8 Zavér

V této praci byla struéné popsana patogenni bakterie S. aureus, schopna tvorby biofilmu, a
disledky jejiho pilisobeni na lidsky organismus a zafizeni zejména v potravinaiském
prumyslu. V praktické ¢asti této prace byla zhodnocena inhibi¢ni aktivita testovanych latek
rostlinného puvodu (chinonit), které byly vybrany na zaklad¢ jejich, jiz prokazané ¢i

predpokladané, antimikrobialni aktivity.

Kromé penicilinu, byla antrachinon-2-karboxylova kyselina vyhodnocena jako nejuéinngéjsi
z testovanych latek proti planktonickym buiikam. V ptipad¢ preventivniho u¢inku proti tvorbé
biofilmu vykézaly vSechny testované chinony stejny stupen inhibice. Hypotéza byla tedy
potvrzena, jelikoz vSechny testované latky ve finale inhibovaly tvorbu bakterialniho biofilmu

podobné jako penicilin.

Vzhledem ktomu, Ze¢ se nepodafilo stanovit minimalni inhibi¢ni koncentraci proti
planktonickym bunkam a ze byla testovana jen preventivni aktivita chinonti proti tvorbé
biofilmu, se neda predpokladat, ze by tyto latky mély vyrazny ucinek proti jiz vytvotrenému
biofilmu. Pfesto by jistym zplisobem mohlo byt mozné vyuzit tyto latky jako inhibitory
Quorum-sensing. Dale se jako potencialni moznost jevi vyuziti synergickych u¢inku
testovanych latek mezi sebou ¢i sjinymi antimikrobidlnimi latkami za ucelem zvySeni

ucinnosti jejich aplikace.
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10 Seznam zkratek

AQCA: Antrachinon-2-karboxylova kyselina
ARB: Arbutin

ATB: Antibiotika

Aw: Vodni aktivita

CV: Krystalova violet’

Da: Dalton

DMSO: Dimetylsulfoxid

DNase: Deoxyribonukleaza

eDNA: Extracelularni DNA

EPS: Extracelularni polymerické slouceniny
HQ: Hydrochinon

MBIC: Minimalni inhibi¢ni koncentrace pro biofilm
McF: McFarland

MIC: Minimalni inhibi¢ni koncentrace

MO: Mikroorganismus

MRSA: Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus
OCT: Opticka koherencni tomografie

OD: Opticka denzita

QS: Quorum-sensing

SE: Stafylokokové enterotoxiny

TBBQ: tert-butylbenzochinon

TBHQ: Tert-butylhydrochinon

UV: Ultrafialové zatfeni
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