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Aktivita konopné silice proti stafylokokovym biofilmim

Souhrn

Cilem této diplomové prace bylo stanovit minimalni inhibi¢ni koncentraci a bakterialni
inhibi¢ni koncentraci samostatného tetracyklinu a konopné silice ziskané z Cannabis Nurse
Jackie a vyhodnotit jejich vzajemné ucinky pfi jejich vzajemné kombinaci proti planktonickym
bunikam a biofilmu Staphylococcus aureus ATCC 43300.

Testovani probihalo kultivaci na 96jamkovych mikrotitratnich destickach pfi
pocatecnich koncentraci u samostatné testované¢ho tetracyklinu 512 pg/ml a konopné silice
1024 pg/ml. U kombinace konopné silice a tetracyklinu byly pro minimalni inhibic¢ni
koncentraci pouzity pocatecni koncentrace u tetracyklinu 2048 pg/ml a konopné silice 1024
pg/ml. Pro zjisténi hodnoty biofilmové inhibi¢ni koncentrace byly pouzity pocatecni
koncentrace u tetracyklinu 1 pg/ ml a konopné silice 256 pg/ml.

U samostatné piisobiciho tetracyklinu byla minimalni inhibi¢ni koncentrace 1 pg/ml a
biofilmova inhibi¢ni koncentrace 0,25 pg/ml. U samostatné plsobici konopné silice byla
minimélni inhibiéni koncentrace vys$i nez nejvyssi testovand koncentrace 1024 pg/ml a
biofilmové inhibi¢ni koncentrace u konopné silice byla 32 ng/ml. U kombinace tetracyklinu a
konopné¢ silice byla minimalni inhibi¢ni koncentrace urCena pii koncentraci tetracyklinu 2
pg/ml a konopné silice 8 pg/ml. Biofilmova inhibi¢ni koncentrace u kombinace téchto dvou
latek byla stanovena pro koncentrace 0,5 pg/ml u tetracyklinu a 2 pg/ml u konopné silice.

Kombinace téchto dvou testovanych latek plsobila antagonisticky. Za antagonisticky
ucinek mohla nejspiSe konopna silice, kterd svym plisobenim na membrany bakterialni buniky
S. aureus sniZovala antibakterialni G¢inky tetracyklinu.

Klicova slova: antibakterialni, antimikrobialni, Cannabis, Staphylococcus aureus, synergie



Activity of hemp essential oil against staphylococcal

biofilms

Summary

A goal of this diploma thesis was to determine a minimum inhibitive concentration and
a bacterial inhibitive concentration of a separated tetracycline and a hemp essence gained from
Cannabis Nurse Jackie and evaluate their mutual effects in their mutual combinations against
planktonic cells and a biofilm of Staphylococcus aureus ATCC 43300.

The testing was processed by a cultivation in a 96wells microplates at an initial
concentration of a separately tested tetracycline 512 pg/ml and the hemp essence 1024 pg/ml..
For a combination of the hemp essence and the tetracycline were used used initial
concentrations of the tetracycline 2048 pg/ml and the hemp essence 1024 pg/ml. For the
finiding out of a value of the biofilm inhibitive concentration were used initial concentrations
of the tetracycline 1 pg/ ml and of the hemp essence 256 pug/ml.

For the individually working tetracycline was the minimum inhibitive concentration 1
pg/ml and the biofilm inhibitive concentration 0,25 pg/ml. For the individually working hemp
essence was the minimum inhibitive concentration higher than the highest tested concentration
1024 pg/ml and the biofilm inhibitive concentration of the hemp essence was 32 pg/ml. For the
combination of the tetracycline and the hemp essence was the minimum inhibitive
concentration specified during the concentration of the tetracycline 2 pg/ml and the hemp
essence 8 pg/ml. The biofilm inhibitive concentration for the combination of these two agents
was set 0,5 pg/ml for concentration of tetracycline and 2 pug/ml for the concentration of the
hemp essence.

A combination of these two tested agents was working antagonistically. The
antagonistic effect was probably caused by the hemp essence, which was decreasing
antibacterial effects of tetracycline by the impact on membrane of S. aureus bacterial cells.

Keywords: antibacterial, antimicrobial, Cannabis, Staphylococcus aureus, synergy
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Uvod

Mikroorganismy, jako jsou bakterie, maji tendenci se agregovat a rtst na povrsich ve
form¢ biofilmu, kterym se chrani pied antimikrobidlnimi, dezinfekénimi, ale i mechanickymi
ucinky (Bi et al. 2021; Sudagidan et al. 2021).

S bakterialnimi biofilmy se mizeme setkat Vv pfirodnim, pramyslovém, ale i
nemocni¢nim prostiedi, ve kterém mohou adherovat k riznym povrchim (Bi et al. 2021; (da
Silva et al. 2020)). V nemocni¢nim prostiedi jsou infekce zesilené biofilmem povaZzovany za
jednu z nejvétsich hrozeb pro lidské zdravi, diky jejich schopnosti tvorby chronickych
infekénich onemocnéni, které je velice naro¢né efektivné 1é¢it. (Aiello et al. 2021). Schopnost
tvorby biofilmu bakteriemi mtze zpuisobit vznik infekei zpsobujicich dlouhodobou 1é¢bu ran,
ale i dalsi zavazné klinické komplikace (Poma et al. 2021). Jednou z nejvétsich komplikaci,
kterou bakterialni biofilmy ve zdravotnictvi zpusobuji, je antimikrobialni rezistence. Zaroven
schopnost tvorby biofilmu umoziuje bakteriim se vyhnout lidskym obrannym mechanismiim,
coz také vyrazn¢ komplikuje 1é¢bu infekce (Mirzaei et al. 2020).

Stejné jako u lidské populace, mohou bakterialni biofilmy zptisobovat infekce také 1 u
volné zijicich ¢i hospodarskych zvirat (Heckman & Soto 2021). U hospodaiskych zvifat mohou
bakterialni biofilmy tvofené nejCastéji S. aureus zpusobovat jedno z nejnakladnéjSich
onemocnéni vV mlékafstvi, a to mastitidu u skotu (Bohl et al. 2021). U volné Zijicich zvifat se
mizeme setkat napiiklad s biofilmy tvofenymi Streptococcus iniae zpisobujicimi vysokou
umrtnost $iroké skaly volné zijicich ryb (Heckman & Soto 2021).

Bakterialni biofilmy vyskytujici se v primyslu pak mohou negativné ovliviiovat kvalitu
kone¢ného produktu vlivem mikrobialni kontaminace, zpusobovat koroze a s nimi spojené
sniZeni G¢innosti prenosu tepla. Mohou mit vSak i pozitivni pfinos, kdy se biofilmy vyuZivaji
napiiklad pfi postupech €iSténi odpadnich vod, bioremedia¢nich procesech a vyrobé elektrické
energie v podob& mikrobidlnich palivovych ¢lancich (Poma et al. 2021).

Jednou z bakterii, ktera je schopna tvorby biofilmu a s nim spojené rezistence je S. aureus
(Sharabiani et al. 2021). S. aureus je grampozitivni, fakultativné anaerobni bakterie, ktera
zpusobuje sirokou skalu onemocnéni a mize se v lidském, ale i zvitecim téle, vyskytovat jako
patogen ¢i jako komenzalni organismus (Pérez et al. 2020; Torabi et al. 2021). S. aureus je
typicky pro svou Sirokou S$kalu faktorti virulence, kterd mu umoziuje snadnéjsi pieziti
Vv prostiedi. Mezi tyto faktory virulence patfi jiZ zminéna tvorba biofilmu, toxinti a schopnost
tvorby rezistence vuci antimikrobialnim latkam (Sharabiani et al. 2021). Tvorba biofilmu S.
aureus ovliviiuje piedev§im zdravotnictvi, kde ve formé methicilin-rezistentniho ¢i
vankomycin-rezistentnich S. aureus vyrazné komplikuje 1é¢bu (Eld et al. 2021; Hasan et al.
2016; Ceballos et al. 2019. Dale se s biofilmem tvofenym S. aureus muzeme setkat i
V potravinaiském pramyslu, kde se vyskytuje zejména v potravinach s vysokym obsahem
bilkovin, jako je maso, mléko, mlééné vyrobky, vejce a ryby (Kang et al. 2019; Zhang et al.
2021).

Z divodu neustalého rhstu rezistence nékterych bakterii na antibakteridlni latky se
Vv poslednich letech hledaji nova U€inna antibiotika, ale i1 jiné alternativni zpusoby inhibice
bakterialnich biofilmi, které by dokazaly antibiotika v inhibici biofilmu nahradit. Mezi
nejslibngj§i varianty alternativnich zpusobli inhibice biofilm patii naptiklad vyuziti



rostlinnych silic, inhibitord quorum sensing, bakteriocind, bakteriofagl, enzymu ¢i
biosurfaktentt (Toushik et al. 2020).
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Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace je ovéefeni ucinku konopné silice na stafylokokovy biofilm samostatné
a v kombinaci s konven¢nimi antimikrobialnimi latkami.

Hypotéza: Na zaklad¢é predbéznych vysledktli pasobeni konopné silice proti tvorbé biofilmu S.
aureus a na zaklade synergickych uc¢inkl s nékterymi antimikrobidlnimi latkami 1ze ocekévat,
ze konopna silice:

1. bude potlacovat tvorbu biofilmu u riznych kment S. aureus;

2. bude uc¢inna i v kombinaci s dal$imi konven¢nimi antimikrobidlnimi latkami

11



1. Literarni reSerze

1.1 Biofilm

Bakterialni biofilmy jsou v pfirod¢ Siroce rozsifeny a mohou vazné ohrozovat veiejné
zdravi. Nebezpecné jsou piedevSim tim, Ze umoznuji bakteriim vznik rezistence na
antimikrobialni latky, kterd nasledné velmi komplikuje 1écbu infekci. Existuje hned nékolik
moznosti inhibice bakteridlniho biofilmu, jako je vyuziti antibiotik, bakteriofagi ¢i inhibitort
Sensing quorum, ty vSak nemusi byt vzdy dostate¢né G¢inné (Zhang et al. 2020).

Mezi bakterie tvofici biofilm patii napiiklad Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Lactobacillus reuterive a dalsi (Pourhajibagher et al.
2021; Wang et al. 2021).

1.1.1 Charakterizace biofilmu

Infekce zesilené biofilmem se staly jednou z nejvétSich hrozeb pro lidské zdravi a
velkou vyzvou pro moderni medicinu. Infekce spojené s biofilmem jsou kazdoroc¢né
zodpovédné za stovky tisic chronickych infekei po celém svété a podle mnoha studii tvoii tyto
infekce 60 % - 80 % vSech bakterialnich infekci a téméf vSech nozokomialnich infekci (Aiello
et al. 2021).

Biofilmy jsou definovany jako mikrobidlné odvozend ptisedld komunita
charakterizovana bunikami, které jsou nevratné pfipojeny k substratu nebo rozhrani ¢i k sobé
navzajem. Jsou uloZeny v matrici extracelularnich polymernich latek, které vyrobily a vykazuji
pozménény fenotyp s ohledem na rychlost rGstu a genovou transkripci. Tato komunita je
prostorové heterogenni strukturou, kterd neustale méni svou formu, ve které se riist a rychlost
metabolismu, dostupnost kysliku a Zivin, hustota bunék, velikost a morfologie ve struktuie
biofilmu vyrazné lisi (Aiello et al. 2021). Hlavni ¢asti biofilma jsou mikrokolonie, které jsou
tvofeny shluky mikroorganismi umisténych nad matrici. Jejich ukolem je uzavirani kanala
uréenych pro piepravu kysliku, zivin, odpadu apod (Kumar et al. 2021). K vytvoieni zralého
biofilmu dochazi béhem néckolika dni az tydnid, béhem kterych dochazi k jejich rlstu a
formovani (Zhang et al. 2021). V biofilmu jsou vytvofeny kanaly, jejichz tikolem je distribuce
zivin do vSech vrstev biofilmu. Tyto kandly jsou tvofené enzymatickym S§t€penim molekul
matrice biofilmu, jako jsou eDNA a proteiny (Raafat et al. 2019).

S. aureus je velmi adaptivnim mikroorganismem, ktery oplyva pomérné silnou
schopnosti tvorby biofilmu na povrchu pevné faze (Yu et al. 2021). Tvorba biofilmu je
zprostfedkovana pomoci geni icaADBC operonem, agr lokusem, ale i dalSimi geny, které
mohou exprimovat celou fadu povrchovych sloZzek rozpoznanych jako adhezivni molekuly
(MSCRAMM). Tyto adhezivni molekuly se také podileji na tvorbé biofilmu. Gen icaADBC
kéduje polysacharidovy mezibunéény adhesin (PIA), ktery tvoii vice nez 90 % biomasy
biofilmu. Tato biomasa biofilmu se skladd z extracelularnich polymernich latek (EPS), které
jsou tvoreny pifevazné z polysacharida, lipidd, bakterii vyluCovanych povrchem bunék,
extracelularni DNA (eDNA), kyseliny teichoové a proteinovych adhesind, které biofilmim
umoziuji tvofit trojrozmérnou strukturu (Avila-Novoa et al. 2021). Mnozstvi a slozeni EPS se
1i8i dle druhu, ale i kmene bakterie (Kaneko et al. 2021).
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Polysacharidovy mezibunécny adhesin (PIA) je exopolysacharid, ktery je piipojen
k povrchu bunék. V literatufe ho mizeme nalézt také pod zkratkou PNAG (poly-N-acetyl-f-
(1,6) -glukosamin). Jeho pfitomnost v biofilmu podporuje adhezi mezi bunkami, coz umoziuje
tvorbu robustnéjSich biofilml a zéroveinl jeho kationtova povaha usnadnuje pfipojeni bakterii
k povrchu hostitelskych bunék, které je nejspiSe zprostiedkovano pomoci zaporné nabitych
molekul, jako jsou kyselina teichoova a eDNA uvoliiovanych umirajicimi buiikami. U
stafylokokl nebyl doposud nalezen Zadny enzym, ktery by byl schopny PNAG degradovat
(Raafat et al. 2019).

Biofilmy jsou odpovédné napiiklad za zneciSténi procesni vody, zhorSeni hygienické
kvality pitné vody a mikrobialn¢ ovlivnénou korozi (Aiello et al. 2021). Mohou vsak mit pro
Cloveka i prospésné vyuziti. Své uplatnéni nasly biofilmy napftiklad pfi ¢isténi odpadnich vod,
bioremediacnich procesech ¢i pii vyrobé elektrické energie ve formé mikrobidlnich palivovych
¢lankd (MFC) (Poma et al. 2021).

Tvorba biofilmu u bakterii je spojovana s vysokou urovni rezistence vuci
antimikrobialnim latkdm, kterd ma za nésledek casté selhani 1écby a s tim souvisejici zvySenou
morbiditou a mortalitou téchto infekci. Ukézalo se, Ze pti 1écbé antibiotiky infekci tvoticich
biofilm dochazi k usmrceni pouze oddélenych planktonickych bakterii a biofilm zlstava i po
1écbé neporuSeny. Studie také ukazaly, Ze 1 bakterialni buiiky, které se v biofilmu vyskytuji
v klidné fazi, ziskavaji rezistenci vici antimikrobialnim latkam (Aiello et al. 2021).

1.1.1.1 Tvorba biofilmu

Tvorba biofilmu je multifaktoridlni a adaptivni proces regulovany riznymi
molekularnimi mechanismy. Prub¢h vzniku biofilmu se dé€li do ¢tyf fazi: pocatecni reverzibilni
a ireverzibilni pfipojeni k povrchu, tvorba mikrokolonii, zrani biofilmu a disperze biofilmu
(Poma et al. 2021).

Za biofilm se mohou prilezitostné oznacovat i stafylokokové aglomerace, u kterych nedochazi
k adhezi k povrchu. V téchto piipadech je pocatecni fazi vzniku biofilmu oznacovana
mezibunééna agregace (Raafat et al. 2019).

Obrdzek 1 Princip vzniku biofilmu (Raafat et al. 2019)
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Pocate¢ni vazba mikroorganismi na abiotické a biotické povrchy zavisi jak na
vlastnostech materialu, tak i na vlastnostech povrchu mikrobidlnich bunék a je obecné
zprostifedkovana nespecifickymi jevy, jako jsou hydrofobni, elektrostatické, sterické interakce
a van der Waalsovy sily. Casna tvorba formujiciho se biofilmu slozeného z adsorbovanych
molekul pfitomnych v okolnim prostfedi vSak muze zménit fyzikalné-chemické vlastnosti
hol¢ho povrchu, a navic mize poskytnout koncentrovany zdroj zivin. Je také znadmo, ze pii
adhezi k povrchtim hraji duleZitou roli také fimbrie, flagella, pili a curli, které pieckonavaji
odpudivé bariéry a mohou zprostiedkovavat piimy fyzicky kontakt s povrchem. Jako reakce na
povrchovy kontakt se syntetizuji specifické nebo nespecifické adheziny, které podporuji
nevratnou mikrobidlni vazbu zptisobujici pfechod mikroorganismi z planktonické formy na
ptisedly zivotni styl (Poma et al. 2021; Raafat et al. 2019). Adheze k povrchim je u S. aureus
zajistovana Sirokym spektrem funkéné redundantnich adhesind, jako jsou MSCRAMM.
MSCRAMM jsou ukotveny k bunééné sténé pomoci enzymové sortazy a obsahuji domény
pieklenujici bunécnou sténu, které konci exponovanou doménou véazajici se na proteiny lidské
matrice. S aureus obsahuje velké mnozstvi MSCRAMM. Ty pak hraji klicovou roli
Vv kolonizaci bakterii a pteziti v hostitelskych bunkach (Raafat et al. 2019).

Klondlni rist ireverzibiln€ adherovanych bunck vytvaii prvni vrstvu bunéénych shluki
znamych jako mikrokolonie. V tomto kroku se zacinaji zapojovat molekuly snimajici kvora
(QS), které zacinaji uvoliovat extracelularni deoxyribonukleové kyseliny (eDNA) a dalsi
dulezité slozky EPS (Poma et al. 2021)

V pribéhu procesu zrani biofilmu se mikroorganismy za¢nou aktivné mnozit, i nadale
produkuji EPS a akumuluji signalni molekuly, enzymy, Ziviny, ale i dalsi slozky. SloZeni
matrice je v této fazi heterogenni a zahrnuje proteiny, eDNA a polysacharidy. V této fazi jsou
biofilmy jiz sloZitym a trojrozmérnym spoleCenstvim slozenym znékolika riznych
mikroprostiedi a bun€k vyskytujicich se v rozdilné metabolické aktivité (Poma et al. 2021;
Raafat et al. 2019)).

Disperze biofilmu je posledni fazi tvorby biofilmu. Béhem disperze dochazi k Sifeni
jednotlivych buné¢k nebo bunéénych shlukli na nova mista. Predpoklada se, ze k tomuto Sifeni
dochazi v reakci na neptiznivé zmény podminek v prosttedi jako je akumulace metaboliti,
vycerpani zivin a kysliku ¢i zmény nékterych vnéjsich sil (Poma et al. 2021).

1.1.1.2 Quorum sensing

Quorum sensing (QS) se vyskytuje u vSech druhti mikroorganismt a mikroorganismim
slouzi jako komunika¢ni kanal (Li & Zhao 2020). Jedna se o bakterialni signaliza¢ni systém,
ktery funguje prostfednictvim produkce, sekrece a detekce malych signdlnich molekul
nazyvanych autoinduktory (Higgins et al. 2021).

QS je bézny komunikac¢ni a koordina¢ni mechanismus, ktery zavisi na hustoté bakterii.
Ridi rtist, proliferaci, patogenitu, tvorbu biofilmu a dal§i souvisejici skupinové aktivity bakterii.
Dale QS slouzi jako ochrana bakterii pted Sirokou Skalou environmentélniho stresu, ktery by
mohl podporovat bakteridlni rezistenci prostiednictvim regulace autoinduktorii (Al) a faktori
virulence. Kdyz koncentrace signdlnich molekul vylu¢ovanych bakteriemi dosédhne urcité
prahové hodnoty, odpovidajici receptor bude reagovat a vadzat se na signdlni molekuly
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k aktivaci exprese specifickych cilovych gent, coz povede k fadé bakterialnich chovani, jako
je bioluminiscence, tvorba biofilmu, faktor virulence exprese a produkce extracelularni
protedzy. Podle rtiznych signalnich molekul jsou bakteridlni QS systémy rozdéleny do tii
hlavnich kategorii. Prvni kategorii jsou QS systémy zprostiedkované acylhomoserinovymi
laktony (Al-1) u gramnegativnich bakterii. Dale jsou QS systémy zprostfedkované
autoindukujicimi peptidy (AIP) u grampozitivnich bakterii a tfedi skupinu tvoii systémy
zprostiedkované furanosylboratovymi diestery (Al-2), které se mohou vyskytovat jak u
grampozitivnich, tak i u gramnegativnich bakterii (Li et al. 2021).

Mnoho bakterialnich procesi, véetné exprese virulencniho faktoru, tvorby biofilmii, ale
i resuscitace zivotaschopnych, ale nekultivovanych bun¢k (VBNC) je zprostiedkovano pomoci
quorum sensing. VBNC jsou nebezpecné zejména pro bezpecnost potravin, kdy mohou
potravinaiské patogeny za nepfiznivych podminek v prostredi ptejit do stavu VBNC, kter¢ se
mohou vyhnout tradi¢ni detekci a za vhodnych podminek se mohou znovu resuscitovat a
negativné pusobit na lidské zdravi. Autoinduktory miiZeme nalézt v masnych vyrobcich,
mlé¢nych vyrobcich, syrové zelening, ale tieba i ve vodnich vyrobcich (Li & Zhao 2020).

Na zéaklad¢ environmentalnich podnéti reguluje systém Quorum Sensing rizna
mikrobidlni chovani, jako je naptiklad morfogeneze, tvorba biofilmu, bioluminiscence, tvorba
rezistence na antimikrobialni latky, regulace exprese faktoru virulence, generace vegeta¢niho
klidu atd (Li & Zhao 2020).

1.1.1.3 Biofilmy v potravinach a potravinarstvi

S. aureus je jednim z nejvyznamngjSich patogent vyskytujicich se v potravinach (Bai et
al. 2021). Muzeme ho nalézt ve velkém mnozstvi potravin, zejména pak v potravinich
s vysokym obsahem bilkovin, jako je maso, mléko, vejce, ryby, mlé¢né vyrobky a u dribeze
(Kang et al. 2019; Zhang et al. 2021). Hojn¢ se vyskytuje v mnoha procesech vyroby a
zpracovani potravin, kde tvofi biofilmy (Bai et al. 2021). Tvorba a vyvoj bakterialnich biofilm
se muze liSit v zavislosti na typech potravinarskych provozii a umisténi zpracovatelského
zafizeni. Jeho vznik v potravinaiském primyslu je ovliviiovan faktory jako jsou kontraktni
povrchy, pouzivani rukavic zaméstnanci, pasterizacni desky, distribucni potrubi vyuZzivané pro
dodavku vody ¢i pfi zpracovani tekutych potravin, davkovani, balici zafizeni a skladovaci
nadrze. Vznik biofilmu v potravindich muze zvysit riziko bakteridlni infekce a intoxikace
Z potravin a ohrozit tim kvalitu a bezpecnost potravin. Ke kontaminaci miiZze dojit v syrovém,
minimalné zpracovaném, cerstvém ¢i hotovém jidle a potravinovych derivatech béhem
zpracovani potravinaiskych vyrobkil. Nasledn€ tato kontaminace milze vést az ke vzniku
biofilmu. Nékteré dominantni bakteridlni druhy, mezi které se fadi i Staphylococcus, mohou
zustavat na pracovnich plochidch 1 po ocisténi a provedeni dezinfekce. Pro eliminaci
bakteridlnich biofilml v potravinafském primyslu plati pravidlo, ze prevence tvorby biofilmi
je pro podnik vzdy vyhodnégjsi nez 1écba jiz vzniklych biofilml. K zabranéni tvorbé biofilmu
slouzi tedy pfevazné aktivni aplikace rtiznych protiopatieni, jako je naptiklad dodrzovani
spravnych vyrobnich postupii, hygienickych postupii a dobie navrzena analyza rizik a
kritickych kontrolnich bodi. Inaktivace nebo usmrcovani bakterii v biofilmech je zasadni pro
prevenci dalsi tvorby biofilmu. Bylo studovano mnoho chemickych a fyzikalnich metod, které
by mohly zabranit vzniku biofilml v potravinach, ale doposud nebyla objevena zadna z téchto
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metod, ktera by nezplisobovala vedlejsi nezadouci uCinky na kvalitu potravin. Jako slibna
alternativa pro eliminaci vzniku biofilmlii v potravindiském pramyslu se jevi vyuziti
ekologického a zarovenl ekonomického ptistupu, pii kterém dochdzi k vyuziti biologickych
metod. U téchto metod jsou vyuzivany pro prevenci a kontrolu biofilmt bakteriociny,
biosurfaktenty (BSs), bakteriofagy, enzymy a latky anti-QS (Toushik et al. 2020).

K Casté¢ kontaminaci biofilmy S. aureus se miizeme setkat zejména v mlékarenském
prumyslu, ve kterém jsou distribuovany po celém mlécném potravinovém fetézci. Ke
kontaminaci miize dojit bud’ prostfednictvim potravinatrskych surovin a nadrzi na syrové mléko
nebo pii zpracovani potravin, kdy muize dojit ke kontaminaci ze zafizeni, které¢ potravinu
zpracovava, véetné potrubi, nadrzi na syry, pasterizatory, ale i prostfednictvim povrchi, se
kterymi prichazeji potraviny do styku a baliciho zatizeni (Avila-Novoa et al. 2021). Zejména u
tradién¢ rucné vyrabénych potravin predstavuje velkou hrozbu pro dodrzeni bezpecnosti
potravin (Bai et al. 2021).

S. aureus je jednim z nejbéznéjSich intramamaéarnich patogenli u stdd dojnic na celém
svete. Za hlavni zdroj kontaminace mléka se povazuje infikovana prsni zlaza dojnic (Pacha et
al. 2021). V mlékarenském prumyslu tvoii S. aureus jednu z hlavnich pti¢in vzniku mastitid u
skotu, které jsou v mlékarenském primyslu oznaovany za jedno znejndkladnéjSich
onemocnéni. Tato bakterie vyvolava prevazné subklinickou mastitidu, kterd muze prechazet
Vv chronické onemocnéni a celozivotni perzistenci patogenu (Bohl et al. 2021).

DalSim zdrojem kontaminace potravin biofilmem S. aureus mohou byt také Spatné
CiSténé stény potrubi, kterymi béhem zpracovani prochazi tekuté potraviny, jako jsou naptiklad
rizné ovocné §tavy a omacky, ale mize jim prochéazet naptiklad i mleté maso. Vlivem tohoto
nespravného ¢isténi potrubi miiZze dojit ke kiiZové kontaminaci zpracovavanych potravin.
K oSetfeni téchto tekutych potravin se tradicn€ pouZzivala mikrovinné pasterizace ¢i okamzita
sterilace ultravysokymi teplotami. Od téchto metod se vSak jiZ odstupuje. A to zejména kvuli
negativnim vliviim teploty na senzorické a vyZivoveé vlastnosti vyrobkll. V poslednich letech se
pro zajiSténi bezpecnosti téchto potravin zacaly pouzivat technologie vyuzivajici naptiklad
studeného plazmatu, vysokého napéti v elektrickém poli, vysokého hydrostatického tlaku a
vysokotlaké homogenizace (UHPH) (Zhang et al. 2021).

U bakterii pfenasenych formou biofilmi v potravinach dochdzi k mensi citlivosti na
vlivy vnégjsiho prostredi. Uvadi se, Ze jejich odolnost vii¢i environmentalnim stresim muiZze byt
az tisickrat vyssi nez u bunék vyskytujicich se v planktonické formé. S vyskytem biofilmi se
muizeme setkat v mnoha potravindiskych primyslovych procesech, které mohou vést ke
kontaminaci potravin a poskozeni zafizeni (Yu et al. 2021).

K boji s biofilmy jsou v potravinaistvi nejcastéji pouzivané chemické dezinfekéni
prostfedky. Proti tém jsou vSak biofilmy velmi dobie odolné. Diky vytvoreni pfirozené bariéry
slozené z EPS dochézi k omezeni penetrace a difuzi chemickych dezinfekcnich prostredkii do
vnitinich bunék biofilmu, které ziistavaji i nadale nedotcené, a tedy i Zivotaschopné (Yu et al.
2021).

V poslednich letech pfitdhl velkou pozornost pro kontrolu potravinaiskych
bakteridlnich biofilmt také vysoce intenzivni ultrazvuk (HIU), ktery plisobi na zménu adheze
biofilmu. Existuje také mnoho studii, které uvadéji, ze HIU ptisobi baktericidné. Tyto vysledky
studii vSak nebyly jednozna¢né. Uéinnost ultrazvukové kontroly biofilmu je zavisla na
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ultrazvukovych podminkach, povrchovych podminkach, mikrobialnich kmenech a stadiich, ve
kterych se biofilmy nachazi (Yu et al. 2021).

1.1.1.4 Biofilmy ve zdravotnictvi

S. aureus je hlavnim patogenem zpusobujicim nozokomialni infekce a piedstavuje
velkou zatéz pro lékaiska zatfizeni. Tyto infekce jsou v l€katskych zatizenich pirenasené bud’
piimym kontaktem pacientii s kolonizovanymi zdravotniky, pfi zaneseni mikroorganismui do
ran po invazivnim chirurgickém zékroku ¢i pfi zavadéni implantatt (Subramanian & Natarajan
2021) jako jsou srdec¢ni a kosmetické chirurgické implantaty, cévni $tépy ¢i katetry (El-Far et
al. 2021). Ptipojeni S. aureus na hostitelskych tkanich i na implantovanych materialech je
zprostiedkovano pomoci adhesinii (Raafat et al. 2019) a mohou zptisobovat prevazné kozni
abscesy, respiracni infekce, infekce mékkych tkani ¢i bakteremie. Pokud se bakterie S. aureus
dostanou do krevniho feéisté, mohou zpusobit v téle hostitele endokarditidu, osteomyelitidu,
nekrotizujici pneumonii a sepse (El-Far et al. 2021).

Ve zdravotnictvi jsou infekce spojené s bakteriemi tvoficimi biofilm velkym
problémem. Zatimco planktonické bakteridlni buiiky zplsobuji prevazné akutni infekce, u
bakterii tvoticich biofilm dochdzi ptfevazné ke vzniku chronickych infekci, které je narocné
1écit. Lécba téchto infekei je naro¢na diky neustale se zvysujici rezistenci na antimikrobialni
latky (Kaneko et al. 2021), ktera vznika jako dusledek nespravného a nadmérného pouzivani
antibiotik (Campbell et al. 2020). Zaroven se bakterie vyskytujici se v biofilmu zvladaji
vyhybat imunitni odpovédi hostitele (Kaneko et al. 2021). Proto je dulezité pro 1é¢bu infekci
zpiisobenou biofilmy neustdle hledat nové zplsoby a pfistupy 1écby. Z tohoto diivodu byly
provedeny studie k detekci novych sloucenin s antibakterialnimi a anti-biofilmovymi ucinky,
mezi kterymi byla zkoumana naptiklad lé€ba pomoci nano-stiibra, bakteriofagl a
antibiotickymi ¢inidly rostlinného ptivodu. Pozornost v 1é¢bé biofilmovych infekei si ziskaly i
rizné biologické ucinky ptirozené se vyskytujicich latek v rostlinach (El-Far et al. 2021).

V boji proti bakteridlnim biofilmiim se stavaji potencialni terapeutickou moznosti
antimikrobialni latky, které snadno pronikaji do biofilmu a narusuji ho (Kaneko et al. 2021).

K pouziti se nabizi nebaktericidni terapeuticka ¢inidla, kterd zabranuji tvorb¢ biofilmu a
zaroven zvySuji citlivost na antibiotika. Tyto slouceniny se oznacuji jako ,,anti-patogenni
latky* a umoziuji prodlouZeni zivotnosti aktualné pouZzivanych antibiotik a sniZeni rychlosti
rustu rezistence na tato antibiotika (Campbell et al. 2020).

1.1.2  Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je grampozitivni, katalaza a koagulaza pozitivni, oportunni a
fakultativné anaerobni bakterie (Pérez et al. 2020; Torabi et al. 2021), ktera se mtze v lidském
téle vyskytovat jako patogen ¢i jako komenzalni organismus, ktery kolonizuje rtizné ¢asti téla.
Uvadi se, ze priblizné u 30% populace dochazi ke kolonizaci S. aureus. Nejcastéji je
lokalizovan Vv predni ¢asti nosu. Studie také potvrdily, Ze pravé nazalni kolonizace zvysSuje
riziko vzniku klinickych infekci (Sharabiani et al. 2021). Dale mizeme tuto grampozitivni
bakterii izolovat také napiiklad z kuze ¢i hornich cest dychacich (El-Far et al. 2021). Pfenos S.
aureus je zprostfedkovan pomoci kontaktu s kontaminovanyma rukama, ptenosem V prostiedi
¢i formou respiracnich onemocnéni, kdy dojde k vdechnuti kontaminovaného vzduchu
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(Sharabiani et al. 2021). S. aureus je ozna¢ovan za nejvice patogenni mikrobialni druh mezi
stafylokoky, ktery zptisobuje hned nékolik onemocnéni (Moussé et al. 2020).

S. aureus je uznavan jako jeden z hlavnich lidskych bakteridlnich patogenti, ktery
zpusobuje Siroké spektrum nozokomidlnich a komunitné pfenosnych infekei, které mohou
zptisobovat Sirokou Skdlu onemocnéni, a to od zanétlivého onemocnéni klize az po stav, ktery
muze byt i zivot ohrozujici. Infekce zpiisobené S. aureus predstavuji velkou zatéz pro vetejné
zdravi po celém svété (Memariani et al. 2021). Jeho nebezpe¢nost vyplyva piedevsim z jeho
Siroké Skaly faktoru virulence, kterymi oplyva. Mezi tyto faktory se fadi tvorba toxint,
biofilmu, rezistence vuéi riznym antibiotiktiim (Sharabiani et al. 2021). K vysoké virulenci této
bakterie napomaha také vyskyt adhezind, jako jsou proteiny vazajici kolagen (Cna), fibronektin
(FnBP), elastin (Ebp) a shlukovaci faktor (CIf), které umoziuji bakteriim snadny uchyt na
povrchu hostitelské buiiky, naslednou invazi do hostitelskych bun¢k ¢i tnik pfed imunitni
reakci (Memariani et al. 2021; (Sharabiani et al. 2021).

Pro 1écbu stafylokokovych infekci jsou pouzivany rizné tfidy antibiotik, jako jsou
napiiklad: aminoglykosidy, fluorochinolony, makrolidy, glykopeptidy, straptograminy a
oxazolidinony. Diky celosvétovému rozSifovani rezistence na antibiotika vSak dochazi
multirezistentnich patogeni se uvadi methicilin-rezistentni SA, oznaCovany pod zkratkou
MRSA (Memariani et al. 2021).

1.1.2.1 Toxiny produkované S. aureus

S. aureus je oznaCovan za hlavni pfi¢inu otrav potravinami zpusobenych tvorbou
enterotoxinil. Uvadi se, Ze celkem 75 % hlaSenych ptipadi potravinovych infekci zptisobenych
bakteriemi tvoii pravé tato bakterie. K vyvolani potravinové otravy dochézi pfi poziti potravy
obsahujici vysoké davky stafylokokovych toxind, pti¢emz S. aureus vytvari hned nékolik druhd
toxint, mezi které patfi toxin-1 syndromu toxického Soku (TSST-1), enterotoxiny (SE),
exfoliativni toxiny (ExTs), Panton Valentine Leucocidin (PVL), adhesiny, hemolysins,
exfoliativni toxiny (ETA a ETB) (Sharabiani et al. 2021; Moussé et al. 2020), pti¢emz TSST-
1, SE a PVL maji superantigenni aktivitu, kterd miZe zplsobovat proliferaci T bunék a
uvolnovat prozanétlivé cytokiny (Sharabiani et al. 2021).

Jednotlivé stafylokokové toxiny se od sebe mohou odliSovat svymi vlastnotmi a
pusobenim na lidské zdravi. Napiiklad enterotoxin vyprodukovany S. aureus je tolerantni jak
k teplu, tak i k nizkému pH a proteolytickym enzymuim. Pfi tepelném opracovani a konzervaci
potraviny tedy dojde pouze k usmrceni Zivych bakterii S. aureus, ale enterotoxin zustava
neposSkozeny. Mize tedy po konzumaci kontaminované potraviny i po jejim tepelném
zpracovani a konzervaci puasobit toxicky (Yan et al. 2021). Celkem jiz bylo popsano 24
stafylokokovych enterotoxinli. Mezi piiznaky otravy stafylokokovymi enterotoxiny patii
nevolnost, zvraceni, kiece v bfise a v ne¢kterych piipadech i prijem (Silva et al. 2020).

Panton Valentine Leucocidin (PVL) spolu s toxinem syndromu toxického Soku (TSST-
1) a enterotoxiny (SE) patii do skupiny pyrogennich superantigennich toxint. Zatimco PVL
pusobi jako cytotoxin a toxin tvofici pory, TSST-1 vyvolava svym piisobenim u hostitele
imunitni hyperaktivitu. Exfoliativni toxiny zase zpusobuji poruseni integrity kiize a zptisobuji
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zavazné dermatologické syndromy (Motallebi et al. 2021), které jsou oznacovany jako syndrom
opatené kiize (Sharabiani et al. 2021).

1.1.2.1 Vznik rezistence

Kmeny mikroorganismi rezistentnich na antimikrobialni 1é¢bu se staly hlavnimi riziky
Vv oblasti mediciny a zdravotni bezpe¢nosti (Cui et al. 2019). Antimikrobialni rezistence neni
vSak znepokojiva jen u lidi, ale i u zvifat. Rezistence na 1éky je jev, ktery se pfirozené vyskytuje
v pribéhu ¢asu. Obvykle se rezistence vytvaii v disledku genetickych modifikaci ziskanych
mutaci a selekci neboli také vertikdlnim pfenosem geni nebo ziskavanim genli mezi kmeny a
druhy mikroorganism, také ozna¢ovaném jako horizontalni ptenos genti (Pérez et al. 2020).

wewvr

vvvvvv

aureus pouzivala p-laktamova antibiotika, tetracyklin, klindamycin a sulfa. V sou¢asné dob¢ je
vSak lécba téchto infekci diky vzniku antimikrobialni multirezistence (MDR) mnohem
naro¢n&jsi. K rozsifeni incidence rezistence na antimikrobialni latky doslo u S. aureus
pozoruhodné rychle (Hasan et al. 2016).

Vznik rezistence na 1éky lze vSak urychlit i nespravnym pouzivanim antimikrobialnich
latek. Bylo naptiklad prokézano, ze pouziti subinhibi¢nich koncentraci antibiotik muize
stimulovat pfenos horizontalnich genli souvisejicich s rezistenci. Dalsi komplikaci u
antimikrobialni rezistence je, Ze genetické determinanty zpusobujici rezistenci Ize snadno
pfenaSet mezi riaznymi hostiteli, véetné lidi, zvifat a zivotniho prostedi (Pérez et al. 2020).
Z tohoto diivodu predstavuje rozsahlé pouzivani antimikrobialni 1écby jak u lidi, tak 1 u zvifat
velky problém pro vetejné zdravi. V soucasné dobé¢ je odpoveédné pouzivani antimikrobidlnich
latek klinickymi 1ékafi a hledani terapeutickych alternativ ke snizeni pouZivani
antimikrobialnich latek a sniZeni antimikrobialni rezistence prioritou jak ve veterinarni
medicing, tak i ve vefejném zdravi (Molineri et al. 2021).

1.1.2.1.1 MRSA

S. aureus je mikroorganismus, ktery je schopny ziskat nékolik mechanismi
antimikrobialni rezistence, pfi¢emz jednim z nejdulezitéjsi je rezistence na methicilin (Ceballos
et al. 2019). Methicilin-rezistentni S. aureus (MRSA) je schopny pfezit v pfitomnosti [-
laktamovych antibiotik ve vétsing ptipadu diky ziskani genové kazety obsahujici mecA kodujici
protein 2a vazajici penicilin (PBP2a) s nizkou afinitou k penicilinu. V pfitomnosti -laktami
piebird PBP2a zkiiZené propojeni vldken peptidoglykanu (PGN) v bunécné sténé MRSA, coz
vede ke snizenému zesitovani PGN (Ceballos et al. 2019; Eld et al. 2021). MRSA se tak stal
rezistentnim na fadu antibiotik, véetné penicilu, tetracyklinu, methicilinu a vankomycinu
(Chakraborty et al. 2018).

Diky témto vlastnostem zpiisobuji MRSA vétsi komplikace pii 16¢bé a vy$si morbiditu
u pacitentl postizenych MRSA. Zéarovei predstavuji i vétsi ekonomickou zatéz ve srovnani se
S. aureus citlivym na methicilin (MSSA) (Ceballos et al. 2019; Eld et al. 2021). Dal§im genem,
u kterého bylo objeveno, Ze zptisobuje rezistenci na methicilin je mecC (Ceballos et al. 2019).
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MRSA je jednim z nejvyznamnéjsi patogenti zpusobujicich infekce spojené se zdravotni
péci (HA-MRSA), komunitou (CA-MRSA) a hospodaiskymi zvifaty (LA-MRSA). Na rozdil
od kmenlit HA-MRSA, které postihuji pacienty s rizikovymi faktory spojenymi se zdravotni
péci, CA-MRSA mohou infikovat i zdravé a mladsi lidi vyskytujici se mimo nemocni¢ni
zatizeni. To naznaCuje zvySenou virulenci vyskytujici se u CA-MRSA (Egea et al. 2014).
K pienosu MRSA z hospodatskych zvitat na clovéka miize dojit pii nedodrzovani dostatecnych
hygienickych postupt dvéma zplsoby, a to fyzickym kontaktem s infikovanym zvifetem ¢i
konzumaci masa nebo jiného potravinarského vyrobku, jako jsou naptiklad mlécné produkty
(Chakraborty et al. 2018).

1.1.2.1.2 VRSA

Az donedavna byl vankomycin nejspolehlivéj§im feSenim pro infekce zplsobené
MRSA. Prvni objev rezistence na vankomycin u S. aureus se objevil v roce 1997 u japonského
pacienta, u kterého doslo k nadmérnému pouzivani vankomycinu béhem 1é¢by. Izolaty VRSA
vykazuji aplnou rezistenci viéi vankomycinu (Hasan et al. 2016).

Mechanismus piisobici na rezistenci na vankomycin u S. aureus stale neni Gpln¢ jasny.
Genetickd analyza prvniho izolatu VRSA odhalila konjugativni plazmid 57,9 kilobazové
multirezistence. V tomto plazmidu byl nalezen transpozon Tnisss, ktery obsahuje determinant
rezistence vuéi vanA. Dalsi geny na tomto plasmidu kodovaly rezistenci na trimethoprim
(dfrA), B-laktamy (blazZ) a aminoglykosidy (aacA-aphD) (Hasan et al. 2016). Predpoklada se
vsak, Ze na vzniku rezistence na vankomycin u S. aureus se podilely dva mechanismy, a to
zména V bunééné sténé a ziskani van genu (Fasihi et al. 2017). V disledku vzniku VRSA se
objevuje nutna a okamzita potieba objevu novych G¢innych terapeutickych metod (Hasan et al.
2016).

1.1.3 Vybrané alternativni metody inhibice biofilmu

Pro inhibici tvorby biofilmu bylo navrzeno hned nékolik strategii. Jednou z téchto

strategii je prevence nebo naruSeni mikrobialni adheze k abiotickym povrchiim modifikaci
povrchové chemie nebo topografie. Dalsi strategii je pouZiti povlakl s baktericidnimi nebo
bakteriostatickymi a antiadhezivnimi vlastnostmi. Alternativni metody se pak zaméfuji na
naruseni zralého biofilmu enzymatickymi nebo mechanickymi metodami a na eradikaci
bakterialnich komunit spojenych s tvorbou biofilmu pomoci antimikrobialnich peptidi a
bakteriofagi (Poma et al. 2021).
V poslednim desetileti doslo k vyvinuti novych metod uréenych k inhibici biofilmd. Mezi tyto
metody spada naptiklad vyvoj novych antiadhezivnich materidlti, pouziti ultrazvuku a
magnetickych poli k eradikaci biofilmu nebo k dosazeni penetrace 1é¢iva. Tyto metody vsak
fesi pouze inhibici tvorby biofilmu pouze v Zivotnim prostiedi a na klinickych abiotickych
povrsich (Aiello et al. 2021).

1.1.3.1 Inhibitory Quorum Sensing
Vhodnym prostiedkem pro boj s bakteridlnimi infekcemi tvoficimi biofilm se ukazalo

pouziti inhibitord Quorum Sensing Inhibitors (QSI). Jedna se o malé molekuly, které oplyvaji
inhibi¢nimi schopnostmi proti systému Quorum Sensing (QS), ktery umoziuje komunikaci
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mezi bakterialnimi bunikami v biofilmu (Aiello et al. 2021). QSI lze rozdélit na inhibitory
ptirodniho ptivodu, mezi ktery patii mikrobidlni, rostlinny i zivo¢iSny ptivod, a na syntetické
slouceniny. Mechanismy QSI se rozdé€luji podle tii zptsobt inhibice, a to na inhibici syntézy
signalnich molekul, podporu degradace signalnich molekul a soutéz se signalnimi molekulami
0 vazbu na receptorové proteiny. QSI byly navrzeny jako slibné alternativy k antibiotikim a
jejich pouziti bylo navrzeno v kombinaci s antibiotiky. Cilem této kombinace bylo snizit
uzivani antibiotik a zvysit jejich antibakterialni i¢innost. Neni vSak stale dostatecné probadano,
zda pouzivani QSI pro 1é¢bu bakterialnich infekci mtize vyvolat bakterialni rezistenci (Li et al.
2021).

Nedavno byl zjistén inhibi¢ni ucinek na QS u resveratrolu (RSV), ktery inhiboval rist
biofilmu jak u grampozitivnich, tak i u gramnegativnich bakterii. Z vysledkt biologickych
testl, které zkoumaly vliv RSV na inhibici biofilmu S. aureus bylo patrné, ze RSV dokaze
inhibovat proces QS blokaci jejich pocatecni adheze k povrchu. Prestoze se zda byt RSV
atraktivni pro vyrobu novych farmaceutickych produkti svym Sirokym spektrem
antimikrobidlni aktivity, bezpecnosti a nizkou cenou, ma pro vyrobu 1€k 1 n¢které negativni
vlastnosti jako je napiiklad jeho nizka rozpustnost ve vod¢, nizka biologickd dostupnost ¢i
nestabilita v biologickych tekutinach. Pokud by se vSak podatilo podavat RSV v liposomech,
které zvysuji jeho rozpustnost a stabilitu ve vod¢, mohl by se stat RSV u¢inym 1ékem v boji
proti bakterialnim infekcim tvoticim biofilm (Aiello et al. 2021).

1.1.3.2 Bakteriociny

Neustale se zvySujici vyskyt rezistence na antibiotika u vétSiny mikroorganismu spolu
s neSetrnym chovanim antibiotik k Zivotnimu prostfedi vyzaduji nové alternativni zpisoby
lécby mikrobidlnich infekci. Mezi tyto alternativni metody patii 1 vyuZiti bakteriocint.

Bakteriociny jsou skupina ribosomalné syntetizovanych proteinti nebo peptida
produkovanych ur¢itymi mikroorganismy, u kterych se predpoklada potencidlni aktivita proti
patogennim mikroorganismim a bakteriim tvofici biofilm (Toushik et al. 2020).
Mikroorganismy produkujici bakteriociny jsou pied pusobenim vlastniho bakteriocinu
chranény imunitnim systémem, ktery je exprimovan soucasné¢ se strukturnimi geny
bakteriocinu (Duarte et al. 2013). Typicky jsou bakteriociny produkovany bakteriemi mlécného
kvaseni (LAB), u kterych studie odhalily celkem 785 domnélych shluki bakteriocinovych gent
obsazenych ve dvanacti hlavnich rodech LAB. V poslednich nékolika letech vzbudily
bakteriociny velky zajem diky svému Setrnému chovani k zivotnimu prostedi (Toushik et al.
2020). Kromé toho jsou také obecné povazovany za bezpetné a netoxické pro eukaryotické
bunky. K jejich inaktivaci dochazi prostfednictvim travicich proteaz, které ovliviiuji sttevni
mikrofléru minimalné (Duarte et al. 2013). Zaroven bylo zjisténo jejich Siroké vyuziti
V raznych potravinarskych vyrobcich ve formé ptisad do potravin. Jsou vyuZzivany napiiklad
pfi vyrobé fermentované zeleniny, mlécnych vyrobki, alkoholickych napojti nebo mohou byt
pouzity i jako ptisada do masa (Toushik et al. 2020). Lze je ale také vyuzit k 16¢b¢ a prevenci
nékterych bakterialnich infekci, véetné bovinni mastitidy (Duarte et al. 2013).

Bakteriociny lze klasifikovat na zakladné hned nékolika faktorti, mezi které patfi jejich
primarni struktura, molekulovd hmotnost, jejich biochemické nebo genetické vlastnosti,
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enzymatickd a tepelnd stabilita, pfitomnost i nepiitomnost posttranslacnich modifikaci
aminokyselin a mikrobicidnich aktivit (Toushik et al. 2020).

Bakteriociny jsou priméarné rozdéleny do tii riznych tiid. Bakteriociny tfidy I jsou malé
posttranslaéné modifikované peptidy s konsensualni sekvenci GX3TX3EC a do této tiidy patii
napftiklad lantibiotika. Bakteriociny tfidy II jsou malé, tepelné stabilni, nemodifikované peptidy
s izoelektrickymi body v rozmezi od 8,3 do 10,0 a shodnou sekvenci YGNGYV a do této tiidy je
fazen napiiklad pediocin. Bakteriociny tiidy III jsou velké, tepelné labilni peptidy, se shodnou
sekvenci KYYGNGVXCXKX2CXVD/NWX2A. Do bakteriocini t¥idy III se fadi naptiklad
zoocin. Tyto hlavni tfidy se dale déli podle jejich malych rozdila ve vlastnostech do podtiid.
V poslednich n¢kolika letech bylo identifikovano velké mnozstvi bakteriocint izolovanych a
identifikovanych z grampozitivnich i gramnegativnich mikroorganismti. Diky témto objeviim
vzniklo hned n€kolik databazi shromazd'ujicich informace o mikroorganismech produkujicich
bakteriocin, jako jsou napfiklad LABiocin a BAGEL (Toushik et al. 2020).

Bakteriociny se do potravin pfidavaji hned z nékolika dtvodid. Prodluzuji dobu
pouzitelnosti potravin, zabranuji jejim zménam béhem skladovani, omezuji pouzivani
chemickych a teplotnich uprav, =zabranuji ptenosu kazeni a pfenosu patogennich
mikroorganismll v potravindch, ¢imz zéaroven zabranuji i vzniku bakteridlnich biofilma
(Toushik et al. 2020).

Bakteriociny mohou také inhibovat tvorbu biofilmt uréitych mikroorganismt pomoci
interference RNA polymerazy, aspartyl-tRNA syntetazy a DNA gyrazy, ktera vede k naruseni
DNA, RNA a proteinového metabolismu bakterii. VétSinou timto zplisobem inhibuji pouze
gramnegativni bakterie. Prokazalo se vSak, ze naptiklad kruhovy bakteriocinovy enterocin AS-
48 pusobi proti biofilmu S. aureus jak samostatné, tak i v kombinaci s dal$imi biocidy. Dal$im
bakteriocinem, ktery muze zabranit planktonovym bunkam ve vytvareni biofilmu, a dokonce i
proniknout do matrice zralého biofilmu Staphylococcus sp., je saktibioticky bakteriocin hyicin
4244 (Toushik et al. 2020) vytvafeny S. hyicus 4244. Jedna se o prvni saktibiotikum objevené
u stafylokokt (Duarte et al. 2018). Dalsim bakteriocinem pisobicim inhibi¢né proti biofilmim
S. aureus je amylolysin ziskavany z Bacillus amyloliquefaciens GA1 (Toushik et al. 2020).

1.1.3.3 Bakteriofagy

v

Bakteriofagy neboli také fagy jsou nejhojnéjsi a vSudypiitomné virové organismy
v biosféie (Toushik et al. 2020). Jedna se o ptirozené nepratele bakterii, které mohou napadat i
bakterialni biofilmy (Azeredo et al. 2021). Diky svym jedine¢nym vlastnosem jako je pfirozeny
vyskyt, bezpecnost pro ¢loveka i Zivotni prostiedi a vysoka specificita k bakteriim pfenasenymi
potravinami, jsou bakteriofagy atraktivni alternativou pro prevenci biofilmt v potravinach
(Toushik et al. 2020).

Bakteriofagy obsahuji enzymy degradujici polysacharidy, které by mohly potencialné
eradikovat bakterialni biofilmy degradaci EPS, a tim deaktivovat zralé biofilmy. Kromé toho
bakteriofagy koduji tail-spike proteiny jako jsou endolysin a lysin a lytické strukturni proteiny,
které se diky jejich schopnostem pronikat a odstrafiovat biofilm pouzivaji jako anti-biofilmova
¢inidla. Lyza cilovych bakterii v biofilmech pomoci fagli mize potencialné snizovat stabilitu
biofilmu, coz umoznuje dalsi disperzi fagt do bakterialnich biofilma (Toushik et al. 2020).
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Za poslednich deset let se zajem o fagy prudce zvysil, a to nejen kvili zvySenému
povédomi o dusledcich biofilml na lidské zdravi, ale pfedevsim z diivodu, Ze roste mnozstvi
dikazii o tom, ze fagy pusobi proti biofilmim ucinngji nez tradi¢ni antibiotika. V¢EtSina
védeckych publikaci zabyvajicich se vlivem bakteriofagii na biofilm také potvrzuje, ze fagy lze
vyuzit jak proti monodruhovym biofilmim, tak i pii 1é¢bé vicedruhovych biofilmi, a to zIlasté
u biofilmi vytvotenych Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa a S. aureus (Azeredo et al.
2021).

V soucasné dob¢ se bakteriofagy uspéSné pouzivaji v boji proti monobakteridlnim i
smiSenym bakterialnim biofilmum, ale také i k jejich kontrole. Studie prokazaly, Ze naptiklad
stafylofagy vB_SauM_philPLA-RODI a vB_SepM_philPLA-C1C znateln¢ snizuji tvorbu
biofilma S. aureus a S. epidermidid na deskach Transwell® (Toushik et al. 2020).

Sifeni bakteriofagii na buiikach biofilmu je silné zavislé na chemickém sloZeni a
vlastnostech okoli, jako je rustova faze, médium, teplota a koncentrace fagt (Toushik et al.
2020). Dalsim dilezitym faktorem pro ucinnou eradikaci biofilmi fagy je hustota biofilmu.
Pokud jsou biofilmy fidké, je nepravdépodobné, Ze dojde k setkani fagi s bakteriemi biofilmu
a snaha o eradikaci biofilmu fagy bude neucinna (Azeredo et al. 2021). Soubor ruznych
bakteriofagli ¢i bakteriofdgl s riiznymi enzymy a dezinfekénimi prostiedky degradujicimi
polysacharidy by byl Siroce pouzitelny pro eradikaci $iroké $kaly biofilmt bakterialnich druht
(Toushik et al. 2020).

Dnes je jiz nékolik fagem zprostfedkovanych biokontrolnich latek Siroce vyuzivano
k regulaci hlavnich potravinovych patogennich a kazicich bakterii vyskytujicich se ve formé
biofilmu (Toushik et al. 2020).

Proti S. aureus pusobi napiiklad bakteriofag SATA-8505, u které¢ho byla potvrzena
redukce biofilmu po 48 hodindch expozice fagu na polystyrénové mikrotitratni desticce.
Dalsimi bakteriofagy ptisobicimi proti biofilmim S. aureus jsou jiz zmifiované philPLA-RODI
a philPLA-C1C, u kterych béhem vyzkumu doslo ke snizeni biofilmu o 2—4 log jednotky po 4
hodinach po oSetieni (Toushik et al. 2020).

1.1.3.3 Enzymy

Enzymy jsou jednim z dalsich alternativnich zptisobi, které vznikly pro kontrolu kvality
a bezpecnosti potravin. Enzymy jsou vyuzivany jako inovativni antibiofilmové latky, které maji
schopnost rozkladat extracelularni polymerni latky matricové slozky (mikrobidlni DNA,
polysacharidy a proteiny (Gutiérrez 2019; Toushik et al. 2020). Jejich jedine¢nou vlastnosti je
vysoka biologickd rozlozitelnost, kterd spolec¢né s nizkou toxicitou pro zivotni prostiedi Cini
enzymy ekologickym opatfenim proti tvorb¢ biofilmi. Ze sedmi t¥id enzymu, vykazuji étyfi
hlavni tfidy anti-biofilmovou ¢innost. Mezi tyto tfidy spadaji hydrolazy, oxidoreduktazy,
transferazy a lyazy (Toushik et al. 2020).

Béhem povrchové adheze vytvareji bakterialni buiiky jiz zminéné EPS, které Ize snadno
degradovat pomoci enzymu. Proto je za idealni metodu inhibice pocate¢ni adheze a eliminace
vytvotfenych struktur bakteridlnich biofilmil povazovano vyuziti enzymu pravé proti bakteriemi
vytvofenym EPS (Toushik et al. 2020).

Enzymy jsou vysoce specifické pro substraty, proto se enzymaticky zpusob piisobeni
mize u jednotlivych druhti vyrazné lisit na zakladé obsahu matrice EPS. Enzymy mohou
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narusovat biofilmy ¢tyfmi zpusoby. Jednim z téchto mechanismu je napadani bunék v matici
biofilmu, které zpasobuji 1yzu bunék. Druhym mechanismem enzymy piimo napadaji a
degraduji slozky matice biofilmu. Tietim mechanismem mohou enzymy puisobit proti ¢innosti
QS. A poslednim mechanismem, kterym enzymy dokazou inhibovat tvorbu biofilm, je zvySeni
katalytické u¢innosti antibakterialnich latek proti bakterialnim biofilmtm (Toushik et al. 2020).

Stépeni raznych vazeb polysacharidi v bakterialnich biofilmech je katalyzovan zejména
hydrolazami a lydzami. Dal§imi enzymy podilejici se na inhibici biofilmu jsou nukleazy, které
inhibuji biofilm jak u grampozitivnich, tak i gramnegativnich bakterii (Toushik et al. 2020).
Diky bohatému sloZeni matrice biofilmu a substratové specificité enzymu je pro prevenci a
eradikaci bakteridlnich biofilmt ¢asto nutné pouzit smés enzymu. Kromé toho je také znamo,
7ze kombinace enzymi a dalSich latek redukujicich biofilm vede ke zvySeni celkové
antibiofilmové aktivity (Borges et al. 2020; Toushik et al. 2020).

Studie zabyvajici se antibiofilmovou aktivitou enzymu proti biofilmim S. aureus zjistila
pozitivni U¢inky metaloprotedzy, ktera na polystyrénové mikrotitraéni desti¢ce redukovala
biofilm S. aureus o 62-78 %. Dale byla zjisténa antibiofilmova aktivita pusobici proti
biofilmim tvofenym S. aureus i u DNase I, u které doslo k redukci biofilmu o 80 %. Dale pii
pusobeni DNasa | na biofilm MRSA, doslo k odstranéni 58 % biofilmu. Lysostafin odstranil
smiSeny biofilm S. aureus citlivého na methicilin a MRSA z 76 %. U a-amylazy doslo k
odstranéni 97 % smiseného biofilmu (Toushik et al. 2020).

1.1.3.4 Biosurfaktenty

Biosurfaktenty neboli také mikrobialni povrchové aktivni latky jsou extracelularné
syntetizované, nizkomolekularni (5-15 kDA), amfifilni, povrchové aktivni molekuly, které maji
jak hydrofobni, tak hydrofilni charakter (Toushik et al. 2020). Tyto mikrobialni povrchové
aktivni latky tvofi riizné povrchové aktivni molekuly, mezi které patfi neutrdlni lipidy, mastné
kyseliny, fosfolipidy, latky podobné proteinim, komplecy polysacharidi a proteinii a
lipopeptidy a glykolipidy (Yan et al. 2019). Biosurfaktenty (BS) se rozd¢luji do kategorii dle
jejich chemického slozeni a mikrobidlniho piivodu. Molekuly BS maji schopnost oslabovat
interakce mezi bakterie-bakterie a bakterie-povrch (Toushik et al. 2020). Mezi ¢innosti BS patii
napiiklad 1 usnadnéni transportu zivin svym produkujicim mikroorganismim, dale mohou
zasahovat do interakci mezi mikroby a hostitely a do mechanismt sensing quorum (Giordani et
al. 2019).

Diky svym vysoce ucinnym disperznim a antiadhezivnim U€inklim, které inhibuji
kolonizaci patogeny, jsou BS povazovany za silné ,,zelené* antimikrobialni latky (Toushik et
al. 2020). Pti srovnani se syntetickymi povrchové aktivnimi latkami vykazuji BS jedinecné
vlastnosti, jako je jejich pfirozeny pivod, jejich snadnd piiprava, nizka toxicita, vysoka
biologickd rozlozitelnost a jejich schopnost Uc¢inné inhibovat biofilmy béhem riznych
fyzikalnich podminek (Yan et al. 2019).

Pii absorpci BS na povrch pfichdzejici do styku s potravinami muize zménit
hydrofobicitu povrchu a snizit tak proces bakterialni adheze ¢i narusit tvorbu zralého biofilmu.
Naptiklad mikrobialni glykolipidy z motské bakterie sp. MAB36 mlize uspé$n€ ménit povrch
bakterialnich bun¢k zménou sloZzeni mastnych kyselin v membrané, ¢imz zvySuje inhibici
biofilmt tvofenych napt. Shigella dysenteriea, Bacillus cereus, ale i S. aureus. DalSim
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piikladem mohou slouzit naptiklad rhamnolipidy, které jsou povrchové modifikujicimi
molekulami z P. aeruginosa, které mohou dispergovat vice nez 98 % bakterialnich biofilmi a
pusobit baktericidné proti E. coli a S. aureus (Toushik et al. 2020). BS jsou produkovany mnoha
druhy bakterii, mezi které patii napt. druhy Candida uvolnujici sophorolipidy, Pseudomonas
aeruginosa uvolnujici ramnolipidy ¢i Bacillus subtilis uvoliujici iturin a surfaktin (Yan et al.
2019).

Mezi typy povrchové aktivnich latek jsou nejreprezentativnéj$imi ¢leny BS lipopeptidy,
které ucinné disperguji bakterialni biofilmy. Napftiklad lipopeptidova sloucenina polymyxin D1
z moiské mikroflory Paenibacillus polymyxa vykazuje silnou antibiofilmovou aktivitu jak proti
monofilnim, tak i smiSenym bakteridlnim biofilmim. Mezi BS inhibujici tvorbu biofilmu S.
aureus patii naptiklad ramnolipid, surfaktin, NIOT-AMKV06, polymyxin, furan ¢i sophorolipid
(Toushik et al. 2020).

1.1.3.5 Antimikrobialni povrchy

Antimikrobidlni povrchy muzeme rozdélit na anorganické a organické, pficemz
anorganické povrchy jsou oznacovany za stabilnéjsi ve vnéjSich podminkéch. V poslednich
letech na sebe ptitahlo velkou pozornost vyuziti tenkych vrstev kovii a oxidi kovi, u kterych
byly objeveny jedine¢né antibakterialni, fyzikalni, chemické, optické, ale i elektrické vlastnosti.
Diky témto vlastnostem nasly své vyuziti ve sklarskych technologii, biomedicinském
inzenyrstvi, optoelektronice, ale 1 v mnoha dalSich odvétvi. Jedna se o dvourozmérné
nanostrukturované tenké filmy spadajicich do kategorie nizkodimenzionalnich systému, které
k zabranéni vzniku biofilmu vyuzivaji ptitomnosti reaktivnich forem kysliku. Jednim
Z nejslibnéjSich anorganickych oxidl kovu se jevi oxid zineCnaty. Pro svou antibakteridlni
¢innost se stal vhodnym antimikrobialnim ¢inidlem pro mozné vyuZziti pti baleni a konzervaci
potravin, vyrobé koznich masti ¢i dodavani 1é¢iv. Pii obohaceni oxidu zine¢natého nékterymi
prvky, konkrétné se jedna o cin, mangan, hot¢ik, antimon, kobalt, dusik a Indium, dochazi ke
zvyseni jeho antimikrobialni u¢innosti (Kumar et al. 2021).

1.1.3.6 Rostlinné silice

Lécivé rostliny, byliny, kofeni a olejnatd semena jsou bohatym zdrojem pfirodnich
antioxidancl, jako jsou glavonoidy, kurkuminoidy, tfisloviny, terpenoidy a lignany.
S pribyvajicimi znalostmi o jejich antioxida¢nich a antimikrobidlnich vlastnostech roste zajem
0 extrakci téchto pfirodnich bioaktivnich slou€enin, které nasly své uplatnéni v potravinafském
a farmaceutickém pramyslu (EI-Maati et al. 2016).

Rostlinné silice (RS) jsou tékavé olejovité kapaliny extrahované z aromatickych
rostlinnych materialt, které tvofi nepodporujici médium pro rGst mnoha bakterii a hub
(Bazargani & Rohloff 2016; Cui et al. 2020; Kang et al. 2019). Jsou to tékavé latky pfirozené
produkované sekundarnim mechanismem rostlin, které se ziskdvaji z ¢asti rostlin, jako jsou
kvéty, pupeny, stonky, listy, semena, kofeny, ovoce, ktira ¢i dievo (Lee et al. 2019; Tariq et al.
2019). RS jsou u rostlin skladovany v dutinach, sekre¢nich a epidermickych bunikach, kanalech
¢i zlazovych trichomech (Tariq et al. 2019).
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RS jsou komplexni smési ptirodnich sloucenin, které obsahuji ptiblizné 20-60 slozek

zastoupenych v rizném mnozstvi. Hlavni slozky, které jsou typicky dve nebo tfi, tvofi témef
20-70 % slozeni ve srovnani s jinymi slozkami pfitomnymi v omezeném mnozstvi. Unikatni
biologické vlastnosti a viin€ éterickych olejti jsou dany prave hlavnimi slozkami RS, které tvori
terpeny a fenylpropanoidy. Diky bohaté ptitomnosti jiz zminénych terpenti, fenolickych latek
a aldehydu, které inhibuji celou fadu bakterialnich, plisnovych, ale 1 virovych patogenii, nasly
RS bohaté uplatnéni v biolékafstvi (Tariq et al. 2019). Mnoho RS ma nejen piimou
antimikrobialni aktivitu, ale jsou také hodnoceny jako zdroj moznych modifikatort rezistence
(Cui et al. 2020).
Schopnost odolavat RS se u bakterii vyskytuje jen zfidka, a to z divodu slozité struktury a
riznych mechanismt funkce RS (Saki et al. 2020). Pro své Sirokospektré antimikrobialni
ucinky jsou povazovany za ptirodni a bezpecnou alternativu K syntetickym antiseptikim a
antibiotikim (Kang et al. 2019). Antimikrobialni aktivita RS je zptsobena jejich vysokou
hydrofobicitou, ktera umoziiuje RS prochazet bakterialnimi membranami a pusobit pfimo na
n¢é, coz ma za nasledek ztratu iontl a snizeni membranového potencialu, ztratu funkce
protonovych pump a vycerpani ATP nebo muze vést k poSkozeni proteintl, lipidi a organel
ptitomnych Vv bakterialni bufice a zpasobit tim buné¢nou smrt (Pesavento et al. 2015).

Dale byla u RS potvrzena antioxidacni ¢innost a schopnost odpuzovat hmyz. Dalsi
unikatni vlastnosti nékterych RS je schopnost urychlit transdermalni pronikani drog. Tyto RS
jsou schopné pronikat kiizi a minimalizovat tak bariérovou odolnost. Tyto RS jsou ozna¢ovany
jako sorpéni promotory ¢i latky zvySujici penetraci (Tariq et al. 2019).

Svym slozenim ptedstavuji komplexni a heterogenni smési latek zahrnujicich n€kolik
strukturnich tfid s riznym biosyntetickym ptivodem. Hlavni skupinu tvofi terpeny a rerpenoidy
spolu s aromatickymi ¢i alifatickymi slou¢eninami. Mezi jejich vyhody Vv pouziti mizeme
zafadit jejich snadnou izolaci z rostlinného materialu, nizkou toxicitu u savcu a jejich snadny a
rychly rozklad ve vodé (Bazargani & Rohloff 2016). SloZeni RS v rostlinach se muize lisit
Vv zavislosti na riznych faktorech, mezi které patii napt. ptivod rostliny a jeji vegetacni obdobi
pfi sklizni, ¢ast rostliny uréena k extrakci a dalsi (Saki et al. 2020).

V poslednich letech se zvySuje z4jem o pouziti biologicky aktivnich sloucenin
izolovanych z rostlin k 1é€bé mikrobidlnich infekci zplisobenych rezistenci na antibiotika.
Studie zjistily, ze étericky olej z litsea cubeba, oregana a hiebicku u€inn¢ inhibuji MRSA (Cui
et al. 2020). Dalsi studie zabyvajici se antibiofilmovou aktivitou éterickych oleji proti
biofilmim S. aureus potvrdily G¢innost thymochinonu, latek ziskanych ze semen Nigella sativa
L., oleje z citronové travy, oreganového oleje, karvakrolu a thymolu, cassia, oleje z balzamu
peruanského, oleje z ¢erveného tymianu, ¢ajovnikového oleje, dale pak oleje z levandule a
medunky (Bazargani & Rohloff 2016). U RS byly také potvrzeny synergické ucéinky
v kombinaci s antibiotiky ¢i jinymi oleji. Tato schopnost synergie RS a antibiotik mtiZe zabranit
Sifeni bakterialni rezistence (Saki et al. 2020).

1.1.3.6.1 Kardamova silice

Kardamom se ziskava ze semen Elettaria cardamomum Maton patiici do celedi
Zingiberaceae. Péstuje se vétsinou V jizni Indii, Tanzanii, Guatemale a na Sri Lance (Keivani
et al. 2018). Zeleny kardamom se po celém svété pouziva pro kulinafské a tradi¢ni
farmaceutické aplikace, kdy se vyuziva k 1é¢bé infekci zubii a dédsni, plic a plicni tuberkulozy
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a poruch zazivaciho traktu a ledvin. SuSené plody této rostliny jsou uvadény na trh jako jedno
z nejdrazsich kotfeni (Preedy 2015). Kardamové silice (KS) se vyuziva k aromatizaci Siroké
Skaly zpracovanych potravin, népoji, zZelatiny, cukrovinek, ale i mléénych vyrobkii. Hlavnimi
aromatickymi slozkami KSjsou 1,8-cineol, a-terpineol, a-pinen, B-pinen, limonen a allo-
(Keivani et al. 2018).

Vysokou aktivitou proti MRSA oplyva i KS, u které bylo zjisténo, ze G¢inné odstraiuje
biofilm z MRS A na povrchu riznych materialt (plast, ocel a sklo). Na zaklad¢ studii bylo také
zjisténo, ze KS nejprve zniCi bariéru biofilmu a zplsobi, Ze bakterie ztrati metabolickou
aktivitu. Druhym krokem pak KS inhibovala poc¢atecni adhezi MRSA a lze ptedpokladat, ze
inhiboval i tvorbu extracelularniho polymeru (Cui et al. 2020).

1.1.3.6.2 Matova silice

Mentha piperita L., je dilezita 1é¢iva rostlina patfici do ¢eledi Lamiaceae. Mentha
piperita se dnes jiz péstuje ve vSech ¢astech svéta. Primarné se péstuje pro svij olej, ktery se
ziskava z list kvetouci rostliny. Matovy olej se pouziva k aromatizaci farmaceutickych a oralni
pripravki, jako jsou zubni pasty a ustni vody. Matovy esencialni olej vykazuje ingibici proti
bakteriim, houbam i kvasinkam (Shalayel et al. 2017). Matova silice (MS) obsahuje vétSinu
biologickych latek vyskytujicich se v maté, véetné mentolu a mentonu. U MS byl potvrzen
inhibi¢ni U¢inek na patogeny piendSené potravinami. Dale byla u MS potvrzena silna
antibakterialni a antibiofilmova aktivita proti S. aureus. Buné¢né membrany S. aureus byly po
aplikaci MS nevratné poskozeny. Dale MS ucinn¢ zabranovala tvorbé biofilmu na
polystyrenovych mikrodestickach. Daéle pfi studiu bylo zjiSténo, ze piisobenim MS na zraly
biofilm doslo k jeho inaktivaci (Kang et al. 2019).

1.1.3.6.3 Oreganova silice

Origanum vulgare je bézna bylina Siroce rozsifena ve Stfedomoii a Asii. V
obsahu oreganové silice (OS) jsou vysoce zastoupeny fenolické latky, véetné karvakrolu,
thymolu a y-terpinenu, jimz jsou také silné antibakterialni a antioxida¢ni u€inky pfisuzovany
(Lee etal. 2019). U OS byl zjistén inhibi¢ni ucinek na rizné bakterie a také bylo objeveno jeho
siroké spektrum antibakteridlnich vlastnosti. Bylo zjisténo, ze svym plisobenim na S. aureus
dokazal OEQ zvysit propustnost jeho bunénych membran a tim zptisobit nevratné poskozeni
bunééné membrany. Dale byla u OS objevena schopnost inhibovat respira¢ni metabolismus
MRSA ovlivnénim metabolitd a klicovych enzyma cyklu TCA (Cui et al. 2019). OS a
karvakrol, ktery tvoii vétsinovou slozku OS, maji silné inhibi¢ni u¢inky proti S. aureus.
Inhibién¢ plsobi jak na planktonické bunky S. aureus, ale i na tvorbu biofilmu na
polystyrénovych povrsich (Dos Santos Rodrigues, 2017). Studie také potvrdily, ze OS je
vhodna i jako potravinarska pridatna latka, ktera ptisobi bakteriostaticky a baktericidné uz pfi
koncentraci 0,5 %, pii které nedochazi k zméné chuti potravin. Muze tedy slouzit jako
konzervacni latka zabranujici vzniku kontaminace potravinarkymi patogeny (Pesavento et al.
2015).

1.1.3.6.3. Cajovnikova silice
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Cajovnikova silice (CS) ziskana z australské ptivodni rostliny Melaleuca alternifolia na
sebe upozornila svymi Sirokospektralnimi antimikrobidlnimi a protizanétlivymi 0¢inky
(Kwiecinski et al. 2009; Thomsen et al. 2013). Antimikrobialn¢ pisobi jak proti
grampozitivnim, tak i proti gramnegativnim bakteriim, v¢etn¢ antimikrobialné rezistentnich a
multirezistentnich mikroorganisméi MIC se obecn& u CS pohybuji v rozmezi 0,12 — 0,5 %.
Minimalni baktericidni koncentrace se u CS pohybuji v rozmezi 0,12 — 1 %. CS také piitahuje
zvlastni pozornost pro své mozné vyuziti pro dekolonizaci nosi¢t MRSA (Thomsen et al.
2013).

CS se sklada piiblizné ze sta riznych slou¢enin. Jednou z hlavnich antibakterialnich
slozek je terpinen-4-ol. Pi studii vlivu CS na S. aureus bylo prokazano, ze CS uéinné zabiji S.
aureus jak v suspenzi, tak i v biofilmech. Dale bylo zjisténo, ze uz 1 % CS byla schopena
inhibovat metabolismus biofilmd S. aureus. Zejména u vyssich koncentraci CS dochazi k
eradikaci biofilmu nejen pomoci usmrceni bakterii, ale také ¢astecné poskozenim extracelularni
matrice. Diky témto vlivim pak dochazi k odstranéni biofilmu z povrchu (Kwiecinski et al.
2009).

Nékteré studie viak naznacuji, Ze expozice CS muize piispét k rozvoji antimikrobidlni
rezistence u lidskych patogent. Tyto studie uvadi, ze pfi vystaveni bakterii nizkym,
subinhibi¢nim hladindm CS doslo u u téchto bakterii ke zvy3eni jejich MIC na CS a nékolik
dalsich antimikrobialnich latek (Thomsen et al. 2013).

1.1.3.6.4 Hrebickova silice

Hiebicek ma obrovsky potencidl jako konzervaéni prostfedek proti kaZeni potravin a
patogennim bakteriim (EI-Maati et al. 2016; Heredia-Guerrero et al. 2018). Hiebickova silice
(HS) vznika extrakci materialu z rostliny Syzygium aromaticum (Heredia-Guerrero et al. 2018).
Jeho nejvéetsi slozku tvoti eugenol, ktery vykazuje silné insekticidni a antioxidacni vlastnosti
(El-Maati et al. 2016; Heredia-Guerrero et al. 2018). Obsahuje vSak i fadu dal$ich bioaktivnich
sloucenin, jako jsou naptiklad seskviterpeny a triterpenoidy (El-Maati et al. 2016). HS byly
zjistény antimikrobialni a antioxida¢ni vlastnosti (Heredia-Guerrero et al. 2018). Je u¢inny proti
mnoha bakteriim, napf. proti oralnim bakteriim, E. coli, Salmonella enterica ¢i Staphylococcus
aureus (El-Maati et al. 2016). Své uplatnéni nasel napiiklad jako ptisada do potravin, ale hojné
se jeho ucinkti vyuziva naptiklad i v zubni péci, kde plsobi antibakterialn¢ proti oralnim
bakteriim zplsobujici zubni kaz a periodontalni onemocnéni (El-Maati et al. 2016; (Heredia-
Guerrero et al. 2018)). Kromé jiz zminéné antimikrobialni aktivity byla u HS potvrzena také
inhibice tvorby biofilmu S. aureus a anti-kvorové vlastnosti (Alibi et al. 2020). P#i studii
antibakterialnich a¢inkit HS na bakterie bylo zjisténo, Ze vyS$i odolnost proti tomuto
esencidlnimu oleji se vyskytuje u gramnegativnich bakterii, kterd je pfisuzovana vné&jsi
membrané téchto bakterii, ktera je pred chemickymi latkami a Iéky chrani (ElI-Maati et al.
2016).

1.1.3.6.5 Koriandrova silice

Coriandrum sativum L. je jednoleta bylina z ¢eledi Apiaceae. pochazejici ze
sttedomotské oblasti. Dnes je jiz Siroce pé€stovana po celém svéte jako kulinaiska a 1é¢iva bylina
(Beyzi et al. 2017; Molina et al. 2020). Koriandrova silice (KS) je Siroce pouzivana
V potravinafském, zdravotnickém, kosmetickém, ale napiiklad i v ¢okoladovém priamyslu po
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celém svété (Beyzi et al. 2017). Jako kofeni se pouzivaji ¢isté a suché plody. Plody koriandru
obsahuji t€¢kavé i pevné oleje, bilkoviny, celulézu, pentozany, tfisloviny, Stavelany a mineraly.
Studie odhalily, ze ve svém sloZeni obsahuje bioaktivni slozky s antimikrobialnimi,
Hlavni slozku KS tvofi linalool, nasledovany kafrem a geraniolem. Linalool mize tvofit az 90
% slozeni KEO. Dale mize KS ve svém slozeni obsahovat napiiklad y-terpinen, a-pinen,
geraniol ¢i geranyl-acetat (Beyzi et al. 2017).

Studie nepotvrdily antibakterialni G¢innost na S. aureus V koncentracich 62,5-1000
ug/ml, za to v8ak poukazaly na schopnost KS inhibovat biofilm S. aureus. U KS byla potvrzena
silna ucinnost inhibice metabolické aktivity biofilmu S. aureus, ktera je pfisuzovana G¢inkim
olejové kyseliny (Molina et al. 2020).

1.1.3.6.5 Skoficova silice

Skofice neboli Cinnamomum zeylanicum L. patii do celedi Lauraceae a rodu
Cinnamomum (Mohammadi et al. 2020; Zhang et al. 2016). Skofice je povazovana za jedno
zZ nejoblibengjsich a nejstarsich kofeni pouzivanych jako tradi¢ni bylinny 1¢k (Saki et al. 2020),
které je Siroce distribuovano v Cing, Indii a Australii (Zhang et al. 2016). Diky svym
antibakteridlnim a antioxida¢nim ucinkGim naSla své uplatnéni napftiklad Vv potravinaistvi,
kosmetice a 1ékarstvi. Hlavni slozkou skoficové silice (SS) je cinnamaldehyd, ktery mize tvofit
az 90 % slozeni SS (Zhang et al. 2016). Dale mtizeme v SS najit i dalsi latky jako naptiklad
benzaldehyd, styren, benzylkarboxaldehyd, kyselinu trans-skoticovou, kyselinu (Z,2)-9,12-
oktadekadienovou, eugenol a kumarin (Saki et al. 2020;Zhang et al. 2016).

Zhang et al. (2011) stanovily béhem studie antibakterialni aktivity SS na S. aureus
hodnoty MIC a MBC. Hodnota MIC byla stanovena pro koncentraci 1.0 mg/ml. Hodnota MBC
pak byla stanovena pro koncentraci 2.0 mg/ml (Zhang et al. 2016).

Ze studii zkoumajicich antimikrobialni u¢inky SS na MRSA vyslo najevo, ze MRSA je
na pusobeni SEO velmi citliva. Saki et al. (2020) uvadéji MIC skoticového esencialniho oleje
na MRSA 1,25 ul/ml, pfti které doslo k inhibici 40 %. (Saki et al. 2020).

1.2 Cannabis sativa L.

1.2.1 Charakteristika

Konopi (Cannabis sativa L.), znamé také jako indické konopi je jednoleta krytosemenna
bylina patfici do ¢eledi Cannabaceae, pochazejici se Stfedni Asie, kde hrala historicky dulezitou
roli pii 1écbé a vyzive, ve které pusobila jako bohaty zdroj vlakniny (Bonini et al. 2018;
Frassinetti et al. 2020; Nafis et al. 2019). Konopi vsak bylo pouzivano i béhem nabozenskych
ritudlt, pii kterych mélo usnadnit meditaci a komunikaci s bohy (Bonini et al. 2018). Cannabis
sativa L. je Siroce péstovana v oblastech s mirnym podnebim. V tradi¢ni medicing jsou listy C.
sativa dobfe znamé pro své hoiké, opojné, tonické, analgetické a afrodiziakalni vlastnosti (Nafis
antiparazitické, antibakteridlni, antivirové, protiplisiové, antipyretické¢, diuretické,
imunoprotektivni vlastnosti. Déle se C. sativa vyuziva pro mirnéni bolesti, hojeni koznich ran
a 1é¢be krevnich poruch (Chang et al. 2021). Své vyuziti nasel i pii 1é¢b& hysterie, nespavosti,
prijmu, bfiSnich poruch, koznich onemocnéni, epilepsie, bolesti, sklerotického multiplexu,
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nevolnosti a zvraceni, Parkinsonovy choroby, schizofrenie, glaukomu a mnoha dal$ich nemoci.
Prestoze C. sativa pusobi prospésné pti 1écbé mnoha onemocnéni, existuje také jista obava
spojena s nezadoucimi G&inky na zdravi (Coronado-Alvarez et al. 2021; Nafis et al. 2019).

Lékarské vyuziti C. sativa saha zhruba pied 5000 let, kdy cisaf Chen Nung vytvofil
prvni ¢insky 1ékopis. Podle tohoto starodavného textu byla C. sativa pfedepisovana na unavu,
revmatismus a 1é¢bu malarie. Cinsti 1ékafi v té dobé také vyuzivaly semena C. sativa jako zdroj
rostlinnych oleju a bilkovin. Semena C. sativa jsou bohata na y-linolovou kyselinu, ktera je
doporucovana K 1é¢b¢ riznych ekzému a zanétlivych onemocnéni (Bonini et al. 2018). Kromé
y-linolové kyseliny obsahuji semena C. sativa také linolovou kyselinu, a-linolenovou kyselinu,
stearidonovou kyselinu, terpenoidy, B-sitosterol a methylsalicylat (Baldino et al. 2020).

Rozlisuji se dva hlavni typy konopi, a to drogovy typ konopi a primyslovy typ konopi,
které se od sebe lisi zejména svym slozenim. Drogovy typ konopi (C. sativa subsp. indica)
muze obsahovat az 20 % psychoaktivni slouc¢eniny De-tetrahydrokanabinol (THC), zatimco
prumyslovy typ konopi (C. sativa subsp. sativa) je typicky svym nizkym obsahem THC. Ve
vétSiné evropskych zemi je soucasnd horni zakonnd hranice pro péstovani konopi pro vyrobu
vlaken a semen 0,2 % THC v su$iné. Primyslové konopi je vyuzivano jako zdroj semen,
vlakniny a semenného oleje. Dlouhou dobu se konopna semena pouzivala piedev§im jako
krmivo pro zvifata. Dnes jsou vSak konopna semena a vyrobky z nich ¢im dal vice uznavana
jako vynikajici zdroj esencialnich aminokyselin a mastnych kyselin i pro vyzivu ¢lovéka
(Frassinetti et al. 2020).

1.2.2 Slozeni bioaktivnich latek

Béhem poslednich 10 let vznikl velky zajem o extrakci silic z Cannabis sativa L
(Baldino et al. 2020). Z C. stativa bylo identifikovano vice nez 500 riznych molekul
(Coronado-Alvarez et al. 2021), jejichZ sloZeni se vyznamné 1isi v zavislosti na rostlinné &asti,
agronomickych a environmentalnich faktorech. Nejvice fotochemikalii muizeme nalézt
v kvétenstvi a listech C. sativa (Kornpointner et al. 2021). Nejaktivnéj$imi slouc¢eninami jsou
kanabinoidy, které spadaji do tfidy terpenofenolovych slou¢enin. Kanabinoidy se akumuluji
predev§im v dutingé trichomu Zenskych kvétt (Bonini et al. 2018) a v celé rostliné bylo
identifikovano ptes 104 kanabinoidt (Baldino et al. 2020). Konopna kvétenstvi jsou skutecné
velmi bohatym zdrojem kanabinoidd, které také predstavuji hlavni chemickou tfidu slouc¢enin
pfitomnych v této rostliné. NejCastéji zastoupenou slouceninou z tfidy kanabinoidd je
kanabidiolova kyselina (CBDA), ktera je biosyntetizovana prekurzorem kanabigerolové
kyseliny (CBGA). Tyto nativni kyselé kanabinoidy podléhaji spontanni dekarboxylaci
pusobenim svétla a tepla, coz vede k tvorb¢ jejich neutralnich protéjski, a to kanabidiolu (CBD)
a kanabigerolu (CBG). Mezi dalsi kanabinoidy nalezené v konopi patii kanabichromenova
kyselina (CBCA), kanabichromen (CBC), kanabidivarinova kyselina (CBDVA) a
kanabidivarin (CBDV), pficemz posledni dva jmenované kanabinoidy jsou homology CBDA a
CBD (Corni et al. 2020).

Kanabinoidiim v konopi je pfipisovano hned n€kolik biologickych vlastnosti, mezi které
patii antioxidacni, protizanétlivé, antimikrobidlni a neuroprotektivni ucinky. Spolu
s kanabinoidy jsou v kvétenstvich konopi pritomny i dalsi bioaktivni slouceniny, jako jsou
flavonoidy a terpeny (Corni et al. 2020).
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Pii analyze slozeni listu C. sativa pomoci GC-MS byla zjisténa piitomnost mnoha
biologicky aktivnich latek, mezi kterymi byly napfiklad: (E)-Caryofylen, a-humulen,
karyofylenoxid, monoterpenové uhlovodiky, okysly¢ené monoterpeny, seskviterpenové
uhlovodiky, okysli¢ené seskviterpeny, linalool, myrcén, limonen, a-pinen, B-pinen, carveol, a-
terpineol, ale i dalsi slouceniny (Nafis et al. 2019).

1.2.2.1 Kanabinoidy

Kanabinoidy jsou aromatické uhlovodikové slouceniny tvorené Cz1 a obsahujici kyslik.
Ptirozené se vyskytuji v rostling¢ C. sativa, jakoz i jiné pfirodni nebo syntetické slouceniny,
které napodobuji jejich chemickou strukturu a funkci (Chye et al. 2020). Syntetizuji se zejména
ve Zlaznatych trichomech, ale miZzeme je nalézt i v roslinné matrici, kde se vyskytuji jako
neutralni fytocannabinoidy a jako fytocannabinoidové kyseliny, které zahrnuji A %
tetrahydrokanabinolovou kyselinu (A °®THCA), kanabidiolovou kyselinu (CBDA) a
kanabigerovou kyselinu (CBGA). Tyto kyselé kanabinoidy jsou v8ak povazovany za neaktivni
a k ziskani jejich aktivni formy dochazi prostiednictvim dekarboxylace, pii které dochazi
k pfemén¢ kyselych kanabinoidd na jejich neutralni aktivni formy (Baldino et al. 2020).

Jednim z nejvice zkoumanych kanabinoidii je A *tetrahydrokanabinol (A °-THC), ktery
je charakteristicky svymi psychotropnimi farmakologickymi ucinky. Mezi G¢inky vyvolané
A °-THC spada paranoia, halucinace, uzkost a kognitivni deficity. Tyto Gi¢inky jsou spojeny
svazbou A °-THC k CBi1/CB; kanabinoidnim receptorim jako soudast molekuldrniho
mechanismu uéinku (Coronado-Alvarez et al. 2021).

Primarn¢ prostiednictvim presynaptickych CB1/CB: kanabinoidnich receptor ptisobi
na modulaci uvoliiovani neurotransmiterti v centralnim nervovém systému. VVzhledem k tomu,

Distribution of the
CB1/CB2 cannabinoid receptors

Obrdzek 2 CB1 a CB2 canabinoidni receptory
(Coronado-Alvarez et al. 2021)
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7ze CB1/CB: receptory jsou primarné spojeny s proteiny Gi/o typu G citlivymi na pertusovy
toxin, po jejich aktivaci dochazi k poklesu intracelularni koncentrace cAMP inhibici aktivity
adenylatcyklazy. Kanabinoidni receptory byly zmapovany jak u Clovéka, tak i u nékolika
dalsich zivoc¢isnych druhd. Kanabinoidni receptory CB1i byly nalezeny v CNS, zatimco
kanabinoidni receptory CB2 byly nalezeny v makrofazich, leukocytech, slezing, plicich a
varlatech (Coronado-Alvarez et al. 2021). Mezi dalsi fytokanabinoidy patii jiz vy$e zminéné
CBG, CBD, A °-THC a CBC (Nalli et al. 2018).

Dalsim velmi znamym canabinoidem vyskytujicim se v C. sativa je cannabidiol (CBD).
Na rozdil od THC u cannabidiolu (CBD) nebyly spozorovany zadné psychotropni u¢inky a
nékolik studii zabyvajicich se vlastnostmi CBD uvadi jejich antikonbulzivni, neuroprotektivni,
farmakologickou aktivitu. Na rozdil od THC ma nizkou afinitu k CB; a CB: a putsobi jako
inverzni agonista téchto receptord. MiiZze tak antagonizovat nékteré t¢inky THC, jako napf.
uzkost, hlad a tachykardii (Alves et al. 2020).

Jednotlivé kanabinoidy ¢i jejich smési lze pouzit pii 1écbé zéanétlivych a
neurodegenerativnich onemocnéni, epilepsii a neuropatickych bolestech (Baldino et al. 2020).

1.2.3 Antimikrobialni u¢inky

Rostliny Cannabis sativa L. jsou bohaté na pfirodni slouceniny s antimikrobialnimi
vlastnostmi. Diky svému sloZeni pfedstavuji extrakty z Cannabis sativa L slibné feSeni v boji
proti rustu rezistence vuci antibiotikiim. Mnoho studii zabyvajicich se Cannabis sativa L.
poukézalo na antibakteridlni aktivitu bioaktivnich sloucenin z téchto rostlin, které plisobi na
grampozitivni a gramnegativni multirezistentni bakterie, pfi¢emZ dokéaze antibakteridlné
pusobit také i na MRSA (Frassinetti et al. 2020). Mezi biologicky aktivni latky vyskytujici se
v C. sativa patii kromé jiz zminénych fytokanabinoidu také alkaloidy, flavonoidy, glykosidy,
pryskyfice, monoterpeny, seskviterpeny a steroidy, steroly, voskové estery, n-alkany, aldehydy
a alkoholy (Baldino et al. 2020; Chakraborty et al. 2018; Nalli et al. 2018).

Bylo navrZzeno hned nékolik antimikrobialnich mechanismii G¢inkil této rostliny na
bakterialni buniky. Fytochemikalie obsazené v Cannabis sativa L. mohou obecné pisobit
poskozeni bakteridlni membrany, inhibovat tvorbu bakteridlniho biofilmu nebo potlacovat
faktrory virulence, jako jsou enzymy a toxiny (Frassinetti et al. 2020).

C. sativa je jiz dlouho znama tim, Ze obsahuje antibakterialni kanabinoidy. U vsech péti
hlavnich kanabinoidd, tj. kanabidiol, kanabichromen, cannabigerol, THC a kanabinol byla
prokazana silna aktivita vi¢i MRSA (Appendino et al. 2008). Nafis et al. (2019) stanovili
hodnotu MIC esencialniho oleje ziskaného z C. sativa pasobiciho proti S. aureus v koncentraci
4,7 mg/ml.
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2 Metodika

2.1 Pouzité bakterie, rostlinné materialy, chemikalie a pFistroje
2.1.1 Pouzité bakterie

Staphylococcus aureus ATCC 25923, (OXOID, UK)
Staphylococcus aureus ATCC 29213, (OXOID, UK)
Staphylococcus aureus ATCC 33592, (OXOID, UK)
Staphylococcus aureus ATCC 43300, (OXOID, UK)

2.1.2 Pouzité chemikalie

Tetracyklin 88 %

Ethanol 96,6 %, denaturovany lé¢kafskym benzinem
Glukéza, (OXOID, UK)

Chlorid sodny, (DORAPIS, CR)

Methanol G. R., (lach:ner, CR)

Krystalova violet' (C.l. 42555), (Sigma-Aldrich, CR)
Trizma base, (Sigma-Aldrich, CR)

Chlorid draselny, (OXOID, UK)

Tween 80, (lach:ner, CR)

Mueller-Hinton bujén (MHB), (OXOID, UK)
Brain-Heart-Infusion bujon (BHI), (OXOID, UK)
Trypton-séjovy bujén (TSB), (OXOID, UK)
Kyselina chlorovodikova 35 % p. a., (lach:ner, CR)

2.1.3 Pouzité pristoje

McFarland Densitometer DEN-1B (biosan)

Termomixer PHMP-4 (Grant-bio)

Reader na mikrotitra¢ni desticky Synergy H1 (BioTek)
Vaha AB45-S, (METTLER TOLEDO)

Vaha ES 220A, (SWISS MADE)

Vortex RS-VF10, (PHOENIX Instrument)
Ultrazvukova ¢isticka BANDELIN, (SONEC DIGITEC)
Soxhlettv extraktor

Pipety eppendorf, Research plus

pH metr, pH 50

2.1.4 Priprava médii

V pocateéni fazi pokusu jsme si pfipravili celkem pét médii, a to Mueller-Hinton bujon
urceny pro ptipravu inokula a Ctyfi rizna média urcena pro kultivaci, a to:

e Trypton-sojovy bujon (TSB) s piidanym 1 % glukodzy

e Trypton-sojovy bujon (TSB) s piidanym 1 % glukézy a 2 % chloridu sodného
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e Brain-Heart-Infusion bujon (BHI) s ptidanym 1 % glukozy

e Brain-Heart-Infusion bujon (BHI) s ptidanym 1 % glukézy a 2 % chloridu sodného

Bujony byly navazeny dle navodu uvedeném na obale bujonii a smichdny spolu
s pufrem pfipravenym z trizma base (6,1 g/l), chloridu sodného (8 g/l) a chloridu draselného
(0,2 g/, u kterého byla upravena hodnota pH pomoci kyseliny chlorovodikové na 7,6.

2.1.5 Extrakce silice

Konopna silice byla extrahovéana z kvétenstvi odriidy Nurse Jackie (CZU v Praze, CR),
ktera byla az do extrakce skladovana v suseném stavu pii teploté¢ -20 °C. Extrakce byla
provedena vodni destilaci pomoci clavengerova aparatu. Hmotnost rostlinného materialu ¢inila
42,32 g. Extrakce probihala po dobu 3,5 hodin a jeji vytéznost byla 320 ul. Extrakci jsme ziskali
konopnou silici svétlozelené barvy.

2.1.6 Kultivace bakterialniho biofilmu

2.1.6.1 Piiprava inokula

Inokula bakterii Staphylococcus aureus ATCC 43300 byla kultivovana v tekutém
zivném médiu Mueller-Hinton bujon pii teploté 35 °C po dobu 24 hodin. Tésné pred samotnym
zaoCkovanim mikrotitracnich desticek bylo inokulum standardizovano postupnym piidanim do
¢istého kultivaéniho média az do navySeni density o 0,5 jednotek Mc Farlanda.

2.1.6.2 Piiprava antibiotika a konopné silice

Bylo odebrano a zvaZeno urc€ité mnozstvi tetracyklinu, které bylo néasledné rozpusténo
v 98 % ethanolu tak, aby spliovalo pozadovanou koncentraci. Takto pfipraveny roztok
tetracyklinu se zhomogenizoval pomoci vortegu tak, aby byl roztok homogenni. Nasledné
z rozpusténého tetracyklinu bylo odebrano 10 pl, které byly ptidany do 990 pul bujonu BHI s 1
% glukdzy a 2 % chloridu sodného.

Konopna silice byla extrahovana z genotypu Nurse Jackie prostfednictvim extrakce
vodni parou. Déle byla silice rozpusténa v Tweenu 80 a 98 % ethanolu, které¢ byly smichany
V poméru 1:2 a nasledné pomoci vortexu a ultrazvukové €isticky po dobu 5 minut bez ohfevu,
fadné promichany tak, aby vznikl homogenni roztok. Nasledné bylo z roztoku obsahujiciho
silici odebrano 10 pl, které byly nasledné ptidany do 990 pl bujonu BHI s 1 % glukézy a 2 %
chloridu sodného tak, aby doslo ke zfedéni silice na koncentraci 1024 pg/ml.

2.1.6.3 Priiprava pro stanoveni hodnoty MIC u S. aureus pii synergickém ptisobeni tetracyklinu
a konopné silice

Do bujonu BHI s 1 % glukozy a 2 % chloridu sodného o objemu 80 pl byl dvojtym
fedénim pfidan roztok tvofeny smési tetracyklinu o pocatecni koncentraci 2048 pg/ml a
konopné silice o pocatecni koncentraci 1024 ng/ml. Tyto koncentrace byly vybirany tak, aby
byly 4krat vyssi nez MIC u samostatn¢ testovaného tetracyklinu a silice. Po dokonc¢eni dvojtého
ziedéni bylo pfiddno 20 pl bujonid BHI s1 % glukoézy a 2 % chloridu sodného spolu
s bakteriemi S. aureus, ktery byl pfipraven pomoci McFarland Densitometru, kdy doSlo ke
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zmeéteni optické hustoty bujonu a nasledné k jeji navyseni o 0,5 McFarlandovy jednotky pomoci
pfidanim inokula.

Po zaockovani se daly mikrotitracni desticky kultivovat do termomixeru pii 250
otackach, 35 °C po dobu 24 hodin.

2.1.6.4 Priiprava pro stanoveni hodnoty BIC u S. aureus pfi synergickém plisobeni tetracyklinu
a konopné silice

Do bujonu BHI s 1 % glukozy a 2 % chloridu sodného o objemu 80 pl byl dvojtym
fedénim pfidan roztok tvoieny smési tetracyklinu o pocatecni koncentraci 1pg/ml a konopné
silice o pocatecni koncentraci 256 ug/ml. Tyto koncentrace byly vybirany tak, aby byly 4krat
vy$si nez MIC u samostatné testovaného tetracyklinu a silice. Po dokonceni dvojtého ziedéni
bylo pfiddno 20 pl standardizovaného inokula, takze pocatecna koncentrace bakterii byla
piiblizné 4 x 107 KTJ.

Po zaockovani se daly mikrotitrani desti¢ky kultivovat do inkubatoru s tfepackou pfti
250 otackach a 35 °C po dobu 24 hodin.

2.1.6.5 Barveni biofilmu

Po uplynulych 24 hodinach kultivace byl obsah jamek z mikrotitraénich desticek
vyprazdnén. Nasledovalo promyvani jamek roztokem 0,9 % NaCl, pfi kterém byla kazda jamka
mikrotitracni desticky tfikrat promyta 200 pl tohoto roztoku. Po tfetim opakovanim se nechaly
mikrotitra¢ni desticky po dobu 5 minut oschnout. Po uplynulych 5 minutach bylo pfidano do
kazdé jamky mikrotitra¢ni desti¢ky 100 ul methanolu, ktery se nasledné nechal puisobit po dobu
20 minut. Po uplynulych 20 minutach doslo k vyprazdnéni methanolu z jamek a jamky se
nechaly schnout po dobu 5 minut. Po uplynulych 5 minutach bylo do kazdé jamky ptidano 100
ul 0,5 % roztoku krystalové violeti a nechalo se plisobit po dobu 20 minut. Po 20 minutach
pusobeni byl obsah jamek vyprazdnén a jamky byly opatrné omyvany od zbytkt roztoku
krystalické violeti pod tekouci vodou. Po osuSeni mikrotitranich destic¢ek bylo pfidano 100 pl
98 % ethanolu.

2.1.6.6 Stanoveni hustoty nartistu bakterii

Pro stanoveni narlstu planktonickych bunék Vv jednotlivych jamkach mikrotitracni
desticky byl pouzit Reader na mikrotitra¢ni desticky. Optickd densita byla métena pii 512 nm.

2.1.6.7 Stanoveni biofilmu

Nartst biofilmu byl méfen prostfednictvim Readeru na mikrotitracni desti¢ky pii 540
nm.

2.1.6.8 Vyhodnoceni synergickych interakci

Synergické interakce byly vyhodnoceny podle metodiky EUCAST (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) (EUCAST, 2020) Podle té jsou ucinky
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kombinaci dvou latek hodnoceny na zakladé souctu jejich frakénich inhibi¢nich koncentraci
(3 FIC. Pro vypocet Y FIC u dvou antibakterialnich latek uvadi vzorec:

> FIC = FIC(a) + FIC)

kde:

FIC(a = MIC(Av kombinaci s B)
A= MIC (A samostatné)

MIC(B v kombinaci s A)
MIC(B samostatné)

FIC@) =

Vysledek je pak vyhodnocen podle kritérii uvedenych v tabulce €. 1:

Tabulka 1 Kritéria hodnoceni synergickych interakci podle EUCAST

Index Synergicky Aditivni G¢inek | Bez vzajemného | Antagonisticky
ucinek ovlivnéni ucinek
ucéinki
FIC nebo FBC <0,5 >0.5-1 >1do<2 >2
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3 Vysledky

V prvni fazi praktické ¢asti diplomové prace byl testovan rist planktonickych bunck a
biofilmu ¢tyf riznych kmenti Staphylococcus aureus na Ctyfech riznych médiich a byla
sledovana inhibi¢ni schopnost tvorby biofilmu kultivovanych kment S. aureus dvéma raznymi
samostatné testovanymi antibiotiky, a to tetracyklinem o pocate¢ni koncentraci 4 pg/ml a
oxacilinem o pocatecni koncentraci 0,125 pg/ ml.

V druhé praktické c¢asti diplomové prace byla testovdna minimalni inhibicni
koncentrace tetracyklinu 88 %, silice ziskané z Cannabis Nurse Jackie a jejich spole¢na
kombinace koncentraci pro zjisténi jejich synergickych, aditivnich ¢i antagonistickych ucinki
na planktonické buniky Staphylococcus aureus ATCC 43300.

Dale byla testovana koncentrace BIC tetracyklinu 88 %, silice ziskané z Cannabis Nurse

Jackie a jejich spolecna kombinace koncentraci pro zjisténi synergickych, aditivnich ¢i
antagonistickych u¢inkd proti biofilmu Staphylococcus aureus.

3.1 Testovani kmenu S. aureus Vv riznych médiich

Inhibice tvorby biofilmi kultivovanych kment S. aureus byla testovand dvéma
riznymi, samostatn¢ testovanymi antibiotiky, a to tetracyklinem o pocatecni koncentraci 4
pg/ml a oxacillinem o pocatecni koncentraci 0,125 pg/ ml.

Graf 1 - Narust kontroly jednotlivych testovanych kmend S. aureus v kultiva¢nich médicich

Nardst kontroly jednotlivych testovanych kment S. aureus
v kultivaCnich médicich

TBS +G TBS + G + NaCl BHI+G BHI + G + NaCl
Kmeny S. aureus

Opticka denzita
o o o ©° L S
N > ()] [o0] = N > (o)}

o

B Kmen 25923 B Kmen 29213
Kmen 43300 Kmen 33592

Po jednodenni kultivaci pii 35 °C doSlo k nejvy$simu nérGstu biofilmu u kmene S.
aureus ATCC 43300 na médiu BHI s pridavkem 1 % glukézy a 2 % chloridu sodného. Na
zaklad¢ tohoto zjisténi jsme dale ve vyzkumu pokracovali uz pouze s timto kmenem, u které¢ho
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byla zpozorovana vyssi citlivost na tetracyklin neZz na oxicillin. Proto byl jako antibiotikum
zvolen tetracyklin.

3.2 MIC tetracyklinu, konopné silice a jejich kombinace na S. aureus ATCC 43300
3.2.1 Hodnota MIC tetracyklinu na S. aureus

Graf ¢. 2: Méfeni hustoty planktonickych bunék pii plisobeni tetracyklinu o pocatecni
koncentraci 512 ug/ml
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Graf ¢. 2 znazoriiuje prumérné hodnoty narustu planktonickych bunék S. aureus ATCC 43300
v BHI s pfidanym 1 % glukozy a 2 % chloridu sodného, do kterého byl pfidan tetracyklin o
Cistoté 88 % a pocatecni koncentraci 512 pg/ml, ktery byl nasledné ziedén dvojitym fedénim.
K inhibici planktonickych bunék doslo az do koncentrace 1 pg/ml, ktera byla oznacena jako
MIC (ICsp) tetracyklinu ptisobici na kmen S. aureus ATCC 43300.
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3.2.2 Hodnota MIC konopné silice na S. aureus

Graf ¢. 3: Méfeni hustoty planktonickych bunck pfi ptsobeni konopné silice o pocatecni
koncentraci 1024 ug/ml
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Graf ¢. 3 znazoriiuje primérné hodnoty inhibice planktonickych bunék S. aureus ATCC
43300 pusobenim konopné silice o pocatecni koncentraci 1024 pg/ml, ktera byla nasledné
fedéna dvojitym fedénim. Z grafu mizeme vycist, ze k zddné vyrazné inhibici planktonickych
bun¢k S. aureus ATCC 43300 nedoslo ani u pocatecni koncentrace. Mlizeme tedy fict, ze
samostatna konopna silice neptisobi inhibi¢né proti planktonickym bakteriim S. aureus ATCC
43300.
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3.2.3 Hodnota MIC pri kombinaci konopné silice a tetracyklinu
Graf ¢. 4: Mefeni hustoty planktonickych bun¢k pii vzajemném pusobeni tetracyklinu o
koncentraci 2048 ug/ml a konopné silice o pocate¢ni koncentraci 1024 pug/ml.
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Graf ¢. 4 znazoriiuje primérné hodnoty nartstu planktonickych bunék pii vzajemném
pusobeni tetracyklinu o pocateéni koncentraci 2048 pg/ml a konopné silice o pocatecni
koncentraci 1024 pg/ml. Pii porovnani MIC u samostatného tetracyklinu a MIC u tetracyklinu
v kombinaci s konopnou silici mizeme vypozorovat narust MIC o 1 pg/ml. U konopné silice
dochazi naopak k pomérné velkému snizeni MIC, kdy pfi testovani samostné konopné silice
nedochazelo k inhibici ani pti koncentraci 1024 pg/ml, zatimco pii pouziti silice v kombinaci
s tetracyklinem doslo ke snizeni MIC az na 8 pg/ml. MIC (ICsp) byla v kombinaci konopné
silice a tetracyklinu stanovena pro tetracyklin o koncentraci 2 pg/ml a pro konopnou silici 0
koncentraci 8 pg/ml.

3.2.4 Vypoctena hodnota FIC pro hodnoty MIC pro kombinaci konopné silice a
tetracyklinu

Tabulka 2 MIC samostatného tetracyklinu a konopné silice a jejich kombinace v ug/ml

MIC
Samostatné Kombinace
Silice Tetracyklin Silice Tetracyklin
2048 0,5 8 2
FIC 4,004
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Z divodu nezachyceni MIC u konopné silice byla pro vypocet frakéni inhibi¢ni
koncentrace FIC pouzita koncentrace dvojnasobn¢ vyssi, z divodu ptredpokladu, ze existuje
pomérné velkéd pravdépodobnost, ze pravé v rozmezi koncentraci 1025-2048 pg/ml se bude
hodnota MIC u konopné silice vyskytovat. Po dosazeni hodnot do vzorce uréeného pro vypocet
FIC vysla hodnota 4,004, ktera odpovida antagonistickym Géinktim u kombinace konopné silice
a tetracyklinu.

3.3 BIC tetracyklinu, konopné silice a jejich kombinace
3.3.1 Vyobrazeni BIC tetracyklinu na biofilm S. aureus

Graf ¢. 5: Méfeni inhibice biofilmu pii ptisobeni tetracyklinu o poc¢ate¢ni koncentraci 512 pg/ml
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Graf ¢. 5 vyobrazuje biofilmovou inhibi¢ni koncentraci tetracyklinu na biofilm tvofeny
S. aureus ATCC 43300 o pocate¢ni koncentraci 512 pg/ml. Tetracyklin byl fedén dvojitym
fedénim. K inhibici biofilmu tetracyklinem dochazelo az do koncentrace 0,25 pug/ml. Od
koncentrace 0,125 pg/ml jiz doslo K prudkémii nardstu bakterialniho biofilmu. Biofilmové
inhibi¢ni koncentraci (ICso) byla tedy piifazena koncentrace 0,25 pg/ml, ktera inhibovala vice
nez 50 % biofilmu.
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3.3.2 Vyobrazeni BIC konopné silice na biofilm S. aureus

Graf ¢. 6: Méteni inhibice biofilmu pfi ptisobeni konopné silice o pocate¢ni koncentraci 1024
ug/ml
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Graf ¢. 6 vyobrazuje primérné hodnoty biofilmovych inhibi¢nich koncentraci konopné
silice na biofilm tvoteny S. aureus ATCC 43300 o pocate¢ni koncentraci 1024 pg/ml. Konopna
silice byla fedéna dvojitym fedénim. K inhibici biofilmu konopnou silici dochazelo az do
koncentrace 32 pg/ml. Od koncentrace 16 pg/ml jiz doSlo k pomalému nartstu bakterialniho
biofilmu. Biofilmové inhibi¢ni koncentraci (ICso) byla tedy pfifazena koncentrace 32 pg/ml.
Pii porovnani grafu ¢. 3 a grafu ¢. 6 mizeme vypozorovat, ze ackoliv konopna silice na
planktonické bunky S. aureus inhibi¢n€ nepiisobila, k inhibici biofilmu u konopné silice
dochazelo az do koncentrace 32 pg/ml.
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3.3.3 Vyobrazeni BIC kombinace tetracyklinu a konopné silice na biofilm S. aureus

Graf ¢. 7: Méteni inhibice biofilmu S. aureus ATCC 43300 pii vzajemném pisobeni
tetracyklinu o koncentraci 2048 pg/ml a konopné silice o po¢ate¢ni koncentraci 1024 pg/ml.
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Graf ¢. 7 znazoriuje primérné hodnoty inhibice biofilmu S. aureus ATCC 43300 pfi
vzajemném pusobeni tetracyklinu o pocatecni koncentraci 2048 pg/ml a konopné silice o
pocate¢ni koncentraci 1024 pg/ml. Pti porovnani BIC (ICso) u samostatného teracyklinu a u
BIC u tetracyklinu v kombinaci s konopnou silici, mtizeme u BIC (ICs0) kombinace konopné
silice a tetracyklinu vypozorovat dvojnasobny nartst koncentrace tetracyklinu, kdy koncentrace
vzrostla z 0,25 pg/ml na 0,5 pg/ml. Stejné jako u kombinace tetracyklinu a silice u MIC (1Csp),
doslo i u BIC (ICs0) ke snizeni koncentrace u konopné silice, ktera samostatné ptisobila
inhibi¢né na biofilm az do koncentrace 16 pg/ml. BIC (ICsp) pro konopnou silici v kombinaci
s tetracyklinem klesla az na koncentraci 2 pg/ml.

3.3.4 Vypoctena hodnota FIC pro hodnoty BIC pro kombinaci konopné silice a
tetracyklinu

Tabulka 3 Hodnoty BIC samostatného tetracyklinu a konopné silice a jejich kombinace v ug/ml

BIC (ICso)
Samostatné Kombinace
Silice Tetracyklin Silice Tetracyklin
16 0,25 2 0,5
FIC 2,125

Prestoze vypoctené prumérné hodnoty BIC (ICso) samostatné silice ukazuji v grafu ¢.6
koncentraci 32 pg/ml, pti vypoctu frakéni inhibi¢ni koncentrace FIC byl pouzit modus ze tfi
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probéhlych pokust, kterymu byla pfifazena koncentrace 16 pg/ml. Po dosazeni hodnot do
vzorce urceného pro vypocet FIC vysla hodnota 2,125, kterd odpovidd antagonistickym
ucinkiim u kombinace konopné silice a tetracyklinu.
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4 Diskuze

Cilem naSeho vyzkumu bylo zjistit minimalni inhibi¢ni koncentraci a biofilmovou
inhibi¢ni koncentraci (ICso) u samostatné pusobici silice a tetracyklinu, a zda existuje mozna
synergie pfi pouziti kombinace tetracyklinu o ¢istoté 88 % a konopné silice ziskané z Cannabis
Nurse Jackie k inhibici ristu planktonickych bun¢k a biofilmu S. aureus.

4.1 Minimalni inhibi¢ni koncentrace

Jednim z naSich cilti bylo zjistit MIC samostatného tetracyklinu a konopné silice a ziskané
z Cannabis Nurse Jackie a jejich vzajemné kombinace na planktonické bunky S. aureus ATCC
43300. U samostatné testovaného tetracyklinu byla vyhodnocena MIC (ICsg) pii koncentraci
lpg/ml. Vanthida et al. (2010) vsak uvadi MIC (ICso) tetracyklinu pusobici na MRSA, mezi
které se fadi i kmen S. aureus ATCC 43300, o koncentraci 4 pg/ml. Odlisna MIC (ICsp) vSak
miuiZe byt zpusobena pouzitim jiného média, kterym byl Mueller-Hintondv bujon.

U samostatné testované konopné silice se nam nepodafilo nalézt MIC (ICso) ani pfi
nejvyssi pouzité koncentraci 1024 pg/ml. Stefania et al. 2020 se zabyvali MIC silic ziskanych
ze semen Cannabis sativa L., u kterych byla zjisténa MIC pii koncentraci 1 mg/ml proti
kmentm S. aureus ATCC 25923 a ATCC 35556. Tyto antibakterialni uc¢inky piifazuje Stefania
et al. (2020) vysokému obsahu kofeoylryraminu a kanabisinu. Je vSak dobfe znamo, ze
jednotlivé ¢asti rostlin, ze kterych se silice ziskavaji, mohou byt svym chemickym slozenim
velmi odlisné. Nafis et al. (2019) uvadi ve své publikaci MIC konopné silice ziskané
Z nadzemnich ¢asti Cannabis sativa vypéstované v severnim Maroku pii koncentraci 4,7
mg/ml. Nami ziskana MIC (ICso) konopné silice mohla byt ovlivnéna skladovanim
ususeného materialu ziskané¢ho z Cannabis Nurse Jackie, ktery byl pied provedenim extrakce
skladovan v mrazaku pfi teploté -20 °C, tim mohlo dojit ke sniZzeni antibakterialni u¢innosti
konopnych silic. Dale mohlo inhibi¢ni ucinky silice ovlivnit také odlisné molekulové slozeni
extrahovaného materidlu. Je zndmo, Ze sloZeni bioaktivnich latek se vyznamné lisi v zavislosti
na pouzité extrahované rostlinné ¢asti a na agronomickych a environmentalnich faktorech
(Kornpointner et al. 2021).

Pti sledovani MIC planktonickych buné€k S. aureus, u kterého doslo k pouZiti kombinace
tetracyklinu a konopné silice, jsme zjistili, ze doslo k prudkému poklesu MIC u konopné silice,
kde ani u koncentrace 1024 npg/ml nebyla sledovana zadna inhibice. V pouziti silice
v kombinaci s tetracyklinem tato hodnota MIC klesla na koncentraci 8 pg/ml. U tetracyklinu
naopak v kombinaci doslo k ¢tyinasobnému vzrastu MIC z 0,5 ug/ml na 2 pg/ml.

Po vypoéteni frakéni inhibi¢ni koncentrace nam vySel u kombinace tetracyklinu a
konopné silice antagonisticky ucinek. Inhibice planktonickych bun€k S. aureus v pouzité
kombinaci téchto dvou latek je nejspiSe zpusobend inhibi¢nimi Uc¢inky tetracyklinu, které
ptitomnost konopné silice pouze zesilila.

Mozné antagonistické u€inky kombinaci dvou latek potvrdila také Lalouckova et al.
(2021), kde byla testovana kombinace oxacilinu a kyseliny laurové. Lalouckova et al. (2021)
také uvadéji, ze antagonistické ucinky mohou byt zpiisobeny zastavenim bunécného déleni
zpusobenym extrahovanou latkou, tim brani riistu bakteridlnich buné€k a pouzité antibiotikum
pak neni schopné spravné vykonavat svou antibakterialni aktivitu. Lalouckova et al. (2021) déle
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uvadi, ze pii pouziti vysokych koncentraci extrahovanych latek miize dojit ke zvySenému
namahani membrany bakteridlnich buné¢k, které mize vést ke zméné¢ funkce membranového
proteinu, a tato zména muze negativné ovlivnit antibakterialni aktivitu pouzitého antibiotika,
ktera puisobi inhibi¢né proti syntéze bakteridlni bunééné stény. Z tohoto divodu se muze
pouzité antibiotikum stat net¢innym pii inhibici bakterialnich bunék. Dal§im diivodem vzniku
antagonistickych ucinki u kombinace dvou latek muze byt dle Lalouckova et al. (2021) i
moznost poSkozeni nosict elektronit membrany, které mize zptisobit zménu intracelularniho a
extracelularniho pH, kterd mize mit za nasledek srazeni proteinii vazajici penicilin a zplsobit
tak ztratu schopnosti interakce s pouzitym antibiotikem. Dal$im moznym divodem vzniku
antagonistickych u¢inkd v kombinaci dvou latek pak uvadi Lalouckova et. al (2021) i moznost
indukce perzistujicich bunék S. aureus pti pouziti vysokych koncentraci testovanych latek.

Nafis et al. (2019) ve své studii testovali inhibi¢ni u¢inky dvou kombinaci konopné silice,
a to kombinace konopna silice a ciprofloxacin a konopna silice a flukonazol. Tyto kombinace
byly testovany na M. leteus, S. aureus, B. subtilis, E-coli, P. aeruginosa a dalsich bakterii. Ve
studii byl prokazan synergicky ucinek u interakce konopné silice Vv kombinaci
s ciprofloxacinem. Tato kombinace pisobila synergicky vuéi S. aureus, B. subtilis, E. coli a K.
pneumoniae. Kombinace interakce konopné silice a flukonazolu vykazovaly velké synergické
ucinky proti v§em testovanym kvasinkdm. Nafis et al. (2019) ve své publikaci déle uvadi, ze
konopna silice snizila u téchto dvou antibiotik MIC 2 az 64krat v zavislosti na testovaném
mikroorganismu.

4.2 Biofilmova inhibi¢ni koncentrace

Jednim z naSich dalSich cill bylo zjistit BIC samostatného tetracyklinu a konopné silice
ziskané z Cannabis Nurse Jackie a jejich kombinace na tvorbu biofilmu tvofeného S. aureus
ATCC 43300. U samostatné testovaného tetracyklinu byla vyhodnocena BIC (ICso) pfi
koncentraci 0,25 pg/ml. V porovnani se zjisténou MIC (ICsp) samostatného tetracyklinu, které
byla pfifazena koncentrace 1 pug/ml, byla hodnota BIC ¢tyfnasobné nizsi.

U samostatné testované konopné silice byla vyhodnocena BIC (ICsp) pii koncentraci 32
ug/ml. Vzhledem k neprokdzané zadné vyznamné inhibici konopné silice ani pii nejvyssi
testované koncentraci 1024 pg/ml pasobici na planktonické buiiky S. aureus ATCC 43300,
predpokladame, ze hodnota BIC (ICsp) je v porovnani s hodnotou MIC (ICso) 64krat vyssi.

Pti sledovéani BIC biofilmu tvoteného S. aureus ATCC 43300, u kterého doslo k pouziti
kombinace tetracyklinu a konopné silice, jsme zjistili, ze doslo k poklesu BIC u konopné silice,
z koncentrace 32 pg/ml na 2 pg/ml. Koncentrace BIC u kombinace tedy klesla 16krat. U
tetrycyklinu pouzitého v kombinaci doslo stejné€ jako u MIC k narastu koncentrace z 0,25 pg/ml
na 0,5 ug/ml. Koncentrace tetracyklinu v kombinaci vzrosla dvojnasobné. Stejné jako u
inhibice planktonickych bunék S. aureus miZzeme i zde fict, Ze s néjvetsi pravdépodobnosti
pusobil inhibi¢né tetracyklin.

Stejné€ jako u MIC interakce konopné silice a teracyklinu, tak i u BIC byly zjistény
antagonistické ucinky téchto dvou latek.

Existuji vSak studie zabyvajici se antibiofilmovou aktivitou riznych rostlinnych silic.
Naptiklad Cui et al. (2020) uvadi ve své publikaci inhibi¢ni G¢inky biofilmu tvofeného MRSA
kardamovymi silicemi jiz pii koncentraci 1 mg/ml. Béhem vyzkumu byl potvrzen inhibiéni
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ucinek na tvorbu biofilmu mechanismem inhibice poc¢ate¢ni adheze planktonickych bunék
MRSA, kdy doslo pii pouziti kardamovych silic ke sniZeni rychlosti adheze az o 56,14 %.
Dalsim mechanismem inhibice biofilmu MRSA uvadi Cui et al. (2020) i snizeni
extracelularnich polysacharidi a proteini vlivem ptisobeni kardamové silice. Uvadi, ze pii
pouziti této silice doslo ke snizeni extracelularnich polysacharidl a proteinii o 60,69 %.

Kang et al. (2019) se zabyvali ptisobenim matové silice na planktonické buriky, ale i
biofilm S. aureus. Béhem vyzkumu byl potvrzen silny antibakterialni G¢inek proti
planktonickym bunikdm S. aureus zptisobeny zménou propustnosti bunécné membrany. Zang
etal. (2019) uvadi podobné mechanismy G¢inku na planktonické bunky S. aureus také napiiklad
u skoficové silice. Pfi studii matové silice na tvorbu biofilmu S. aureus bylo zjisténo, ze
koncentrace 0,25 mg/ml u¢inn¢ snizila pocet zivotaschopnych bunék v biofilmu. Pti
koncentraci matové silice > 4 mg/ml doslo k usmrceni vSech bakteridlnich bunék S. aureus
tvoticich biofilm. Tyto studie se vSak zajimaly samostatnym ptisobenim jednotlivych silic a
nebyla u nich zaznamenana zadna kombinace s antibiotiky.
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S5 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo ovétit i¢inky konopné silice na stafylokokovy biofilm
samostatné a v kombinaci s konven¢nimi antimikrobialnimi latkami. V nasem vyzkumu jsme
se zabyvali kombinaci konopné silice a tetracyklinu.

e Bylazjisténa schopnost konopné silice potlacovat tvorbu biofilmu S. aureus, ¢imz byla
potvrzena prvni hypotéza. Piestoze konopna silice nepusobila inhibi¢né proti
planktonickym bunkam ani pfi nejvyssi testované koncentraci 1024 pg/ml, tvorbu
biofilmu u kmene S. aureus potlacovala az do koncentrace 32 pg/ml, kdy inhibovala
ptes 50 % stafylokokového biofilmu.

e Druhda hypotéza ptedpokladd, Ze bude konopna silice v kombinaci s dalSimi
konven¢nimi antimikrobidlnimi ldtkami u¢innd. Tuto hypotézu se nam nepodaftilo
potvrdit. Pti pouziti kombinace konopné silice a tetracyklinu sice doslo ke snizeni
biofilmové inhibi¢ni koncentrace silice, ale koncentrace tetracyklinu inhibujici biofilm
byla v kombinaci dvojnasobné vyssi. Celkové byl kombinac¢ni uc¢inek konopné silice
s tetracyklinem vyhodnocen antagonisticky.
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