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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva vlivem aktivnich latek esencidlnich oleji na biofilmpozitivni
bakterie, které mohou znehodnocovat potraviny a kosmetické produkty. V teoretické ¢asti
je popsana charakteristika esencidlnich oleji a biofilmu a popis aktivnich latek.
V experimentalni ¢asti prace je popsana pouzita metodika a zhodnoceny vysledky inhibic-
nich ucinkt aktivnich latek na rtist bakterii a jejich tvorbu biofilmu. Testované bakterie
byly nejvice citlivé na pfitomnost cinnamaldehydu, ale byly prokazany i inhibi¢ni G¢inky
karvakrolu a thymolu. Nejcitlivéj$i byl na piitomnost téchto latek Lactococcus lactis
subsp. lactis CCDM 48, kdy MIC riastu cinnamaldehyd : karvakrol : thymol byla stanovena
na 6,25 : 50 : 25 mg/l a Enterococcus faecalis CCM 4224 s MIC pro cinnamaldehyd a ka-
rvakrol 6,25 mg/l a thymol 50 mg/l. Karvakrol dokéazal potladit tvorbu biofilmu
v koncentraci 250 mg/l u Proteus mirabilis CCM 7188, Enterococcus faecalis CCM 4224

a Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824, 1 piestoze bakterie byly schopné ristu.

Kli¢ova slova: esencialni oleje, thymol, karvakrol, cinnamaldehyd, biofilm, difizni meto-

da, dilu¢ni metoda, detekce biofilmu



ABSTRACT

The thesis focuses on the influence of active substances of essential oils on biofilm-
positive bacteria which can devalue food and cosmetics products. The theoretical part
describes the characteristics of essential oils and biofilm and description of active substan-
ces. The experimental part defines the used methodology and the results of the inhibitory
effects of active substances on the growth of bacteria and their biofilm formation are eva-
luated. Tested bacteria were the most susceptible to the presence of cinnamaldehyde, but
the inhibitory effects of carvacrol and thymol were also demonstrated. The most sensitive
to the presence of these substances was Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48, where
the MIC of growth of cinnamaldehyde : carvacrol : thymol was set at 6,25 : 50 : 25 mg/I
and Enterococcus faecalis CCM 4224 with MIC for cinnamaldehyde and carvacrol was set
at 6,25 mg/1 and thymol at 50 mg/1. Carvacrol was able to inhibit biofilm formation at con-
centration of 250 mg/l in Proteus mirabilis CCM 7188, Enterococcus faecalis CCM 4224
and Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824, even though the bacteria were able to

growth.

Keywords: essential oils, thymol, carvacrol, cinnamaldehyde, biofilm, diffusion method,

dilution method, biofilm detection
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UvVOD

Biofilm je slozité spolecenstvi mikroorganismii, které adheruje k biotickému nebo abiotic-
kému povrchu. Biofilmy se tvoii ve form¢ lepkavého slizu, slozeného z polysacharidii,
bilkovin a jinych organickych slozek a nachéazi se v pfirodnim, klinickém a pramyslovém
prostiedi. Bakterie uvniti biofilmu maji narozdil od planktonickych bun¢k pozménéné fy-
ziologické a fenotypové vlastnosti (odliSnou rychlost riistu, zmény v expresi genl), jsou
odolngjsi vici antibiotikiim a chemickym latkdm, coZz mé negativni vliv a dopad na lidské
zdravi. Mohou mit vSak pro lidstvo 1 prospésnou roli ve vyrobé produkti jako je syr, pivo

a vino nebo mohou distit odpady, které vyprodukujeme (Rulik, 2011).

Je obecné zndmo, Ze bakterie se snadno adaptuji na podminky vnéjSiho prostredi, obzvlast
pak ve formé biofilmu, kdy se prostfednictvim bunééné komunikace v této ¢innosti podpo-
ruji. Jejich vSudypfitomnost, nové vznikajici mechanismy odolnosti nebo rezistence vici
antibiotikiim jsou faktory ohrozujici lidské zdravi. Jednou z alternativ v boji proti patogen-
nim biofilmim jsou pfirodni latky s biologickou aktivitou. Jejich vyhodou je pfirozeny
vyskyt v okoli bakterii, které tak nemaji potfebu se jim brénit, a proto nedochézi ke vzniku
rezistence. Aplikace téchto latek mize byt feSenim, protoze piirodni produkty byly pro

1é€bu nemoci pouZzivany lidmi jiz od praddvna a jsou Setrné k Zivotnimu prostiedi.

V poslednich letech se o tyto pfirodni antimikrobni latky zvySil zajem. Je prokéazano,
ze éterické oleje pochazejici ze Siroké skaly l1écivych rostlin, jsou velmi ¢innymi rostlin-
nymi extrakty kvilli obsaZzenym aktivnim latkam, které vykazuji potencidlni antimikrobni
vlastnosti. Inhibi¢ni ucinek rostlinnych extrakti byl testovan v né€kolika studiich i na bakte-

rie tvorici biofilm.

Esencidlni oleje maji kvlli antimikrobnim ucinkim vyuziti v potravinaiském primyslu
jako konzervaéni latky a déle jako dochucovadla a antioxidanty. Na trhu existuje fada
kosmetickych ptipravki s obsahem esencialnich oleji pro osobni péci za Gcelem cisténi,
vyzivovani, zkraSleni a parfémovani lidského téla, tudiz nalézaji uplatnéni i v kosmetickém
primyslu pfi vyrobé parfémt, mydel, krémid, Samponi a Cisticich prostfedkl
(Baser a Buchbauer, 2020). Kosmetické ptipravky definuje v ramci EU Naftizeni Evrop-
ského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009 o kosmetickych ptipravcich. Podminky pou-
zivéani esencialnich oleji, resp. jejich jednotlivych sloZek jsou stanoveny v Ptiloze III toho-
to nafizeni. Pfiloha III obsahuje piehlednou tabulku, kde je definovano 26 moznych aler-

gennich vonnych slozek z nichz 18 Ize nalézt jako sloZky esencialnich olejti. Z tohoto di-
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vodu, musi byt uvedeny na obalu nebo pfilozeném informac¢nim letaku, pokud je koncen-
trace téchto alergennich latek vyssi nez 0,01 % v oplachovych ptipravcich a vyssi nez
0,001 % v bezoplachovych piipravcich (CESKO, 2009). T kdyZz jsou esencialni oleje
v kosmetice vyuzivany spise jako vonné latky, mohou také podporovat funkci konzervantt
a antioxidantd. Kosmetika obsahuje zakladni mineraly, ristové faktory, organické i anor-
ganické slouceniny a vodu, které poskytuji vhodné podminky pro riist mikroorganismu.
Kontaminace takovych pfipravki vede ke zméné organoleptickych vlastnosti a mize mit
negativni disledky na lidské zdravi a kizi. V kontaminovanych kosmetickych ptipravcich
pfevladaji rody bakterii jako Bacillus, Citrobacter, Pseudomonas, Salmonella,
Staphylococcus, rody plisni Aspergillus, Penicillium, a kvasinek Candida a bakterie
z ¢eledi Enterobacteriaceae. Protoze je vétSina z nich soucésti normélni mikrofléry clove-
ka, kontaminace muize byt zplisobena opakovanym pouzivanim piipravku spotiebitelem,
dale z pouzitych surovin a pfisad anebo v pribéhu vyroby. Kazdy vyrobce kosmetiky zod-
povidé za mikrobialni nezdvadnost svych vyrobku a tidi se zdsadami spravné vyrobni pra-
xe (SVP) dle CSN EN ISO 22716. Kosmetické piipravky a suroviny nemusi byt sterilni,
avSak mikroorganismy piitomné ve vyrobku nesmi ovlivnit zdravi spotiebitele a kvalitu
vyrobku, a to i béhem pouzivani. Pro zajisténi kvality a bezpecnosti vyrobku existuje nor-
ma CSN EN ISO 17516, ktera vymezuje celkovy pocet aerobnich mezofilnich mikroorga-
nismi, ktery musi byt do 1x10?> CFU/g (ml) u vyrobk{i uréenych pro oblast okolo o¢i
a sliznic nebo pro dé&ti do 3 let, a 1x10° CFU/g (ml) u ostatnich vyrobk®i (Dadashi
a Dehghanzadeh, 2016).

Tato diplomova prace se zabyva vlivem aktivnich latek obsaZenych v esencidlnich olejich
na tvorbu biofilmu. Konkrétné se jednd o eugenol, linalool, thymol, karvakrol
a cinnamaldehyd. Pozornost je v€novana pfedev§im metodam, kterymi lze stanovit jejich
inhibiéni u¢inek jak na rast, tak tvorbu biofilmu. Jedn4 se o diskovou difuzni metodu
s vyhodnocenim inhibi¢nich zon kolem disku, a dilu¢ni metodu v mikrotitra¢ni desticce se
spektrofotometrickym vyhodnocenim minimalni inhibi¢ni koncentrace ristu. Ke studiu

bakteridlni adheze byla pouzita Christensenova metoda v mikrotitracni desticce.
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA ESENCIALNICH OLEJU

1.1 Definice esencialnich oleji

Francouzské agentura pro normalizaci Agence Frangaise de Normalisation (AFNOR) uva-
di definici (NF T 75-006): ,,esencidlni olej je produkt ziskany z rostlinné suroviny, a to
suchou ¢i parni destilaci nebo mechanickymi procesy z epikarpu citrusovych plodi, kdy je
vysledny esencialni olej oddélen od vodné faze fyzikalnimi metodami* (Dhifi et al., 2016).
Esencidlni oleje znamé také jako éterické oleje €i silice jsou vonné, vysoce tékavé latky
pfitomné v rostlinach. Jedna se o komplexni smési, tvofené mnoha slozkami, které jsou
obvykle tekuté, nékdy i1 pevné (Rios, 2016). VétSina esencidlnich oleji je slozena
z nasycenych a nenasycenych uhlovodikt, alkoholt, aldehydu, esterd, etherd, ketontl, oxi-
da, fenoll, terpend, terpenoidii a dalSich aromatickych a alifatickych sloucenin s nizkou
molekulovou hmotnosti (Swamy, Akhtar a Sinniah, 2016; Ali et al., 2015). Pfi pokojové
teploté maji obvykle bezbarvou az mirné nazloutlou barvu s aromatickou vini. Vyznacuji
se nizkou hustotou s vyjimkou skoficového a hiebickového oleje a vysokym indexem lo-
mu. Jsou $patné rozpustné ve vode¢, bézné se rozpousti v organickych rozpoustédlech jako
je ethanol nebo diethylether. Jejich vyhodou je dobra misitelnost s rostlinnymi oleji, tuky

a vosky a jsou lehce vstiebatelné do pokozky (Rios, 2016).

Role éterickych oleji v dané rostliné se lisi. MiZze slouzit k opylovani, nebo casto
k obrannému mechanismu jako repelent. Jsou také povaZovany =za antifungélni
a antibakteridlni latky (Rios, 2016). Vyuziti nalézaji v parfumerii, aromaterapii,

v potravinafstvi, farmaceutickém a kosmetickém primyslu (Dhifi et al., 2016).

1.2 Chemické sloZeni esencialnich oleji

Slozeni kazdého esencialniho oleje se muze liSit v zavislosti na urcitych podminkach jako
je odrtda rostliny, ¢ast rostliny, oblast ristu, klimatické zmény, doba sklizn¢ nebo pod-
minky skladovani (Elshafie a Camele, 2017). Esencialni oleje jsou slozeny z lipofilnich
a vysoce tékavych sekundarnich rostlinnych metaboliti s nizkou molekulovou hmotnosti.
Hlavnimi slozkami esencidlnich olejii jsou terpenoidni uhlovodiky. Esencidlni oleje ve
vétsing rostlin obsahuji asi 80 % terpenoidl. Terpenoidni uhlovodiky jsou tvotfeny piresmy-
kem jedné ¢i vice izoprenovych jednotek. V zavislosti na poctu izoprenovych jednotek se
de€li na hemiterpeny (jedna jednotka; CsHg), monoterpeny (dvé jednotky; CioHie), seskvi-
terpeny (tfi jednotky; CisHo4) a diterpeny (Ctyfi izoprenové jednotky; CooH32) (Hashemi,
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Mousavi Khaneghah a de Souza Sant'Ana, 2017). Monoterpeny a seskviterpeny jsou hlav-
nimi slozkami esencidlnich oleji. Mezi nejCastéjsi monoterpeny patii o a B-pinen (olej
z pryskyfice jehlicnatych stromu), geraniol (olej z damaSské raze), linalool (olej
z koriandru), menthol (matovy olej) a limonen (citronovy olej). Mezi ptiklady seskviterpe-
nu lze zatadit santalol (olej ze santalového dieva) a bisabolol (hefmankovy olej). Nekteré
rostliny maji esencialni olej tvofeny aromatickymi derivaty odvozenymi od allylfenolu.
Rostliny obsahujici tyto slouceniny jsou vzacnéjsi nez rostliny obsahujici terpeny. Patii
mezi n¢ napriklad eugenol vyskytujici se v hifebickovém oleji nebo cinnamalaldehyd obsa-
zeny ve skoficovém oleji. V esencidlnich olejich mohou byt také ptitomny dalsi tékaveé
slouceniny. Tyto slouc¢eniny jsou soucasti téch oleju, které byly ziskany extrakci rozpous-
tédly, lisovanim nebo pomoci enfleuraZze. V mnoha piipadech se jednd o seskviterpenové
laktony nebo glykosidy. Mezi takové slouceniny lze =zatfadit kumariny obsazené
v levandulovém oleji a furanokumariny obsazené v esencidlnim oleji z bergamotu

(Rios, 2016).

1.3 Biologické ucinky esencialnich oleji

-----

insekticidni, antivirové, antifungalni, mezi negativni pak Uc¢inky fototoxické. (Chouhan
et al., 2017). Z mikrobiologického hlediska nds nejvice zajimaji ucinky antibakterialni

a z hlediska kosmetického ¢i potravinatfského ui€inky antioxidacni.

1.3.1 Antibakterialni G¢inky

Mezi vyhody esencialnich oleji pouzivanych jako antibakteridlnich ¢inidel jsou nizka toxi-
cita, Setrnost k Zivotnimu prostfedi a snadné zplisoby ziskdvani. (Baser a Buchbauer,
2020). Antibakterialni mechanismus ucinku se 1i$i podle typu esencidlniho oleje nebo
kmene testovaného mikroorganismu (Chouhan et al., 2017). Dilezitou vlastnosti esencial-
nich oleji je jejich hydrofobicita, kterd je zodpovédna za zvySeni propustnosti bunééné
stény (Dhifi et al., 2016). Diky své lipofilni povaze mohou snadno pronikat do bunky
(Swamy, Akhtar a Sinniah, 2016). Esencialni oleje mohou inhibovat bakteridlni rst (uci-
nek bakteriostaticky) nebo bakterialni bunky usmrcovat (a¢inek baktericidni). Mechanis-
mus uc¢inku esencialnich oleji spociva ve ztraté integrity bunécné stény, ¢imz dojde ke
zvySeni jeji permeability. Poskozeni cytoplazmatické membrany vede k uniku intracelular-
nich slozek (proteiny, cukry, ATP a DNA). Dal§im moZnym mechanismem u¢inku miiZe

byt také poSkozeni bakteridlniho enzymatického systému (Swamy, Akhtar a Sinniah,
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2016). Obecné jsou na esencidlni oleje citlivéjsi grampozitivni bakterie nez gramnegativni
a bohatou na lipopolysacharid, ¢imz je omezena difize hydrofobnich slou¢enin. Grampozi-
tivni bakterie jsou obklopeny silnou sténou peptidoglykanu, kterd neni dostatecné husta na
to, aby odoldvala antimikrobnim latkdm. Prinik hydrofobnich sloucenin mutize byt také
usnadnén pfitomnosti lipofilnich koncti kyseliny teikoové v bunééné sténé (Chouhan et al.,

2017; Pandey et al., 2017).

Podle Elshafie a Camele, (2017) zéavisi antibakteridlni aktivita rostlinnych esencialnich
oleji hlavné na jejich jednotlivych aktivnich slozkach, zejména pak na jejich funkénich
skupinach. Dhifi et al., (2016) uvadi, ze esencialni oleje obsahujici aldehydy ¢i fenoly jako
je cinnamaldehyd, citral, karvakrol, eugenol nebo thymol jsou obecné charakterizovany
nejvyssi antibakterialni aktivitou. Thymol, eugenol a karvakrol maji antibakterialni uc¢inek
proti Sirokému spektru bakterii. Pisobi inhibi¢né na Bacillus cereus, Campylobacter jejuni,
Escherichia coli, Helicobacter pyroli, Lactobacillus sakei, Listeria monocytogenes,

Salmonella enterica a Staphylococcus aureus.

Synergicky ucinek dvou nebo vice aktivnich latek vede ke zvySeni ucinnosti biologické
aktivity (Elshafie a Camele, 2017). Thymol nebo karvakrol pravdépodobné mize zvysit
propustnost cytoplazmatické membrany a umoznit tak cinnamaldehydu snadnéji difundo-
vat do buiky (Dhifi et al., 2016). Také kombinace esencidlnich olejli s antibiotiky miize
sniZit rezistenci vici antibiotikim. Bylo zjisténo, Ze esencialni oleje z maty peprné, skofi-
cové klry a levandule modifikuji rezistenci na antibiotika, pokud se pouziji v kombinaci

s piperacilinem (Dagli ef al., 2015).

Esenciélni oleje maji vyznamnou roli 1 proti bakteridlnim biofilmim. Vykazuji baktericidni
aktivitu proti ordlnim a zubnim patogeniim, a proto jsou casto soucésti ustnich vod
(A. Shaaban, 2020). Svou roli hraji 1 v potravinafstvi, kde se pouZivaji jako pfirodni kon-
zervaéni ¢inidla. Casto zkoumanymi druhy bakterii tvotici biofilm jsou stafylokoky, bakte-
rie z Celedi Enterobacteriaceae a potravinovy patogen Listeria monocytogenes. Uvadi se,
ze pro inhibici biofilmu jsou zapotiebi dvojndsobné az ctyindsobné vysSi koncentrace
esencidlnich oleji nez v ptipadé planktonickych bunék. Studie Kerekes ef al., (2015) uva-
di, ze esencidlni oleje maji potencidlni vliv na komunikacni systém quorum sensing.
K prokdzani uc¢inku bylo pouzito diskové difizni metody a modelové bakterie

Chromobacterium violaceum vylucujici pigment violacein, jehoz produkce je regulovana
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quorum sensing. Za pozitivni ucinek je povazovan svétly kruh bez pigmentu kolem disku,

coz naznacuje, Ze bunky pfezily, ale jejich komunikace byla pferuSena.

1.3.1.1 MozZnosti stanoveni antibakterialni aktivity esencialnich oleju

Vysetteni citlivosti bakterii k antimikrobni latce se provadi s cilem zjistit, zda je mikrob
citlivy a do jaké miry. Kvantitativné je citlivost pfimo vyjadifena minimalni inhibi¢ni kon-
centraci (MIC), kdezto kvalitativné (nepfimo), primérem inhibi¢ni zony kolem disku.

Difuzni metoda

Podstata metody spociva v rovnomérném rozetieni testovaného mikroorganismu na agaro-
vou plotnu. Poté se na roztér rozlozi papirové disky napusténé antimikrobidlni latkou, nebo
se antimikrobni latka davkuje do vyhloubenych jamek v agaru. Principem metody je difuze
latky z disku &i jamky horizontalng do okolniho agaru v koncentra¢énim gradientu. U¢inna
latka vytvoii kruhovou tzv. inhibi¢ni zénu kolem disku. Citlivost mikroorganismu
k testované latce se urci z velikosti inhibi¢ni zony. Velikost zony je ovlivnéna schopnosti
antimikrobidlni latky difundovat agarem, tloustkou ptidy a rychlosti ristu mikroorganis-
mu. Cim se kmen mnoZi pomaleji, tim je inhibi¢ni zona pii stejné citlivosti kmene vétsi.
Test vyuziva ke kultivaci Mueller-Hinton agar, v némz latky volné difunduji. Tento test je
pouze kvalitativni. ZjiSt'uje, zda je mikrob rezistentni ¢i citlivy (Schindler, 2010; Bednat,

1996).
Diluéni metoda

Tato metoda je kvantitativni a slouzi ke zjist€ni miry citlivosti ¢i rezistence testovaného
mikroorganismu. Jeji podstatou je pfidani antimikrobni latky do kultiva¢niho media.
Dilucni test se provadi bud’ v bujonu na polystyrenovych mikrotitratnich desti¢kach ¢i
zkumavkach nebo lze antimikrobni latky ptidavat do pevnych pid. Principem agarové
diluéni metody je hodnoceni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) na pevnych ptidéach,
které obsahuji dané koncentrace antimikrobnich latek. Na ptidy je naockovano inokulum
a po kultivaci je sledovan rist ¢i absence kolonii. V ptipadé dilu¢niho testu na mikrotitrac-
nich destickach se do jamek davkuje tekuté médium obsahujici riizné koncentrace inhibic-
nich latek a poté je kazda jamka zaoCkovana suspenzi bun¢k. V tomto piipadé se po kulti-
vaci MIC hodnoti bud’ vizualn€ (nedochézi k zakaleni média), nebo pomoci méteni absor-

bance ¢i turbidimetrického stanoveni (Schindler, 2010; Bednat, 1996).
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1.3.2 Antioxidacéni aktivita

Antioxidacni aktivita esencialnich oleji hraje dtlezitou roli v prevenci a zpomaleni oxida-
ce lipida jak v potravinach, tak kosmetice. Oxidacni poskozeni lipidii vede ke vzniku ne-
zadoucich chuti a vini, ¢imZ se snizuje kvalita a bezpecnost potravin a kosmetickych pfi-
pravkl. (Lee a Shibamoto, 2002). Kromé& toho pfispivaji i k prevenci pred¢asného starnuti
ktze vyvolaného reaktivnimi formami kysliku, které mohou posSkodit biomakromolekuly

v kiizi (Ziosi et al., 2010).

Antioxida¢ni uinek zavisi pfedevsim na slozeni esencialnich oleji. Antioxidanty lze defi-
novat jako molekuly schopné omezovat aktivitu volnych kyslikovych radikali, snizovat
pravdépodobnost jejich vzniku nebo je prevadét do méné reaktivnich forem (Elshafie

a Camele, 2017; Amorati, Foti a Valgimigli, 2013).

Esencialni oleje ze skofice, muskatového ofisSku, hiebicku, bazalky, petrzelky, oregana
atymidnu se vyznacuji nejveétsi antioxidacni aktivitou. Je to dano obsahem thymolu
a karvakrolu, které maji fenolickou strukturu (Dhifi et al., 2016). Potencial fenolickych
sloZzek vychytavat radikaly lze vysvétlit schopnosti darovat atom vodiku z jejich hydroxy-
lové skupiny. Plsobeni antioxidantli fenolového typu probihé radikdlovych mechanismem

(Koroch, Rodolfo Juliani a Zygadlo, 2007).

1.4 Technologické postupy vyroby esencialnich oleju

Kvalita esencialnich oleji zavisi na stupni zralosti rostliny, podnebi, srdzkéach, zemépisné-
mu ptivodu rostliny, ale také na zptisobu jejich ziskavani. Esencialni oleje lze ziskat tfemi
zpisoby a to destilaci (parni destilace, hydrodestilace), extrakei (enfleurdz, extrakce orga-
nickymi rozpoustédly, superkritickd fluidni extrakce) a lisovanim (Baser a Buchbauer,
2020; Burt, 2004). Esencialni oleje jsou tvofeny jako sekundarni metabolity rostlin.
V mnoha pfipadech jsou uloZeny v olejovych bunkach, Zlaznatych trichomech ¢i sekrec-
nich kanélcich (Rios, 2016). Esencialni oleje mohou byt ziskdvany bud’ z celé rostliny ne-
bo pouze z jednotlivych ¢asti, nejcastéji jsou ziskavany z kvéta (Setik, rtize, jasmin), listi
(mata, bobkovy list, Salv¢j), stonkli (hefmének, levandule), plodid (anyz, citrusy), semen
(ibisek, muskatovy ofisek, koriandr), oddenki (zazvor), kofene (kosatec) a dieva (santalo-

v¢é drevo, skofice, kadidlo) (Baser a Buchbauer, 2020; Dhifi et al., 2016).

Parni destilace se od hydrodestilace li§i tim, Ze nedochazi k ptimému kontaktu materialu

s vodou. V piipad¢ parni destilace je materiadl umistén na mfiZce, para unasi silice do chla-
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dic¢e a vznikly kondenzat se shromazd’uje v zasobniku. V piipadé hydrodestilace se materi-
al vari a silice undsené parou kondenzuji zpét do kapaliny. U obou metod se vysledny pro-
dukt oddéluje na zéklad¢ rozdilnych hustot vhodnymi postupy (Bozovi¢ et al., 2017; Cook
a Lanaras, 2016;).

Enfleurdz je technologicky postup ziskavani esencidlnich oleji z okvétnich listkt fialky
nebo jasminu, které se pokladaji na sklenéné desky s tenkou vrstvou vysoce kvalitniho
tuku bez zépachu. Esencidlni olej absorbovany v tuku se nasledné¢ extrahuje alkoholem.
Extrakce s pouzitim tékavych rozpoustédel, probiha pii teploté¢ 50 °C, ¢imz nehrozi degra-
dace tepelné labilnich sloucenin. Po extrakci a nasledné filtraci se esencialni olej izoluje
odpatfenim tékavého rozpoustédla pomoci vakuové odparky. Vyroba esencidlnich olejii
s pouzitim tékavych rozpoustédel nebo pomoci enfleurdze je draha a ¢asové narocna a vy-
uziva se pfi vyrobé parfémii. Alternativou extrakénich postupt Setrnych k zivotnimu pro-
sttedi je superkritickd fluidni extrakce (SFE). Reakénim cinidlem je oxid uhlicity
v superkritickém stavu, coz znamena, ze byl vystaven teplotdm a tlaklim nad jeho kritickou
hodnotu. RozSifuje se jako plyn, ale ma hustotu kapaliny. Tim ziskd vlastnosti rozpouste-
dla, které je bez zdpachu, bezbarvé, nehotlavé a s nizkou toxicitou ve srovnani s ostatnimi
rozpoustédly. Oleje vyrabéné touto metodou jsou velmi Cisté a maji jedine¢nou kvalitu.
Negativem této metody je cenova nakladnost (Cook a Lanaras, 2016; Sovova a Stateva,

2011).

Lisovani se vylu¢né pouziva pro citrusové plody (napf. citron, pomeran¢, bergamot). Zis-
kavani esencialnich oleji se provadi za studena, nedochézi tak k tepelné degradaci sloZzek
esencidlniho oleje (Baptiste Hzounda Fokou, Michel Jazet Dongmo a Fekam Boyom,
2020). Psobenim tlaku a mechanickym valcovanim kiiry ovoce, ve které se nachazi olejo-
vé buiiky, dojde k samovolnému vytékani oleje, ktery je poté odplaven vodou. Olej je na-
sledné od vodné faze oddélen centrifugaci (Baser a Buchbauer, 2020; Cook a Lanaras,

2016).

1.5 Vyuziti esencialnich oleji

Esencialni oleje obsahuji mnoho bioaktivnich sloucenin, které se kromé své viiné a chuti
vyznacuji antibakteridlnimi, antifungalnimi, antioxida¢nimi, insekticidnimi, protizanétli-
vymi, antikarcinogenogennimi a analgetickymi uc¢inky. Vice nez 300 esencidlnich oleju je
vyuzivano v potravinaiském a farmaceutickém primyslu, ve zdravotnictvi a medicing,

aromaterapii, kosmetice a parfumeraistvi (Cook a Lanaras, 2016).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

V potravinaiském prumyslu se vyuziva asi 60 % produkce esencidlnich olejli, primarné
k ochucovani potravinaiskych vyrobki jako jsou uzena masa, alkoholické a nealkoholické
napoje, zmrzliny a cukrovinky (Cook a Lanaras, 2016). Esencidlni oleje jsou i vhodnymi
prirodnimi latkami ke konzervaci potravin. Divodem jejich aplikace je obsah bioaktivnich
latek, které jsou zodpovédné za antimikrobni a antioxida¢ni ucinky (Lopez a Martos,
2018). K prodlouzeni trvanlivosti potravin se pouziva napft. esencidlni olej z oregana, hie-
bicku, skofice nebo rozmarynu. Bioaktivni latky karvakrol, cinnamalaldehyd, eugenol
a kafr obsazené v téchto olejich, jsou zodpovédné za antimikrobidlni aktivitu (A. Shaaban,
aspektii. Ptimy ptidavek esencidlniho oleje sebou nese néktera rizika. Jedna se predevsim
o nizkou rozpustnost oleje ve vodé€, vysokou t€kavost, nizkou stabilitu a silny odér. VéEtSina
procest zpracovani potravin zahrnuje tepelné zpracovani nebo expozici vzduchu ¢i svétla,
coz jsou faktory, které vedou k degradaci oleji a mohou tak znehodnocovat potraviny.
Alternativnim zptisobem, jak zachovat jejich stabilitu, je zapouzdieni do polymernich ¢as-

tic, liposomt nebo pevnych lipidovch nanocastic (Lopez a Martos, 2018).

Obecné by esencialni oleje nemély byt podavany k vnitinimu pouZiti nebo pro piimou
aplikaci na kazi. Hrozi zde riziko alergické reakce, dermatitidy ¢i fotosenzibilizace ktize.
Avsak lokalni aplikace zfedéného levandulového a oregdnového oleje podporuje hojeni ran
a popalenin. Ve farmacii se esencialni oleje vyuZivaji jako analgetika (hfebickovy olej),
antiseptika, jako soucast nosnich kapek a spreji (olej z maty peprné) nebo jako pomocna
latka 1€kt proti kasli (olej z eukalyptu) (Cook a Lanaras, 2016). Nekteré esencialni oleje se

pouzivaji k aromatizaci farmaceutickych ptipravki a ke zlepSeni jejich chuti (Rios, 2016).

Dtivodem pouzivani esencialnich oleji v kosmetice je predevsim jejich viin€. Mastné kyse-
liny a povrchové aktivni latky pouZivané v kosmetice ¢asto vykazuji nepifijemnou vini,
a proto se pridavaji k t€émto vyrobkim. Pouzivaji se jako vonné esence do dekorativni
kosmetiky, vlasové kosmetiky, parfému, prostiedkil péce o kiizi a toaletnich potiteb. Jed-
nim z problému v souvislosti s kosmetikou je fototoxicita esencialnich oleji. Po aplikaci
ptipravku obsahujici esencialni olej a jeho vystaveni slune¢nimu zafeni se miZe objevit na

ktzi alergicka kontaktni dermatitida (Sarkic a Stappen, 2018).
Esenciélni oleje, jako soucast masazni terapie mohou byt inhalovany po pfidani n€kolika

kapek do horké vody nebo pomoci rozpraSovace ¢i zvlh¢ovace. Kromé toho je lze apliko-

vat 1 jako obklady (Rios, 2016).
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Déle se mohou vyuzivat jako dopliiky stravy pro zvitata nebo jako repelenty u¢inné proti

komaram, blechdm, klistatim, mouchdm nebo vsim (Cook a Lanaras, 2016).

1.6 Aktivni latky esencialnich oleji

V této kapitole jsou kratce popsany aktivni latky esencidlnich oleji pouzitych pii experi-

mentu.

1.6.1 Cinnamaldehyd

Cinnamaldehyd (Obr. 1) znamy také jako skoticovy aldehyd je nazloutla kapalina, ktera se
ziskava parni destilaci ze skoficové kury. Asi v 85 % je zastoupen ve skoficovém oleji.
Molekula sestava z fenylové skupiny navazané na nenasyceny aldehyd. Olej i Cisty
cinnamaldehyd plsobi inhibi¢n€ na fadu grampozitivnich i gramnegativnich bakterii, hub
1 kvasinek. Své uplatnéni nachézi v potravinaistvi, kde se vyuziva jako ochucovadlo do
zvykacek, zmrzliny, napojl a cukrovinek a v parfumeraistvi jako soucast sladkych a ovoc-
nych viini. V zeméd¢€lstvi se vyuziva jako insekticid (Ashakirin et al., 2017). V kosmetice
se pouziva jako vonna ptisada do dekorativni kosmetiky, Sampont, toaletnich mydel a ¢is-

ticich prostfedkti pro domacnost (Cocchiara et al., 2005).

@)

NH

Obrazek 1: Strukturni
vzorec cinnamaldehydu

(upraveno dle Ashakirin
etal.,2017)

1.6.2 Eugenol

Eugenol (Obr. 2) je svétle Zlutd az bezbarva aromatickd olejovita kapalina, kterd je hlavni
slozkou hiebickového oleje (70-80 %). V mensi mife se nachazi 1 v esencidlnim oleji ze
skofice cejlonské, muskatového ofisku, bazalky a pepie. Pouziva se k vyrobé syntetického
vanilinu. Existuje Sirokd skala jeho pouziti v kosmetice, kde je soucasti ptipravkd pro do-
macnost, vini, mydel a pfipravkl pro péci o plet’. Kvuli své aromati¢nosti se hojné vyuzi-
va 1 potravinaistvi nebo farmacii, dale pak jako ptfirodni analgetikum ve stomatologii. Ma
schopnost vétsi penetrace 1€kl do kize. Je také vhodny k 1é¢bé koznich infekei a onemoc-

néni. Nadmérna davka eugenolu je vSak toxicka (Sarkic a Stappen, 2018).
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Obrazek 2: Strukturni vzorec
eugenolu (upraveno dle
Tao et al., 2005)
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1.6.3 Karvakrol

Karvakrol (Obr. 3) je kapalny monoterpenovy fenol a vyskytuje se v fad¢ bylin ve vyso-
kych koncentracich (De Vincenzi et al., 2004). Nachazi se jako soucast esencidlniho oleje
z oregana (az 75 %), majoranky a tymianu (Baser a Buchbauer, 2020). Karvakrol bud’ sam
nebo v kombinaci s jinymi latkami je G€inny vic¢i potravinafskym patogeniim jako jsou
Bacillus subtilis, Campylobacter jejuni, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Lactobacillus sakei, Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Staphylococcus
aureus a Pseudomonas aeruginosa, tudiz se vyuziva jako konzervacni ptisada. Pfitomnost
volné hydroxylové skupiny a delokalizovany elektronovy systém hraje zasadni roli v jeho
antibakteriadlni aktivité. Ta se dokonce mlze zvySovat v kombinaci sthymolem nebo
s fadou antibiotik. Obecné je jeho antibakteridlni aktivita siln€j$i vii¢i grampozitivnim nez
proti gramnegativnim bakteriim (Wang et al., 2016; Magi, Marini a Facinelli, 2015;
Suntres, Coccimiglio a Alipour, 2014). V potravinafstvi ma i funkci ochucovadla ve Zvy-

kackach, meékkych bonbonech, nealkoholickych napojich a pe€ivu (ULTEE et al., 2000).

CHj;
OH

H;C™ "CHjy

Obrazek 3: Struktur-
ni vzorec karvakrolu
(upraveno dle
Ben Arfa et al.,
2006)

1.6.4 Linalool

Linalool (Obr. 4) je monoterpenovy alkohol, se sladkou pfijemnou vini, ktery lze nalézt
v olejich z maty peprné, rize, levandule, citronu, bergamotu nebo skofice. Je kapalny a ma

bezbarvou az svétle zlutou barvu se sladkou viini. PouZiva se jako pfisada do Cisticich
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a pracich prostedkll, osvézovact vzduchu, ale také do vyrobkl pro osobni péci. Linalool
se miize pouzivat v kosmetice i jako konzervacni ¢inidlo, kvili jeho antimikrobnim u¢in-

ktim (Sarkic a Stappen, 2018; Raguso a Pichersky, 1999).

H,C. _OH
|
CH,
|

HsC~ “CHs

Obrazek 4:

Strukturni vzorec

linaloolu (uprave-

no dle Dhifi et al.,
2016)

1.6.5 Thymol

Thymol (Obr. 5) je monoterpenovy fenol, derivat cymenu a izomeru karvakrolu, ktery je
z 10-64 % obsazeny v silici tymianu. Narozdil od jiz zminénych aktivnich latek, tvofi
thymol bezbarvé a prusvitné krystaly. Ma kofenitou, aromatickou viini a sladkou chut.
Vyznacuje se antiseptickymi, antimikrobidlnimi, insekticidnimi a antioxida¢nimi U¢inky.
Do potravin se pridava za ucelem konzervace nebo jako aromaticka ptisada do napoji
a cukrovinek. V kosmetickém primyslu mize byt soucasti mydel a plefovych vod nebo
desinfekénich piipravkl. Thymol, obvykle v kombinaci s glycerinem a alkoholem, byva
soucasti Ustnich vod. Nékteré studie uvadi, Ze thymol miiZze mit 1écebné tcinky na rany,
nevolnost, inavu, nachlazeni a akné. Podporuje posileni paméti a soustiedéni ¢i pomaha

predchézet vzniku oréalnich infekci (Salehi et al., 2018).

CH,

OH
H3C™ CHj

Obrazek 5: Struk-
turni vzorec thy-
molu (upraveno

dle Marchese
etal., 2016)
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2 CHARAKTERISTIKA BIOFILMU

2.1 Definice biofilmu

Biofilmy byly poprvé detekovany v roce 1684 Antoniem van Leeuwenhoekem, ktery po-
moci svych jednoduchych mikroskopi pozoroval mikroorganismy ve vlastnim zubnim
plaku. To, co objevil pojmenoval animalcules (Mazzoli, 2015). Tehdy se domnival, Ze se

jedna o miniaturni zivoCichy. Nemél vSak tuseni, Ze objevil bakterie zijici ve form¢ biofil-

mu. Lze mu tedy pfipisovat objev mikrobidlnich biofilmi. (Donlan, 2002)

Mikroorganismy mohou Zzit ve dvou riznych formach. Bud’ formé planktonu, kdy se jed-
notlivé bunky voln€ vznaseji v kapalném médiu, anebo ve formé biofilmu (Mazzoli, 2015).
Donlan, (2002) definuje biofilm jako spoleenstvi mikroorganismi pevné piipojenych
k povrchu auzavienych v matrici z polysacharidové substance, kterou sami produkuyji.
Tloustka biofilmu zavisi na tom, zda je sloZen z jednoho ¢i vice druhli mikroorganismii,
které spolu interaguji. Biofilm jednoho druhu je pomérné vzacny a mé jednodussi stavbu.
Mezi mikroorganismy, které tvofi biofilm se fadi bakterie, houby a protista(Chew a Yang,

2016; Malachova, 2004).

Biofilm se tvofi na Siroké Skale riznych povrchl véetné Zivych tkani, na Iékatskych zafi-
zenich a pomtickach a také na potrubi primyslovych a pitnych vod. Jsou Siroce distribuo-
vany v piirodé (piida, horniny, potoky nebo kofeny rostlin). U ¢lovéka se 1ze setkat s bio-
filmem at’ uZ komensalné nebo patogenné (Mazzoli, 2015). Tvorba biofilmi na lékatskych
zafizenich, jako jsou katétry nebo implantaty, casto vede ke vzniku obtizné 1éCitelnych
infekei (Lopez, Vlamakis a Kolter, 2010). Mezi bakteridlni rody tvotici patogenni biofilmy
patii Escherichia, Listeria, Mycobacteria, Pseudomonas, Salmonella, Staphylococcus,
Streptococcus a Vibrio (Rulik, 2011). Nachazeji se 1 v extrémnich podminkéach pH v roz-

mezi 0,5-14 a teplotach od —5 do 120 °C (Schulte, Wingender a Flemming, 2005).

vvvvv

funkce. ZvySena odolnost vici teplu, chladu, UV zafeni, fagocytéze, detergentiim
a antibiotikiim, zachycovani Zivin v biofilmu, mikro-difuize a disperze biofilmu
s naslednou tvorbou novych kolonii a zvySena produkce toxinil podporuje mikrobidlni pte-
ziti (Mazzoli, 2015). Ne vSechny biofilmy jsou Skodlivé. Metabolicka ¢innost biofilmu ma
1 prospésnou roli v biotechnologiich a technologiich pfi ¢isténi odpadnich vod a u ¢lovéka

jsou soucasti sttevni mikroflory (Rulik, 2011).
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2.2 Vyskyt biofilmu

Typickym ptikladem a nejdéle znamym biofilmem v lidském téle je zubni plak. Jeho tvor-
bu podporuje sachardza pritomna v potrave. V tstech je pritomno velké mnozstvi bakterii
vylucujici lepivou hmotu, do které ulpivaji dalSi bakterie a kvasinky. Plak se ztlust'uje
a stava se malo propustnym. Hladovéjici bakterie zacnou Stépit vlastni cukry za vzniku
kyselin poSkozujici zubni sklovinu, coz vede k tvorbé zubniho kazu, jehoz ptivodcem jsou
zejména streptokoky. Nedostatecna zubni hygiena miize byt disledkem zanétu dasni

(Rulik, 2011; Schindler, 2008).

Bakterie v podob¢ biofilmu rostou i na stievnich sliznicich a na povrchu ktize. Jsou tedy
soucasti normalni mikroflory ¢lovéka. Kize je nejvétsim orgdnem lidského téla, kterd je
kolonizovana rozmanitymi druhy mikroorganismu, které jsou neSkodné nebo dokonce pro-
spésné. Biofilm nasSi normalni mikroflory chrani kiizi pred invazi patogennich mikroorga-
nismi. VétSina mikroorganismti se nachazi v nejsvrchnéjsi vrstvé pokozky (stratum
corneum), dale kolonizuji vlasové misky a mazové Zlazy. MnoZstvi a druhové zastoupeni
zavisi na stupni hydratace pokozky, pH, dostupnosti Zivin, pfitomnosti kysliku, véku a po-
hlavi (Grice a Segre, 2011). Na druhou stranu, pokud biofilmy nasi normalni komenzalni
mikroflory zmohutni, mohou vyvolat zanét nebo se jejich mikrobidlni sloZka zaéne Sifit do
organismu. Jsou také kritickym prvkem u nékterych koznich onemocnéni. Roli pfi infekci

ktze a ran hraji 1 pfechodné mikroorganismy (Rulik, 2011).

Biofilm vSak hraje nej€astéjsi roli v infekcich uvnitt téla. Nejvétsim problém v souvislosti
s infekcemi je rezistence bakterii na antibiotika. Jedna se o infekce jako je bakteridlni
endokartitida, kdy se biofilm usazuje na srde¢nich chlopnich a obtizné se 1é¢i. V 1ékatské
praxi se lze setkat s genetickym respiracnim onemocnénim, cystickou fibrézou. V raném
stadiu je infekce zplsobena stafylokoky, hemofily, pneumokoky, pozdé&ji se usazuje
Pseudomonas aeruginosa. Ten po kolonizaci méni sviij fenotyp a zane produkovat vis-
kézni hlen alginat. Bakterie uspé$n€ odolava imunitnimu systému ¢loveéka a 1écba antibio-

tiky je téméft neuspesna (Jamal et al., 2018; Rulik, 2011; Schindler, 2008).

Bakterie maji tendenci ulpivat a tvofit biofilm na pomuckach zavedenych do télnich dutin,
jako jsou mocové katétry a katétry zavedené do zil, na nitrod€éloznich téliskach nebo na
kloubnich nahradach. Biofilm se tvoifi i pfi nespravném pouzivani kontaktnich cocek

(Rulik, 2011; Schindler, 2008).
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V ptirodé se s biofilmy Ize setkat na povrchu kament nebo na skalnatych pobiezich mofi.
Mohou se vyskytovat na trupech lodi a v primyslovych potrubnich systémech. Zde mohou
napachat zna¢né skody, nebot’ zne€ist'uji povrchy, na nichz se tvofi, ptipadné je i poSkozuji
korozi (Rulik, 2011). V systémech distribuce pitné vody se mohou tvofit biofilmy pato-
gennich mikroorganismu (Legionella, Mycobacterium, Aeromonas), které se mohou uvol-
novat do vody a predstavovat tak riziko pro lidské zdravi. Pouzivané techniky desinfekce

pitné vody jsou obvykle neti¢inné (Rulik, 2011; Schulte, Wingender a Flemming, 2005).

Bakterie tvorici biofilm vykazuji vyssi metabolickou ¢innost ve srovnani s planktonnimi
bakteriemi, ¢ehoz lze vyuzivat v Cistickadch odpadnich vod nebo chladicich okruzich elek-

traren. (Rulik, 2011).

2.3 Tvorba biofilmu

Vyvoj komunity biofilmu probiha v nékolika fazich, formuje se nékolik hodin a je ovliv-
nén okolnim prosttedim. Tvorbu biofilmu reguluje nékolik klicovych krokti: pocatecni
pfipojeni k povrchu (adheze), riist a proliferace, zrani (maturace) biofilmu a uvolnéni

(disperze) viz (Obr. 6) (McCarty et al., 2014).

7
-Jk-\’/—\,'_\ \

P | ~=

Faze 1 Faze 11 Faze 111

Obrazek 6: Tvorba biofilmu (upraveno dle Srivastava a Bhargava, 2016)

Faze 1 — pripojeni (adheze)

Rozhrani pevna latka-kapalina je ideédlni prostiedi pro pfipojeni a rist mikroorganism,
ale Ize je nalézt 1 na rozhrani voda-vzduch nebo pevna latka-vzduch (Schulte, Wingender
a Flemming, 2005; Donlan, 2002). V pocatecni fazi se planktonické buiiky pfipeviiuji na

povrch slabymi reverzibilnimi van der Waalsovymi interakcemi. Pevny povrch miZe mit
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nékolik charakteristik, které jsou diilezité v procesu pfipevnéni. Rozsah mikrobialni kolo-
nizace se zvySuje se zvysujici se drsnosti povrchu. Mikroorganismy se mnohem rychleji
pripojuji k hydrofobnim nepolarnim povrchiim, jako je teflon nebo plast nez k hydrofilnim
povrchim jako je sklo nebo kov (Donlan, 2002). Adheze je také ovlivnéna piitomnosti

bunécnych struktur jako jsou fimbrie nebo biciky (McCarty et al., 2014).
Faze 11 — rust a proliferace

Po reverzibilnim pfipojeni nasleduje rust a proliferace, pti které se bunky zacinaji délit
a mnozit se za vzniku mikrokolonii. Pfi kolonizaci za¢nou bunky produkovat a obalovat se
slizovitou a lepivou matrici tzv. extracelularni polymerni matrici (EPM) (McCarty et al.,
2014). Tato matrice zahrnuje az 90 % celkové biomasy a je tvofena primarné z polysacha-
ridd. Mikroorganismy jsou v ni rozloZeny nerovnomérné a rostou v mikrokoloniich kuze-
lovitého nebo houbovitého tvaru (Mazzoli, 2015; Schindler, 2001). Vyslednd morfologie
biofilmu muize byt hladka, drsnd, nacechrand nebo vldknitd (Flemming a Wingender,
2010). Bakterie rostouci v biofilmu rostou pomaleji nez planktonni formy. Divodem je

pravdépodobné omezené mnozstvi Zivin nebo kysliku (Donlan, 2001).
Faze I1I — zrani (maturace)

V ptedposledni fazi dochazi ke zrani, neboli maturaci biofilmu. Jedna se o d&j ireverzibilni.
Bunky mezi sebou komunikuji prostfednictvim quorum sensing, dochazi ke zméné fenotpu
bun¢k, k tvorbé mikrokanalkli a vytvaii se veskera odolnost biofilmu (McCarty et al.,

2014).
Faze IV — uvolnéni

Jakmile se vytvofi zraly biofilm, n€které¢ buniky piechazi do planktonického stavu a jsou
schopné se pfipojit k novému povrchu a vyvinout dalsi biofilm na novém misté (McCarty
et al., 2014; Ray a Bhunia, 2014). Pfi¢inou mize byt zvySujici se konkurence a netnosnost
jejich dalsi existence ve spolecenstvi (Schindler, 2001). Bunky prostfednictvim chemic-
kych signall upozoriuji okolni buniky na svou pfitomnost a zabranuji tak zvySeni hustoty
populace. Bakterie se z biofilmu mohou uvoliovat ve shlucich nebo po jednotlivych bun-

kach (Rulik, 2011).
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2.4 Slozeni a vlastnosti biofilmu

2.4.1 Extracelularni polymerni matrice

Biofilmy jsou heterogenni systémy obsahujici mikrokolonie bakteridlnich bunék, které jsou
obklopeny slizovitou matrici z extracelularnich polymernich latek a od ostatnich mikrokol-
nii oddélené vodnimi kanalky. V téchto kanalcich dochézi ke transportu a difazi zivin, kys-
liku 1 antimikrobnich latek (Donlan, 2002). Extracelularni polymerni matrice (EPM) je
produkovana samotnymi bakteriemi, tvofi trojrozmérnou strukturu biofilmu a je zodpo-
védna za adhezi k povrchiim a soudrznost biofilmu (Flemming a Wingender, 2010). Je
vysoce hydrofilni a prostfednictvim vodikovych vazeb muze vazat velké mnozstvi vody
a tim zabranovat vysuseni biofilmu (Donlan, 2002). Diky tvorbé EPM jsou bakterie odolné
vuci oxidaénimu stresu, UV zéfeni, desinfekénim prosttedklim, lidskému imunitnimu sys-

tému i dal§im faktorim a také jsou méné citlivé na antibiotika (Mazzoli, 2015).

Mnozstvi produkované EPM zavisi na druhu mikroorganismu a stafi biofilmu. Produkce je
také ovlivnéna stavem Zzivin riistového média a mnozstvim dostupného uhliku. K vétsi pro-
dukci EPM pfispiva i pomaly rust bakterii. Mlze ptfedstavovat 50 — 90 % celkové hmoty
a lze ji povazovat za primarni matrici biofilmu. Je slozena predev§im z vody, ktera mtze
byt v biofilmu vazana v kapsulich mikrobialnich bunék, nebo slouZzi jako rozpoustédlo.
Dale pak z proteint, lipidd, lipopolysacharidl, nukleovych kyselin a polysacharidi. Pravé
tyto molekuly jsou zodpovédné za veSkerou funkci EPM (Donlan, 2002). Zejména pak
polysacharidy, které jsou zodpovédné za adhezi a za zachovani strukturdlni integrity. Vét-
Sinou se jednd o dlouhé, linearni nebo rozvétvené molekuly. (Flemming a Wingender,
2010). Polysacharidy, mohou byt neutralni nebo aniontové, jako tomu je v ptipadé EPM
gramnegativnich bakterii. Aniontovy charakter je zaji$tén piitomnosti uronovych kyselin.
Tato vlastnost je dulezita, protoze umoziuje asociaci vapniku a hotc¢iku, které se situji
s polymernimi vldkny a poskytuji tak vétsi vazebnou silu ve vzniklém biofilmu (Donlan,
2002). Nejbéznéjsim exopolysacharidem je alginat vyluovany gramnegativni ty¢inkou
Pseudomonas aeruginosa (Flemming a Wingender, 2010). V ptipadé n€kterych grampozi-
tivnich bakterii, mize byt chemické slozeni EPM zcela odlisné a vykazuje spiSe kationtovy
charakter (Donlan, 2002). Polysacharidy v biofilmu tak funguji jako leSeni, do kterého jsou
mikrobialni butiky a jejich bioaktivni slozky zanofeny (Chew a Yang, 2016).

Proteiny pfitomné v EPM zajist'uji riist biofilmu a pieziti bunck, podili se na regulaci inte-

grity a stabilité¢ biofilmu. EPM obsahuje také nékolik extracelularnich enzyml majici
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schopnost degradace nékterych slozek EPM na produkty s nizkou molekulovou hmotnosti,
které mohou byt asimilovany a pouzity jako zdroj energie. Nékteré enzymy mohou posko-

zovat povrchy, na kterych se biofilm tvoii (Flemming a Wingender, 2010).

Extracelularni DNA obsaZena v matrici, je identicka nebo velmi podobna genomové DNA
a v pfirozeném prostiedi slouzi pro horizontdlni ptenos genii (Madsen et al., 2012). Me-
chanismy uvolfiovani jsou doposud nejasné, avSak znacna ¢ast pochazi z odumielych bu-
nek mikrobidlni populace. Sekrece extracelularni DNA muze byt zprostfedkovana i1 pres

vezikuly z membrany (Whitchurch, 2002).

2.4.2 Rezistence k antimikrobnim latkam

Existuje mnoho teorii, pro¢ jsou bakterie v biofilmu rezistentnéjsi nez planktonické formy.
Uvadi se, ze biofilmy jsou 10krat az 1000krat odolné&;jsi k Siroké Skéale antimikrobnich latek
neZ odpovidajici planktonické buniky (Schulte, Wingender a Flemming, 2005). Jedna
z nejzjevnéjsich pricin zvySené rezistence k antimikrobidlnim latkdm je tvorba EPM. Jeji
vysoka hustota a vazebna sila umoziuje snizit penetraci antimikrobidlnich latek do hlub-
Sich ¢asti biofilmu (Chew a Yang, 2016; Mah a O'Toole, 2001). Mezi dal$i mechanismy
podilejici se na rezistenci biofilmu k antimikrobidlnim latkam patii pomaly rast v dasledku
nedostatku Zivin, stresovd odpoveéd’, heterogenita mikrobidlni populace, zména fenotypu
specifického pro biofilm, pozménény metabolismus nebo narust perzistentnich buné¢k

v biofilmu (Rulik, 2011; Schulte, Wingender a Flemming, 2005; Mah a O'Toole, 2001).

Zacnou-li bakteridlni buiiky v biofilmu hladovét, jejich rlst se zpomali. Pfechod
z exponencialni faze rlistu na pomaly nebo zadny rlst je doprovazen zvySenim odolnosti

k antimikrobidlnim latkdm (Mah a O'Toole, 2001).

Kazda buiika v biofilmu zije za trochu odlisnych podminek neZ ostatni buriky, a proto roste
riznou ristovou rychlosti. K heterogenité uvnitf biofilmu také pfispivaji gradienty Zivin,
rizné odpadni produkty, a cetné signalizacni faktory. Diky této heterogenité se

v biofilmové populaci nalézaji buiikky s mnoha odliSnymi projevy fenotypu (Rulik, 2011).

Indukce biofilm-specifického fenotypu u urcité subpopulace bun¢k je dalsi teorii mecha-
nismu rezistence. Tento fenotyp muliZze vést k vylouceni aktivnich mechanismti potlacuji-
cich ucinky antimikrobnich latek. Je mozné, ze fenotyp zvySené rezistence
k antimikrobidlnim latkdm je vylu€ovéan bud’ vSemi nebo jen urcitou €asti bunék v biofilmu
a muze byt indukovan urcitym typem stresu, nedostatkem zivin nebo vysokou hustotou

bakterialnich bunék (Rulik, 2011; Mah a O'Toole, 2001).
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Bunky uvnitt biofilmu odpovidaji na rizné chemické latky syntézou o faktorG (Mah
a O'Toole, 2001). Tyto faktory reguluji transkripci gend, jejichz produkty pak zmiriuji
ucinky stresu. Syntézou produkti téchto gent bakterie odpovidaji na piisobeni stresovych
faktorti, coz pak vede k urCitym fyziologickym zménam, napi. ke zmén€ permeability bu-

nééné membrany (Rulik, 2011).

Role komunika¢niho systému quorum sensing v rezistenci k antimikrobidlnim latkam je
dle Mah a O'Toole, (2001) doposud zcela nejasna. Teorii, Ze quorum sensing hraje urcitou
ulohu v rezistenci k antimikrobialnim latkam posiluje fakt, ze rezistentni bakterie mohou
svou citlivost nabyt, jsou-li preneseny do cerstvého média, ¢imZ se snizuje koncentrace
mezibunéénych signalnich molekul. Rezistence biofilmu k antimikrobialnim latkam je spi-

Se fenotypového typu nez vysledek genetickych zmén (Rulik, 2011).

2.43 Mezibunééna komunikace — quorum sensing

Bakterie vyuzivaji quorum sensing k regulaci riiznych situaci jako je napi. produkce toxini
exopolysacharidi, tvorba biofilmi, regulace faktorti virulence nebo koordinace pohybli-
vosti (Klaban, ¢2011). Tento druh komunikace byl poprvé objeven v 70. letech 20. stoleti
u motské bakterie Vibrio fisheri u niz kontroluje luminiscenci. Tyto bakterie maji schop-
nost byt jakymsi svételnym organem v symbidze s ur€itymi moiskymi organismy. Lumi-
niscence jsou schopné tehdy, kdyZz dosahnou dostate¢né bunécné hustoty (Rulik a Hola,

2012).

Quroum sensing je druh komunikace mezi bakteriemi, kterd reguluje expresi gent
(Cermak, c2008). Aby byla aktivita bakterii pfed n&jakou ¢innosti uspésna, musi dosahnout
tzv. kritické (minimalni) koncentrace. Pravé této minimalni hranici poctu bakterii se tfika
quorum. Toto quorum si vSak musi bakterie navzajem sd¢lit a to vzajemnou komunikaci
zvanou sensing. Tato komunikace je zprostfedkovand malymi chemickymi signalnimi mo-
lekulami tzv. autoinduktory. Jejich koncentrace je =zavislda na hustoté populace
(Klaban, c2011). Pti dostate¢né populacni hustoté dosahuji tyto signalni molekuly pozado-
vanych koncentraci, coZ vede k aktivaci genil a diferenciaci biofilmu. U gramnegativnich
bakterii se jedna o acylované homoserinové laktony sloZzené z mastné kyseliny a aminoky-
seliny serinu a u grampozitivnich bakterii o oligopeptidy, které lze pfirovnat k feromoniim

¢1 hormontim (Baser a Buchbauer, 2020; Rulik, 2011; Cermak, c2008).

Komunikaci mezi buiitkami lze rozdélit do tfi fazi: detekce, pfenos signalu a odpoveéd

(Baser a Buchbauer, 2020). Bakterie pouzivajici quorum sensing maji na svém povrchu
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receptory, které mohou detekovat signalni molekuly sousednich bunék. Kdyz se autoinduk-
tor navaze na receptor, dochazi k aktivaci transkripce gend a také genti pro syntézu vlast-
niho induktoru. Aby doslo k indukci transkripce urcitého genu, musi se buiika setkat se
signalnimi molekulami ostatnich bunék. Pokud se v prostfedi vyskytuje pouze jedna nebo
malé mnozstvi bakterii, snizuje se koncentrace induktoru a ostatni bakterie nejsou infor-
movany, protoze jej nedokdzi zachytit. Pokud vSak koncentrace bakterii vzroste, je produ-
kovéano dostatecné mnozstvi induktoru, které¢ho je dostatek 1 pro ostatni bunky populace.
Teprve v tomto okamziku je autoinduktor schopen se navazat na receptory ostatnich bun¢k
a vyvolat tak aktivaci genli napf. pro syntézu patogennich faktori ¢i enzymu

(Klaban, c2011).

2.4.4 Horizontalni pfenos genii

Ptenos genil z jedné buniky na druhou se miize uskutecnit pomoci konjugace, transformace
a transdukce. Konjugace je piimy pfenos DNA z jedné bakteridlni buiikky do druhé, ktery je
podminén ptitomnosti kruhové molekuly dvoutetézcové DNA — plazmidu. Plazmidy kédu-
ji povrchové struktury (pili), pomoci nichz se dvé bakterie spoji a pfenesou si DNA
plazmidu. V ptipadé, ze bakterie vychytavaji DNA ze svého okoli, jedn4 se o transformaci.
Tfetim typem pifenosu gentl je transdukce, kterd je zdvisld na pfitomnosti bakteriofagu.
Bakterialni buniky infikované bakteriofagem slouZzi k jejich pomnoZeni. To nasledné vede
k lyzi buiiky a uvolnéni fagi do prostfedi. (Rogers, 2019; Heuer a Smalla, 2007). Cizoroda
DNA se do bakteridlniho genomu vcleniuje rekombinaci nebo integraci. Rekombinace se
déje v pripade, Ze se jedna o DNA piibuznych druhii bakterii, a integrace, v ptipad¢ kdyz
jde o DNA fagu, kterd je vélenéna do bakterialni DNA pomoci enzymii (Sima a Trebichav-

sky, 2006).

Dle Srivastava a Bhargava, (2016) je konjugace pravdépodobnym mechanismem pienaSeni
gent v populaci biofilmpozitivnich bakterii. Diky blizkému kontaktu bun¢k v matrici, pro-
bih4 konjugace mezi bunkami v biofilmech rychleji neZ mezi bunkami planktonickymi.
Horizontélni pfenos genii umoznuje bakteriim vznik rezistence na antibiotika a pfedavani

této vlastnosti na jiné bakterie (Sima a Trebichavsky, 2006).
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2.5 Detekéni metody tvorby biofilmu

Metody, kterymi Ize otestovat tvorbu biofilmu patii metody fenotypové a genotypoveé. Me-
zi fenotypové metody fadime Christensenovu metodu, jejiz principem je obarveni fixované
vrstvy biofilmu krystalovou violeti na dné ¢i sténach mikrotitra¢ni desticky nebo zkumav-
ky. Tvorba biofilmu je povazovéana za pozitivni, jestlize se vytvoii vrstva na stén¢ zku-
mavky. Tento test se hodnoti pouhym okem, ptesnéjsi je spektrofotometrické vyhodnoceni
mikrotitra¢ni desticky. Dale je mozné vyuzit kultivace na agaru s kongo-Cerveni, na kterém
biofilmpozitivni bakterie rostou v ¢ernych koloniich s matnym povrchem. Biofilmnegativ-

ni bakterie pak rostou v lesklych koloniich s ¢ervenym nebo ¢ervenohnédym zbarvenim

(Zurkova, 2019).

V ptipadé genotypovych metod je detekce zaloZena na prikazu genil (napf. prikaz ptitom-
nosti ica operonu u Staphylococcus aureus), které jsou potiebné pro adhezi nebo se podile-
ji na tvorbé EPM. Pritomnost takovych genl lze otestovat pomoci kvantitativni PCR
v redlném case (RT-PCR) nebo fluorescencni in situ hybridizace (FISH). Nevyhodami
obou metod jsou vysoké ndklady a piesnost pii piipravé vzord (Kirmusaoglu, 2019;

Nourbakhsh a Namvar, 2016; Srivastava a Bhargava, 2016).

Dalsi metody vyuzivaji bud’ rozdilti povrchového néboje, ptitomnosti ¢i nepfitomnosti spe-
cifickych povrchovych antigenti nebo hydrofobnost ¢i hydrofilnost mezi biofilmpozitivni-

mi a biofilmnegativnimi bakteriemi (Rulik, 2011).

Pro posouzeni metabolické aktivity bakterii uvnitf biofilmu Ize vyuzit MTT test, jehoz
principem je redukce Zlut¢tho MTT Zivymi bunikami na fialovy formazan. Ten se nasledné
rozpusti pomoci dimethylsulfoxidu. Vyluhované barvivo se stanovuje spektrofotometricky
a jeho mnozstvi je ptimo umérné mnozstvi zivych bunék (Riss, 2018). K posouzeni Zivota-
schopnosti a kvantifikaci skute€n¢ho poctu Zivotaschopnych bunék v biofilmu lze vyuzit
1 test s barvivem resazurin, Nevyhodou je vSak snizeni G¢innosti resazurinu v piitomnosti
antibakterialnich latek. K pocitani zivych bakterii v biofilmu a k vyhodnoceni citlivosti
biofilmu na antibiotika lze vyuzit kolorimetricky BioTimer test (BTT). Jedna se o nizko-
nakladovou a snadno proveditelnou metodu. Metoda je vSak nevhodna pro hodnoceni

vicedruhového biofilmu (Srivastava a Bhargava, 2016).
Pti zkoumani struktury a tvorby biofilmové vrstvy a jeji fyziologie maji vyznam i mikro-
skopické techniky. Svételna mikroskopie patii mezi nejzakladnéjsi metody pouzivané pro

vyzkum biofilmi. SlouZi pro prikaz jiz vytvoreného biofilmu na prihlednych materialech.
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Strukturu biofilmu lze zvyraznit pomoci vhodnych barviv. Nevyhodou je vSak moznost
pozorovat pouze tenké biofilmy. Fluorescen¢ni mikroskopie je metoda, kterou lze pozoro-
vat biofilm vytvoreny na povrchu nepruhlednych materialti (Rulik, 2011). Principem flu-
orescencni mikroskopie je absorpce kratkovinného viditelného svétla nebo UV svétla urci-
té vinové délky latkou a jeho vyzareni o vinové délce delsi nez je svétlo absorbované. Pii
ozateni dochézi k absorpci energie elektrony v zdkladnim stavu, coz nasledné vede k jejich
excitaci do vyssi energetické hladiny. V tomto stavu jsou elektrony nestabilni, a proto se
doprovazen vyzarenim fotonu (Kocarek, Panek a Novotna, 2010). Vyhodou fluorescen¢ni
mikroskopie je moznost posoudit metabolickou aktivitu bun¢k uvnitf biofilmu s pouzitim
fluorescenénich barviv (Rulik, 2011). K pozorovani silnych biofilml slouzi konfokalni
skenovaci mikroskopie, kterd umoziiuje pozorovat strukturu biofilmu vcéetné zobrazeni
jeho prafezu a méfeni jeho tloustky. Pomoci analyzy obrazu pak lze zhotovit skute¢nou
trojrozmérnou strukturu biofilmu. Pro pfimé zobrazeni trojrozmérné struktury biofilmu
vcetné hydratovanych struktur, Ize vyuzit rastrovaci elektronovou mikroskopii. Nevyhodou
poslednich dvou zminénych metod je pomérné vysoka cena a narocné zpracovani vzorkda.

(Rulik, 2011)

V neposledni fadé je také nutno zminit hmotnostni spektrometrii, kterou lze detekovat
a charakterizovat proteiny lokalizované v EPM. Vyhodou metody je pouZiti minimalniho

mnozstvi vzorku a vysoka citlivost (Kirmusaoglu, 2019).
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3 CIiLE PRACE

e Kbyvalitativni testovani citlivosti vybranych druhu bakterii k aktivnim latkdm esenci-

alnich oleji pomoci diskové difuzni metody,

e stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) aktivnich latek esencialnich oleji
pomoci dilu¢ni metody na mikrotitracni desti¢ce se spektrofotometrickym vyhod-

nocenim,

e prukaz tvorby biofilmu v pfitomnosti aktivnich latek s vyuzitim Christensenovy

metody na mikrotitracni desticce,

¢ na zaklad€¢ vyhodnoceni vysledkli porovnat antibakteridlni u¢innost vSech testova-
nych aktivnich latek jak na rist jednotlivych kment bakterii, tak na tvorbu biofil-

mu.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 MIKROORGANISMY, MATERIAL A ZARIZENI

4.1 Bakterialni kultury

V experimentu bylo nejprve pouzito 10 kmenti a jeden bakteridlni druh, které byly podrob-
eny kultivaci v ¢istém bujonu po dobu 24, 48 a 72 hodin. Christensenovou metodou na
mikrotitra¢ni desticce bylo zjisténo, Ze pouze 5 kmenti a jeden druh tvofil biofilm. Bakterie
byly ziskany ze Sbirky mlékatskych mikroorganismii Lactoflora (CCDM) nebo z Ceské
sbirky mikroorganismti (CCM). Jednalo se o grampozitivni a gramnegativni bakterie:
Enterococcus faecalis CCM 4224, Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420,
Proteus mirabilis CCM 7188, Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48, Lactococcus
lactis subsp. cremoris CCDM 824 a Bacillus subtilis (R25), ktery byl poskytnut z Ustavu
mlékarenského v Praze a jeho identifikace byla provedena jiz difive v ramci bakalarské

prace.

4.2 Zivna média

V experimentu byly pouzity dvé rizna zivnd média. Pro bakteridlni kmeny Enterococcus
faecalis CCM 4224, Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420, Proteus mirabilis
CCM 7188 a bakterialni druh Bacillus subtilis (R25) byl pouzit bujon mozkosrdcové in-
fuze (BHI, Brain Heart Infusion Broth, HiTech, Bombaj, Indie) a pro bakterialni kmeny

Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48, Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 8§24
médium M17 Broth (HiMedia, Bombaj, Indie).

Pii ptipravé tekutého Zzivného média byla pida BHI nebo M17 Broth navaZena s ptesnosti
na 0,01 g. Oba bujony byly obohaceny o 5 % sachar6zy (HiMedia, Bombaj, Indie), protoze
se uvadi, ze podporuje tvorbu biofilmu (Schindler, 2001). Pida se sachar6zou byla rozpus-
téna v poZzadovaném mnozstvi destilované vody a nasledné sterilovana v autoklavu Systec
2540 EL (Systec, Linden, Némecko) pii teploté 121 °C po dobu 15 min. Pro ptipravu pev-
né ptudy byla pouzita piida BHI nebo M17 spolu s agarem (Agar, Type I, HiMedia, Bom-
baj, Indie) za ucelem ztuhnuti. Bujon byl pipetovan do zkumavek v mnozstvi 4,5 ml a ptida

s agarem byla rozlita do Petriho misek. Pevna ptida slouzila k uchovavani bakterii.
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4.3 Chemikalie

Ethanol denaturovany, 96% (Lach-Ner, s.r.o0., Neratovice, CR)
Krystalova violet’ (Penta, Praha, CR)
Fyziologicky roztok

Aktivni latky esencidlnich olejii: cinnamaldehyd (Sigma-Aldrich s.r.o., St. Louis,
USA), eugenol (Sigma-Aldrich s.r.o., St. Louis, USA), karvakrol (Sigma-Aldrich
s.r.o., St. Louis, USA), linalool (Sigma-Aldrich s.r.o., St. Louis, USA), thymol
(Sigma-Aldrich s.r.o., St. Louis, USA)

4.4 Zarizeni a pomucky

Biohazard box EUROFLOW (Schoeller Instruments, CR)

Autoklav Systec 2540 EL (Linden, Némecko)

Biologicky termostat Memmert INE 600 (Memmert, Schwabach, Némecko)
Tecan infinite M200Pro (Tecan, Mannedorf, Svycarsko)

Denzitometr Denzilametr (Erba Lachema s.r.o., CR)

Analytické vahy Adventurer Pro 500 (Ohaus, New Jersey, USA)

Vortex IKA MS 3 basic

Laboratorni ptredvazky KERN

Kahan

Automatické mikropipety

Laboratorni sklo a plast (Petriho misky, mikrotitracni desti¢ky, kadinky, zkumavky,

odmérné valce, zasobni 1ahve)

Sterilni disky, bakteriologické klicky, pinzety a dal$i bézné laboratorni pomucky
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5 METODIKA PRACE

Experimentalni ¢ast diplomové prace ma dvé casti. V prvni ¢asti byly testovany antimi-
krobni uc€inky aktivnich latek esencidlnich olejti pomoci diftizni a dilu¢ni metody. Ve dru-
hé ¢asti byl testovan inhibicni ¢inek na tvorbu biofilmu v ¢asech 24, 48 a 72 hodin pomo-

ci Christensenovy metody na mikrotitracni desticce.

5.1 Priprava bakterialni suspenze

Bakteridlni suspenze byla pfipravena zaockovanim tekutého Zivného media se sachar6zou
pomoci sterilni kli€ky kulturou z Petriho misky. Suspenze byla kultivovana v termostatu
Memmert INE 600 (Memmert, Schwabach, Némecko) po dobu 24 hodin pfi teploté 30 °C.
Tato bakteridlni suspenze byla zfedéna ve fyziologickém roztoku tak, aby hodnota denzi-
tometru (Denzilametr, Erba Lachema s.r.o., CR) odpovidala 0,5 McFarlandovy zékalové

stupnice.

5.2 Priprava zasobnich roztoki aktivnich latek esencialnich oleji

Pro experimentalni ¢ast bylo nejprve nutné pfipravit zdsobni roztoky aktivnich latek o kon-
centraci 5 %. Zasobni roztok byl pfipraven navaZenim 0,5 g aktivni latky s pfesnosti na
0,001 a jejim rozpuSténim v 9,5 ml 96% ethanolu. Zasobni roztoky byly uchovavany

v lednici.

5.3 Stanoveni antibakterialni aktivity difuzni metodou

Na povrch agaru BHI nebo M17 bylo rovnomérné napipetovano 100 pl pfedem ptiprave-
ného zfedéného inokula. Poté bylo na sterilni disky aplikovano pomoci automatické mi-
kropipety 10 pl 5% zasobniho roztoku aktivnich latek esencidlnich olejti a destilovana vo-
da. Po odpateni ethanolu byly disky sterilni pinzetou umistény na agarovou plotnu. Disk
s destilovanou vodou slouzil jako negativni kontrola a nebyl zde o¢ekavan vznik inhibi¢ni
zony. Na jednu Petriho misku bylo tedy umisténo 6 papirovych diskti. Cely postup byl
provadén za aseptickych podminek v Biohazard boxu EUROFLOW (Schoeller, Instru-
ments, CR). Kultivace probihala v termostatu po dobu 24 hodin pii teploté 30 °C. Po kulti-
vaci byl méfen primér inhibi¢nich zén kazdého disku pomoci pravitka. Primér jednoho

disku ¢inil 6 mm.
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5.4 Stanoveni antibakterialni aktivity dilu¢ni metodou

Vliv antibakterialni aktivity aktivnich latek esencialnich olejii na rast bakterii byl sledovan
pomoci dilu¢ni metody na mikrotitracni desticce. Do jamek bylo davkovano tekuté zivné
médium obsahujici rizné koncentrace aktivnich latek a nasledné zaockovano definovanym

inokulem. MIC byla vyhodnocena métenim absorbanci po dobu 24 hodin.

5.4.1 Priprava pracovnich roztoki aktivnich latek esencialnich oleji

Pozadovana koncentrace pracovnich roztokl aktivnich latek byla pfipravena ptidanim pfi-
slusného mnozstvi zasobniho roztoku do 4 ml tekutého zivného media se sachardzou viz
Tab. 1. Kazda aktivni latka byla testovana v koncentracich 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 250

a 500 mg/1. Pro kazdou desticku byly pracovni roztoky pfipraveny nové.

Tabulka 1: Pipetované objemy pro piipravu pracovnich roztoki aktivnich latek

Koncentrace aktivni latky Pipetovany objem zasobniho roztoku
[mg/l] [pd]
6,25 0,5
12,5 1
25 2
50 4
100 8
250 20
500 40

5.4.2 Priprava mikrotitracni desticky

Ptipravené pracovni roztoky s pozadovanymi koncentracemi byly pipetovany do 96 jam-
kové mikrotitracni desticky v mnozstvi 200 pl. Schéma ptipravy mikrotitracni desticky je
na Obr. 7. Symboly EO1-EO3 znaci tii rtizné aktivni latky esencialnich oleji. Koncentrace
aktivni latky byly pipetovany vzestupné od 6,25 mg/l do 500 mg/l. Kazda aktivni latka
v kazdé koncentraci byla pipetovana ve tiech opakovanich. VSechny tyto jamky byly zaoc-
kovéany 5 pl zfedéného inokula, kromé prvniho, patého a devatého sloupce. Ty slouzily
jako negativni kontrola (NK) a jednalo se pouze o Cisty bujon bez inokula. V prvni fadé

byl pipetovan Cisty bujon, ktery byl zaokovan 5 ul ziedéného inokula pro ptislusné sloup-
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ce aktivnich latek. Jamky, ve kterych rostly bakterie pouze v ¢istém bujonu bez piidavku
aktivnich latek, slouzily jako pozitivni kontrola. Na mikrotitracni desticce byl testovan

pouze jeden bakterialni kmen.

Koncentrace EO EOl EO2 EO3

0 mg/l NK /—H NK /_H NK /—H
6,25 mg/l A= e ——

12,5 mg/l
25 mg/l

100 mg/1
250 mg/1
500 mg/1

Obrazek 7: Schéma p¥ipravy mikrotitraéni desti¢ky (upraveno dle Zurkova,
2019)

Ptipravend mikrotitracni desticka byla vlozena do pfistroje Tecan infinite M200Pro
(Tecan, Minnedorf, Svycarsko), ve kterém byla méfena zména optické denzity suspenze
bunck po dobu 24 hodin. Na pfistroji byly nastaveny nasledujici podminky analyzy: mi-
chéni po dobu 15 sekund s frekvenci 2 mm pied kazdym méfenim, méfeni optické denzity
po pul hodinovych intervalech pii vinové délce 600 nm a teplota kultivace 30 °C. Data byla
zaznamenavana softwarem Microsoft Excel 2010. Z naméfenych hodnot optické denzity
byl vypocitan primeér a sestrojena ristova kiivka pro jednotlivé koncentrace aktivnich la-

tek daného bakterialniho kmene.

5.5 Detekce biofilmu — Christensenova metoda

Pro detekci tvorby biofilmu v pfitomnosti aktivnich latek byla zvolena standardni Chris-
tensenova metoda v mikrotitracni desticce. Prikaz tvorby biofilmu byl sledovéan po 24, 48,
72hodinové kultivaci. Desticka byla pfipravena, tak jak je popsano v kapitole 5.4.2. Obsah
jamek desti¢ky byl po vysSe uvedené kultivaci opatrné vylit a jamky byly tfikrat promyty
vodou, aby se odstranila planktonickd faze a poté fixovany denaturovanym ethanolem po
dobu 20 minut. Po fixaci byly jednotlivé jamky obarveny krystalovou violeti po dobu 20
minut. Poté bylo barvivo zjamek odstranéno a jamky promyty vodou. Po ususSeni byly
jednotlivé jamky naplnény 250 ul 96% ethanolu (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, CR), ktery
vyluhoval barvivo z vytvofené vrstvy biofilmu. Intenzita zbarveni vyluhu v jednotlivych

jamkach byla méfena na pfistroji Tecan infinite M200Pro pifi vlnové délce 600 nm.
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V tomto pokusu byl proveden i kontrolni slepy vzorek, tj. Cisty bujon s aktivnimi latkami,
z diivodu vylou€eni moznosti tvorby olejového filmu na povrchu jamek, ktery by potenci-
aln¢ mohl znehodnocovat barveni biofilmu. Slepy vzorek byl proveden u vsech aktivnich

latek pro vSechny koncentrace.

Z naméfenych hodnot byl vypocitdn primér a smérodatna odchylka optické denzity nega-
tivnich kontrol (ODnk). Hrani¢ni hodnota pro pozitivitu (ODn) byla vypocitana jako soucet
trojnasobku smérodatné odchylky a ODnk (ODux = ODnk + 3 X smérodatna odchylka
ODnk). Vysledky méteni 1ze rozdélit do tii kategorii na zaklad€ porovnani vypoctenych

OD s hrani¢ni hodnotou ODy:
e Kmen netvorici biofilm: OD < ODy
e Kmen se slabou tvorbou biofilmu: ODyg < OD < 20Dy

e Kmen se silnou tvorbou biofilmu: 20Dy < OD
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6 VYSLEDKY

6.1 Difuzni metoda

Byla otestovana antibakteridlni u¢innost aktivnich latek esencialnich olejui s pouzitim aga-
rové difizni metody. Primér inhibi¢nich zon jednotlivych aktivnich latek je zaznamenan

v Tab. 2.

Tabulka 2: Priimé&ry inhibi¢nich z6n na kultivaéni padé

Kultivaéni Bakteri Primér inhibi¢ni zény [mm]
5 akterie
puda H>O | Cinnamaldehyd | Eugenol | Karvakrol | Linalool | Thymol
R25 0 8 8 15 7 15
4420 0 10 9 14 0 15
BHI
7188 0 13 9 12 0 12
4224 0 10 0 9 0 9
48 0 13 8 18 0 19
M17
824 0 5 0 9 0 9

Pozn.: R25 — Bacillus subtilis; 4420 — Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420; 7188 — Proteus mira-
bilis CCM 7188; 4224 — Enterococcus faecalis CCM 4224; 48 — Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48;
824 — Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824

Z tabulky 2 je patrné, Ze nejvétsi inhibicni u¢inek vykazoval thymol a karvakrol, pfi¢emz
nejvetsi inhibiéni zona se vytvofila u Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48. Naopak
nejmensi inhibi¢ni zéna se vytvofila u Enterococcus faecalis CCM 4224 a Lactococcus
lactis subsp. cremoris CCDM 824. U téchto dvou zminénych bakterii byla zjiSténa rezis-
tence vici eugenolu. VUci cinnamaldehydu byl nejvice citlivy Proteus mirabilis CCM
7188 a Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48. Nejmensi inhibi¢ni G¢inek vykazoval
linalool. Inhibi¢ni zéna se vytvofila pouze u Bacillus subtilis. U ostatnich bakterii nebyl
prokazan antimikrobni efekt. K pritkazu jeho antimikrobni aktivity by bylo zapotiebi vétsi

koncentrace nez 5 %.

6.2 Diluéni metoda

Utinek aktivnich latek esencialnich oleji na rist bakterii byl hodnocen pomoci riistovych
ktivek od doby lag-faze po fazi staciondrni. Na Obr. 8 — 15 jsou v grafech znazornény ris-
tové kiivky testovanych bakterii. Kontrolou byl rist bakterii v ¢istém bujonu bez ptitom-

nosti aktivnich latek (svétle modré kiivky).
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6.2.1 Cinnamaldehyd

Vliv cinnamaldehydu na testované bakterie je zobrazen na Obr. 8 a 9. Jiz nejnizsi koncen-
trace cinnamaldehydu piisobila bakteriostaticky, a to na rust Lactococcus lactis subsp.
lactis CCDM 48 a Enterococcus faecalis CCM 4224. Z rustovych kiivek pro bakterie
Proteus mirabilis CCM 7188 a Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420 je patrné,
ze rust téchto bakterii je inhibovan pii koncentraci 25 mg/1 a rast bakterie Bacillus subtilis
a Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 je inhibovan pii koncentraci 100 mg/Il.
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 byl vici cinnamaldehydu nejméné odolny
a jeho riist byl zastaven jiz pti koncentraci 250 mg/l, u vétSiny bakterii doslo pfi této kon-
centraci pouze k prodlouzeni lag-faze. Rust Salmonella enterica subsp. enterica CCM
4420 byl pti koncentraci 250 mg/l opozdén o 4 hodiny, u Enterococcus faecalis CCM 4224
0 3,5 hodiny a u ostatnich bakterii doslo ke prodlouzeni lag-faze rtstu o 2,5 hodiny. Kromé
bakterie Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 pulsobil cinnamaldehyd v nejvyssi
koncentraci na vSechny bakterie baktericidné. U néj lze pfi nejvyssi koncentraci cinnamal-

dehydu zaznamenat sniZeny, ale pfesto sledovatelny rist.
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Obrazek 8: Vliv cinnamaldehydu na rist A) Bacillus subtilis; B) Proteus mirabilis
CCM 7188
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Obrazek 9: Vliv cinnamaldehydu na rtist C) Salmonella enterica subsp. enterica CCM
4420; D) Enterococcus faecalis CCM 4224; E) Lactococcus lactis subsp. cremoris
CCDM 824; F) Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48

6.2.2 Eugenol

Na Obr. 10 je vyobrazen riist testovanych bakterii pomoci ristovych kiivek v ptfitomnosti
eugenolu. Bakteriostatické Uc¢inky této aktivni latky se projevily u Lactococcus lactis
subsp. lactis CCDM 48 pii koncentraci 100 mg/l a u vSech ostatnich bakterii az pti 250
mg/l. Eugenol o koncentraci 250 mg/l zptisobil prodlouZeni lag-faze rstu Bacillus subtilis
0 2,5 hodiny. Nejvice odolnou bakterii byl Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824,
kdy nejvyssi koncentrace eugenolu ptlisobila na rist této bakterie taktéz bakteriostaticky.
Vsechny ostatni koncentrace eugenolu na bakterii antimikrobné nepiisobi a riistové kiivky
jsou témet totozné s kontrolou. Koncentrace 500 mg/l ovlivnila rist Proteus mirabilis
CCM 7188 prodlouzenim doby lag-faze o 2 hodiny, u Enterococcus faecalis CCM 4224
0 3,5 hodiny a u bakterie Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420 lze zaznamenat
rust dokonce az po 19 hodindch. Pro riist bakterii Bacillus subtilis a Lactococcus lactis

subsp. lactis CCDM 48 byla tato koncentrace smrtici.
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Obrazek 10: Vliv eugenolu na rist A) Bacillus subtilis; B) Proteus mirabilis CCM
7188; C) Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420; D) Enterococcus faecalis
CCM 4224; E) Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824; F) Lactococcus lactis
subsp. lactis CCDM 48

6.2.3 Karvakrol

Utinky karvakrolu na rist bakterii jsou zaznamenany na Obr. 11 a 12. Nejvice citlivou
bakterii k této latce byl Enterococcus faecalis CCM 4224, kdy inhibici riistu lze zazname-
nat jiz pii nejnizsi koncentraci, tedy pii 6,25 mg/l. U bakterii Salmonella enterica subsp.

enterica CCM 4420, Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 a Lactococcus lactis
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subsp. lactis CCDM 48 jsou bakteriostatické ucinky pozorovany v koncentraci 50 mg/l,
u bakterii Bacillus subtilis a Proteus mirabilis CCM 7188 v koncentraci 100 mg/l. Z grafu
s rustovymi kiivkami Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 a Enterococcus
faecalis CCDM 4224 Ize vycist, Ze u roztoku s koncentraci 250 mg/l je pozorovana poma-
lejsi adaptace bakterii na prostiedi, kdy pii této koncentraci doslo k prodlouzeni lag-faze
rustu laktokokti o 3 hodiny a u enterokoklli az o 11 hodin. V piipad¢ bakterie Proteus
mirabilis CCM 7188 je pii této koncentraci sledovan velmi zpomaleny, ale piesto sledova-
telny rist, jehoz lag-faze byla ukoncena po 6 hodinach. Pro ostatni kmeny testovanych

bakterii byla tato a nejvyssi koncentrace smrtelna.
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Obrazek 11: Vliv karvakrolu na rist A) Bacillus subtilis; B) Proteus mirabilis CCM
7188; C) Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420; D) Enterococcus faecalis

CCM 4224
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Obrazek 12: Vliv karvakrolu na rast E) Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824;
F) Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48

6.2.4 Linalool

Na Obr. 13 a 14 jsou vyobrazeny ristové kiivky zkoumanych bakterii v pfitomnosti riizné
koncentrovanych roztok linaloolu. Testované koncentrace této aktivni latky nemély téméf
zadny antimikrobni efekt na rist. Za nejodolné&jsi bakterii 1ze povazovat Enterococcus
faecalis CCM 4224, protoze vSechny ristové kiivky testovanych koncentraci jsou totozné
s kontrolou. Mensi inhibi¢ni u¢inek na rist 1ze pozorovat v koncentraci 250 mg/1 u bakterii
Bacillus subtilis a Proteus mirabilis CCM 7188 a Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM
48. Nejvyssi koncentrace roztoku, tj. 500 mg/l vykazovala bakteriostatické ucinky na rast

vSech testovanych bakterii. Linalool nemél na zadnou z testovanych bakterii baktericidni

ucinek.
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Obrazek 13: Vliv linaloolu na rast A) Bacillus subtilis; B) Proteus mirabilis CCM 7188
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Obrazek 14: Vliv linaloolu na rust C) Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420;
D) Enterococcus faecalis CCM 4224; E) Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM

824; F) Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48

6.2.5 Thymol

Rust testovanych bakterii v pfitomnosti rizné koncentrovanych roztokii thymolu jsou zob-

razeny na Obr. 15. Nejcitlivgjsi bakterii k této latce byl Lactococcus lactis subsp. lactis

CCDM 48, kdy se inhibi¢ni ucinek projevil jiz pti koncentraci 25 mg/l, u Enterococcus

faecalis CCM 4224 pak pii 50 mg/l. U vsech ostatnich bakterii 1ze pozorovat opozdéné;si

rust oproti kontrole pti 100 mg/1. V této koncentraci dochazi u Enterococcus faecalis CCM

4224 k prodlouzeni lag-faze rstu o 5 hodin a u Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48

0 2,5 hodiny. I ptestoze byl Enterococcus faecalis CCM 4224 k této latce jiz pfi nizSich

koncentracich nejcitlivéj$i, mizeme z grafu vycist, ze pti koncentraci 250 mg/l 1ze po

8 hodinach zaznamenat rast. V této koncentraci roztoku rostl také Lactococcus lactis

subsp. cremoris CCDM 824, jehoz lag-faze riistu byla prodlouZena o 3 hodiny. Pro ostatni

testované bakterie byla koncentrace 250 a 500 mg/l smrtici.
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Obrézek 15: Vliv thymolu na rast A) Bacillus subtilis; B) Proteus mirabilis CCM 7188;
C) Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420; D) Enterococcus faecalis CCM
4224; E) Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824; F) Lactococcus lactis subsp.
lactis CCDM 48

6.3 Detekce biofilmu

Na Obr. 16 — 22 je zaznamendna tvorba biofilmu testovanych bakterii. Tvorba biofilmu
byla hodnocena v ¢asech 24, 48 a 72 hodin. V ptfitomnosti karvakrolu a thymolu byl hod-
nocen od koncentrace 50 mg/l a u cinnamaldehydu, eugenolu a linaloolu od koncentrace

100 mg/1, jelikoZ nizsi koncentrace nemély na tvorbu biofilmu Zzadny vliv, a byly shodné
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s kontrolou. Kontrolou byla tvorba biofilmu v ¢istém bujonu (svétle modry sloupec). Hra-
ni¢ni hodnota pro pozitivitu ODy byla vypoctena tak, jak je uvedeno v kapitole 5.5,
v grafech je zaznaCena vodorovnou ¢ervenou ¢arou, a 20Dy je pak dvojnasobek ODy a je
zaznacena vodorovnou Cernou carou. Oblast pod Cervenou Carou znaci negativni tvorbu
biofilmu, oblast mezi Cervenou a ¢ernou ¢arou znaci slabou tvorbu biofilmu a oblast nad

¢ernou ¢arou znaci silnou tvorbu biofilmu.

6.3.1 Cinnamaldehyd

Pisobeni cinnamaldehydu na tvorbu biofilmu testovanych bakterii je zndzornéno na Obr.
16. Bakterie Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 byla schopna ristu v roztoku
cinnamaldehydu do koncentrace 500 mg/l, avSak jiz koncentrace 100 mg/l zptsobila ¢aso-
vy posun tvorby silného biofilmu na 48 hodin. V koncentraci 250 mg/1 byl jiz biofilm osla-
ben. U této bakterie si lze povSimnout, Ze v roztoku o nejvyssi koncentraci 1ze zaznamenat
snizeny rust a s tim i tvorbu slabého biofilmu. V dalSich ¢asovych intervalech je ale bio-
film eradikovan. Stejn¢ tak u Bacillus subtilis, jakozto producenta slabého biofilmu zpliso-
bila koncentrace 100 mg/l ¢asovy posun tvorby silného biofilmu na 72 hodin. I pfestoze
bakterie v roztoku cinnamaldehydu o koncentraci 250 mg/l po 24hodinové kultivaci roste,
dokazala tato koncentrace vyznamné potlacit tvorbu biofilmu. Velmi slaby biofilm se zacal
tvofit az po 48 hodinach. Nejodolnéjsi biofilm vytvotil Proteus mirabilis CCM 7188. Tato
bakterie byla schopna rist, a pfredevS§im tvofit silny biofilm v roztoku cinnamaldehydu do
koncentrace 250 mg/l. V grafu této bakterie si lze i pov§imnout zvySenou tvorbu biofilmu
pfi expozici cinnamaldehydu oproti kontrole. MliZe to byt zplsobeno tim, Ze bakterie na-
chazejici se v neptiznivych podminkach, za¢ne produkovat vét§i mnoZzstvi biofilmu pro
svou ochranu, anebo muiZe tato latka tvorbu biofilmu podporovat. V této koncentraci byly
schopné tvofit biofilm i dal$i bakterie. Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420 po-
trebovala na vytvoteni silného biofilmu v koncentraci 250 mg/l 72 hodin. Pouze slabou

tvorbu biofilmu po 48 hodinéch l1ze zaznamenat u Enterococcus faecalis CCM 4224.
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Obrazek 16: Vliv cinnamaldehydu na tvrobu biofilmu A) Bacillus subtilis;
B) Proteus mirabilis CCM 7188; C) Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420;
D) Enterococcus faecalis CCM 4224; E) Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM
824; F) Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48
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6.3.2 Eugenol

Tvorba biofilmu testovanych bakterii v pfitomnosti roztoku eugenolu je znazornéna na
Obr. 17 a 18. Za nejvice odolnou bakterii 1ze povazovat Lactococcus lactis subsp. cremoris
CCDM 824, protoZe nejvyssi testovana koncentrace eugenolu nedokézala potlacit ani rist,
a ani tvorbu biofilmu. Ve vSech ¢asovych intervalech tato bakterie tvotila velmi silny bio-
film. Velmi odolny a silny biofilm tvoftil i Proteus mirabilis CCM 7188. I kdyz byl jeho
rust nejvyssi koncentraci zpomalen, dokazal jiz po 24 hodindch vytvofit silny biofilm.
U bakterie Enterococcus faecalis CCM 4224 taktéZ doSlo pfi nejvyssi koncentraci ke zpo-
maleni riistu, avSak k tvorbé silného biofilmu bylo zapotiebi tfidenni kultivace. Bakterie
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 tvorila silny biofilm ve vSech ¢asovych interva-
lech a v téch koncentracich, ve kterych byla schopna ristu. U bakterie Bacillus subtilis
doslo ke stejnému casovému posunu tvorby biofilmu, jako v pfipad€ roztoku cinnamalde-
hydu. Biofilm Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420 byl oslaben koncentraci 250
mg/l. V nejvyssi koncentraci doslo k vyraznému zpomaleni ristu, a proto k vytvoreni sla-

bého biofilmu bylo zapotiebi 72 hodin.
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Obrazek 17: Vliv eugenolu na tvorbu biofilmu A) Bacillus subtilis; B) Proteus mirabilis

CCM 7188
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Obrazek 18: Vliv eugenolu na tvorbu biofilmu C) Salmonella enterica subsp. enterica
CCM 4420; D) Enterococcus faecalis CCM 4224; E) Lactococcus lactis subsp.
cremoris CCDM 824; F) Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48

6.3.3 Karvakrol

Na Obr. 19 je znidzornéna tvorba biofilmu testovanych bakterii v pfitomnosti karvakrolu.
Tato latka méla velmi vyrazny vliv na tvorbu biofilmu Proteus mirabilis CCM 7188,
Enterococcus faecalis CCM 4224 a Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824,
U téchto bakterii je zajimavé, Ze jsou schopny rastu v koncentraci karvakrolu 250 mg/1, ale
tvorba biofilmu je ve vSech ¢asovych intervalech potlaena. U bakterie Lactococcus lactis
subsp. cremoris CCDM 824 dokonce doslo k ¢asovému posunu tvorby silného biofilmu na
72 hodin, a to v koncentraci 100 mg/l. K ¢asovému posunu také doslo u bakterie Bacillus
subtilis. 1 kdyz neni v koncentraci 50 mg/l zaznamenéana Zadna inhibice rastu, tvorba bio-
filmu byla oproti kontrole po 48 a 72 hodinach redukovéna na slaby. U bakterie
Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420 také doSlo k Casovému posunu

v koncentraci 50 mg/l, kdy se silny biofilm zacal tvofit az po 48 hodinach. OvSem
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v koncentraci 100 mg/I byla tvorba silné¢ho biofilmu také potlacena. Bakterie Lactococcus
lactis subsp. lactis CCDM 48 tvotila silny biofilm ve vSech ¢asovych intervalech a v téch

koncentracich, ve kterych byla schopna ristu.
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Obrazek 19: Vliv karvakrolu na tvorbu biofilmu A) Bacillus subtilis;
B) Proteus mirabilis CCM 7188; C) Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420;
D) Enterococcus faecalis CCM 4224; E) Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM
824; F) Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48
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6.3.4 Linalool

Pisobeni linaloolu na tvorbu biofilmu testovanych bakterii je znazornéno na Obr. 20 a 21.
U této aktivni latky se neosvédcily ani inhibi¢ni G¢inky na rast a ani na tvorbu biofilmu.
V grafech si lze pov§imnout, Ze vSechny bakterie velmi dobie rostou a témé&f vSechny tvoti
silny biofilm ve vSech koncentracich. Pouze Bacillus subtilis tvotil v ptitomnosti roztoku
linaloolu po 48 a 72hodinové inkubaci slaby biofilm. Zajimavy rozdil je vSak v mnozstvi
produkovaného biofilmu, resp. v hodnoté¢ naméfené absorbance vyluhovaného barviva
u kazdé bakterie. U bakterie Proteus mirabilis CCM 7188 roste mnozstvi produkovaného
biofilmu s koncentraci roztoku. ZvySenou tvorbu biofilmu oproti kontrole 1ze pozorovat

iu Enterococcus faecalis CCM 4224.
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Obrazek 20: Vliv linaloolu na tvorbu biofilmu A) Bacillus subtilis; B) Proteus mirabilis
CCM 7188; C) Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420; D) Enterococcus
faecalis CCM 4224
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Obrazek 21: Vliv linaloolu na tvorbu biofilmu E) Lactococcus lactis subsp. cremoris
CCDM 824; F) Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48

6.3.5 Thymol

Na Obr. 22 jsou v grafech znazornény vysledky méteni optické denzity a ureni tvorby
biofilmu testovanych bakterii. Tato aktivni latka pisobila na rist bakterii a jejich tvorbu
biofilmu obdobné jako karvakrol. Bakterie Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 8§24
dokézala stejné jako v karvakrolu rist v koncentraci 250 mg/l, ale jeji tvorba biofilmu byla
v této koncentraci thymolem taktéz potlacena. Rozdilem u této bakterie je vSak Casovy
posun tvorby biofilmu v koncentraci 100 mg/l, kdy se silny biofilm zacal tvofit uz po
48 hodinach. Oproti karvakrolu dokéazal thymol posunout tvorbu biofilmu Bacillus subtilis
v koncentraci 100 mg/l az na 72 hodin. I kdyz neni rast bakterie Salmonella enterica
subsp. enterica CCM 4420 v koncentraci 50 mg/l nijak inhibovan, tvorba silného biofilmu
byla potlacena. Za nejodolngj$i bakterii lze v tomto piipadé povaZovat Enterococcus
faecalis CCM 4224. V koncentraci 250 mg/l dochazi sice ke zpomalenému ristu, ale bak-
terie je schopna se viCi této latce branit tvorbou slabého biofilmu. Bakterie Proteus
mirabilis CCM 7188 a Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 tvofily silny biofilm ve

vSech ¢asovych intervalech a v téch koncentracich, ve kterych byly schopny rastu.
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Obrazek 22: Vliv thymolu na tvorbu biofilmu A) Bacillus subtilis; B) Proteus mirabilis
CCM 7188; C) Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420; D) Enterococcus
faecalis CCM 4224; E) Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824; F) Lactococcus
lactis subsp. lactis CCDM 48
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7 DISKUZE

V publikovanych védeckych Clancich se uvadi, ze esencidlni oleje a jejich aktivni latky
maji antimikrobni G¢inky a mohou slouzit jako pifirodni antimikrobni ¢inidla proti riznym
patogenim. Uvadi se, ze plsobeni téchto latek vici grampozitivnim a gramnegativnim
bakteriim je rozdilné. Dle Chouhan et al., (2017) mohou byt grampozitivni bakterie citli-
v¢j$i nez grampozitivni bakterie, coz bylo prokazano i v této praci. Oussalah et al., (2007)
uvadéji, ze fenolické slouceniny, jako karvakrol a thymol obecné patii mezi nejucinnéjsi
antibakterialni latky esencialnich oleji. Vysledky této prace se s timto shoduji, nebot” ka-

rvakrol a thymol mé&ly nejvétsi inhibicni ucinek.

Manu (2016) popisuje tvrzeni, ze za antimikrobni aktivitu cinnamaldehydu je zodpovédna
karbonylova skupina v molekule. Pti nizkych koncentracich je cinnamaldehyd schopen
inhibovat rtizné enzymy podilejici se na zivotnich funkcich buné€k. Pii vyssich koncentra-
cich ptsobi jako inhibitor ATP4zy a pii smrtelnych koncentracich pak naruSuje cyto-
plasmatickou membranu. I pfestoze existuje mnoho studii o tom, ze cinnamaldehyd intera-
guje cytoplasmatickou membranou, stale neni zcela jasné, jak k naruSeni membrany do-
chazi. Kwon, Yu a Park (2003) ve své studii testovali skoficovy aldehyd na bakterie
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli a Salmonella enterica. Zjistili,
ze nejcitlivéjsi bakterii byl Bacillus subtilis, kdy koncentrace 100 mg/I této latky zptsobila
8% inhibici ristu, koncentrace 200 mg/l zpisobila 70% inhibici riistu a v koncentraci
400 mg/l uz nebyl zaznamenan zadny rast. U bakterie Salmonella enterica zptsobila tato
koncentrace 87% inhibici ristu. V nasem ptipadé byla pouzita koncentrace 500 mg/l, ktera
zcela inhibovala rist Bacillus subtilis a Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420.
Ooi et al. (2012) hodnotili antimikrobni efekt cinnamaldehydu proti Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli a Staphylococcus aureus, kdy MIC pro gramnegativni kmeny
byla stanovena na 250 mg/l a pro Staphylococcus aureus na 600 mg/l. V nasi praci byla
MIC gramnegativnich kment stanovena na 100 mg/l. Dunn, Davidson a Critzer (2016) se
zabyvali antimikrobni u¢innosti cinnamaldehydu proti bakteriim mlééného kvaSeni. Mini-
malni baktericidni koncentrace (MBC) byla stanovena v rozmezi 500 — 1000 mg/1, coz se
shoduje s vysledky na$i prace. Pro zvySeni antimikrobni aktivity se slozky esencialnich
olejii kombinuji s jinymi antibakteridlnimi latkami. Moleyar a Narasimham, (1992) proka-
zali synergicky ucinek cinnamaldehydu a eugenolu, kdy v koncentracich 250 mg/l a 500
mg/l tato smés zcela inhibuje rust Staphylococcus sp., Micrococcus sp., Bacillus sp.

a Enterobacter sp. V nasi praci bylo, v pfipad¢ obou latek, dosazeno uplné inhibice rastu
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bacilt az v koncentraci 500 mg/l. Albano et al. (2019) potvrdili schopnost cinnamaldehydu
inhibovat riist komenzalni bakterie lidské klize Staphylococcus epidermidis a inhibovat
tvorbu biofilmu. Minimalni baktericidni koncentrace byla stanovena na 500 mg/l,
k eradikaci predem vytvorené¢ho biofilmu pak bylo zapotiebi 4krat vétSi koncentrace nez
koncentrace potiebna k inhibici rist planktonické faze. Tim se tedy potvrzuje tvrzeni
Schulte, Wingender a Flemming (2005), ze biofilmy jsou 10krat az 1000krat odolngjsi nez
odpovidajici planktonické bunky, a Ze pro inhibici biofilmu jsou zapotiebi dvojnasobné az
Ctyfnasobné vyssi koncentrace esencialnich oleji nez v pripad¢ planktonickych bunék. Na
zaklad¢ prostudovanych ¢lanka Ize tici, Ze spousta autorti se zabyva uc¢inkem esencialnich
oleju a jejich aktivnich latek na jiz pfedem vytvotené biofilmy, a proto je v mnoha ¢lancich
uvedena mnohem vys$i koncentrace nez koncentrace potifebna k inhibici ristu planktonu.
Dle mého nazoru, je mnohem efektivnéjsi se zabyvat prevenci tvorby biofilmu. Ali ef al.
(2020) se zabyvali t¢inkem cinnamaldehydu na biofilm Enterococcus faecalis. Tato aktiv-
ni latka v koncentraci 500 mg/l dokazala snizit metabolickou aktivitu biofilmu b&hem
24 hodin. V na$i préci tohoto vysledku bylo dosaZeno jiz v koncentraci 250 mg/l, protoZe
nejvyssi koncentrace zcela inhibovala riist bakterie. Rozdil dosazeného vysledku mtize byt
dan odlisnosti pouzitého kmene, a tedy Ize odvodit, ze tvorba biofilmu je kmenové speci-

ficka vlastnost.

Eugenol, stejné¢ jako karvakrol, thymol nebo cinnamaldehyd také patii mezi fenolické
slou€eniny s antimikrobnim U¢inkem. Ve studii Devi et al. (2013) byl pomoci diskové di-
fuzni metody hodnocen antibakterialni ti¢inek eugenolu na bakterii Proteus mirabilis. Roz-
tok eugenolu o koncentraci 1 % zpusobil zénu o velikost 8 mm a roztok o koncentraci
10 % zptisobil zéonu o velikosti 11 mm. V této praci byl pouzit 5% roztok eugenolu, ktery
zpisobil inhibi¢ni zénu o velikosti 9 mm, takze nas vysledek je srovnatelny s vysledkem
této studie. Dale byla stanovena MBC na 2500 mg/1. V této praci by tedy musela byt pouzi-
ta pétkrat vétsi koncentrace, aby doslo k zastaveni rlstu této bakterie. Také zjistili, Ze vy-
znamné zvysSeni pH zvySuje 1 antibakteridlni aktivitu eugenolu, coz je faktor, ktery mize
podpofit zvyseni ucinnosti této latky. Dle Takahashi et al. (2021) je pro potlaceni ristu
Enterococcus faecalis zapotitebi koncentrace 2000 mg/l, coZ je 4krat vice nez bylo pouzito
v této praci. V jiné experimentalni studii byla hodnocena ucinnost kombinace eugenolu
s konven¢nim antibiotikem. Byl prokdzan synergicky efekt, kdy eugenol zplsobil 50%
ztratu integrity membrany a doslo tak ke zvySeni penetrace antibiotik (MOHAMMADI
NEJAD, OZGUNES a BASARAN, 2017). Je také prokdzano, Ze eugenol vykazuje inhi-
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bicni GCinky vaci biofilmim gramnegativnich a grampozitivnich bakterii vcetné¢ rodi
Porphyromonas, Salmonella, Escherichia a Listeria (Walsh et al., 2019). Utami et al.
(2021) prokazali, Ze 1% eugenol ma v¢Etsi inhibicni U€inky na ordlni polymikrobiélni bio-

filmy nez bézn¢ komercné dostupné ustni vody.

Karvakrol je také zkouman kviili i¢inkiim na bakteridlni biofilmy. V jedné studii byl testo-
van ucinek karvakrolu na dvoudruhovy biofilm (Staphylococcus aureus a Salmonela
enterica serovar typhimurium). Uplné eradikce nebylo dosaZeno u celé populace. Uginnost
karvakrolu byla tedy zlepSena, a to zapouzdienim do povrchové aktivni latky, a testovana
proti Escherichia coli a Listeria monocytogenes. Tato metodika se jevi jako dalsi alternati-
va vedouci ke zvySeni ucinnosti téchto latek (Suntres, Coccimiglio a Alipour, 2014).
Burt et al., (2014) se zabyvali u€inkem karvakrolu na tvorbu biofilmu a na jiz vytvotené
biofilmy a zjistili, Ze karvakrol nemél témét Zadnou aktivitu vici existujicimu biofilmu.
Tato studie tedy dokazuje, Ze biofilm poskytuje ochranu pied touto latkou a aktivita karva-
krolu vii¢i tvorb¢ biofilmu je ucinngjsi. V nasi praci jsme se taktéz zabyvali prevenci tvor-
by biofilmu, v niz jsme dokazali, ze k potlaceni tvorby biofilmu nejsou zapotiebi vysoké
koncentrace. MIC karvakrolu vaci Bacillus subtilis stanovili Ben Arfa et al. (2006) na
250 mg/l. V nasi praci byla tato koncentrace baktericidni a MIC byla stanovena na
100 mg/l. Divodem dosazeni rozdilnych vysledki mize byt v odli§nosti pouzité metodiky,
kdy autofi ¢lanku stanovovali MIC pouze vizualné. Ultee, Bennik a Moezelaar (2002) vSak
stanovili MIC riistu této bakterie na 110 mg/l, coz uz se shoduje s vysledky nasi prace.
MIC Salmonella enterica byla pak stanovena Miladi ef al., (2016) na 63 mg/l, coz je velmi
blizky vysledek tomu nasemu. Nami dosazend MBC u Enterococcus faecalis CCM 424 se
taktéz shoduje s vysledky této studie, v niZ byla stanovena na 512 mg/l (Miladi et al.,
2016). Je taktéz prokazano, Ze karvakrol potlacuje riist bakterii mlééného kvaseni (Takaha-

shiet al., 2021).

Podle Alves et al., (2016) by mé¢l byt linalool uc¢innéj$i proti gramnegativnim bakteriim.
Herman ef al., (2016) testovali antimikrobialni G€inky vybranych esencialnich oleji samo-
statné 1 v kombinaci s linaloolem na mikroorganismy Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus a Aspergillus brasiliensis. Prokazali, Ze kombina-
ce olejli, konkrétné hiebickového a tymidnového s linaloolem vykazovala vyssi antimi-
krobni ucinek a to proti Pseudomonas aeruginosa a Aspergillus brasiliensis. Liu et al.
(2020) stanovili MIC ristu Pseudomonas aeruginosa na 431 mg/l a MBC na 862 mg/l.

V nasi praci bylo dosaZzeno podobnych vysledki u gramnegativnich bakterii Salmonella
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enterica subsp. enterica CCM 4420 a Proteus mirabilis CCM 7188, u nichz byla MIC sta-
novena na 500 mg/l. Alves et al., (2016) zkoumali inhibi¢ni G¢inky oleje z koriandru na
rust oportunniho mikroorganismu Acinetobacter baumannii, ktery je schopen zptsobovat
nozokomialni infekce. V koriandrovém oleji je zastoupen linalool, o—pinen, p—cymen, kafr
a geranyl acetat. Prokazali, ze nejvyssi inhibi¢ni U¢inek vykazoval linalool, kdy u diftizni
diskové metody se vytvoftily inhibi¢ni zony v rozmezi 20—63,5 mm. U dilu¢ni metody byla

MIC a MBC stanovena na 2—8 pl/ml.

Thymol pusobi antibakterialné na Siroké spektrum jak grampozitivnich, tak gramnegativ-
nich bakterii. Patfi mezi n¢ potravni bakterie jako Salmonella, Escherichia, Pseudomonas,
Listeria a Bacillus poptipadé nékteré patogeny podilejici se na infekci dychacich cest jako
je Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes
a Staphylococcus aureus. Uvadi se, Ze MIC thymolu je stanovena na 3,13-6,25 mg/l
(Salehi et al., 2018). Thymol ovliviiuje propustnost cytoplasmatické membrany, inhibuje
rust nebo ovliviiuje produkei bakteridlnich toxint (Gavaric et al., 2015). Gavaric et al.,
(2015) hodnotili antibakteridlni u¢inky karvakrolu, thymolu a jejich kombinace na bakterie
Bacillus cereus, Salmonella, Staphylococcus aureus a Escherichia coli pomoci mikro-
diluéni metody. Prokazali, ze 250 mg/1 je schopno inhibovat v§echny testované bakterie.
V nasi praci se taktéz podafilo koncentraci 250 mg/l inhibovat rast Bacillus subtilis
a Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420. Avsak synergicky ucinek thymolu
a karvakrolu ma vliv na snizeni MIC, ktera byla stanovena na 62,5 ug/ml u Staphylococcus
aureus a Escherichia coli a u Bacillus cereus a Salmonella na 125 pg/ml. Kang et al.,
(2018) hodnotili aktivitu tymidnového oleje, jehoz soucasti je thymol, vic¢i biofilmu
Bacillus cereus. Zjistili, ze koncentrace 125 mg/l inhibuje tvorbu biofilmu a v koncentraci
250 mg/1 je biofilm eradikovan. V nasi praci byl pouzit Bacillus subtilis. Jeho tvorba bio-
filmu byla eradikovana jiz v koncentraci 100 mg/l, protoZe vyssi koncentrace vykazovaly
inhibici na rist. Aktivitu tymidnového oleje na rlst a tvorbu biofilmu Enterococcus
faecalis hodnotil Liu et al. (2020). MBC této bakterie byla stanovena na 512 mg/l a kon-
centrace 256 mg/l vyznamné inhibovala po 72 hodinach tvorbu biofilmu. V nasi préci tvo-
til Enterococcus faecalis CCM 4224 v koncentraci 250 mg/1 velice slaby biofilm. Naméie-
na hodnota OD v této koncentraci po 72 hodinach byla témét rovna hrani¢ni hodnoté pro
pozitivitu ODu. Hodnota MBC byla v této praci stanovena na 500 mg/l, coz se shoduje
s vysledky této studie. Na zaklad¢ vysledkli bylo zaznamendno, Ze thymol byl viici rlstu

bakterii ti¢inn€jsi nez karvakrol, ¢ehoz dosadhli ve své studii 1 Miladi et al., (2016).
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8 ZAVER

I pfesto, ze jsou esencidlni oleje povazovany za relativné bezpecné, jejich pouziti
v kosmetice a potravinaistvi je omezeno, protoze vysoké koncentrace mohou ovliviiovat
organoleptické vlastnosti kosmetickych produktii a potravin, popiipadé zpiisobovat po-
drazdéni a alergie. Z tohoto diivodu je nutné stanovovat minimalni inhibi¢ni koncentrace

nezbytnou k zabranéni rtstu nezadoucich patogenni mikroorganismti bez toho, aniz by

doslo ke zmén¢ jakychkoliv vlastnosti kosmetického produktu ¢i potravin.

Nejprve byla v této praci stanovena citlivost bakterii k danym aktivnim latkdm esencial-
nich olejt. K tomuto byl pouzit koncentrovany zasobni roztok a ke stanoveni citlivosti nam
poslouzil diskovy difuizni test. Nejvetsi inhibi€ni zony se tvofili kolem disku s karvakrolem
a thymolem. Timto testem bylo také zjiSt€no, Ze nejvice citlivy vici vSem EO byl
Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48 a nejvice odolny a Lactococcus lactis subsp.

cremoris CCDM 824.

Ke zjisténi miry citlivosti ¢i rezistence bakterii k aktivnim latkam byl pouzit dilucni test
v mikrotitracni desticce s méfenim absorbance a néslednym vyhodnocenim MIC rastu.
Vsechny testované bakterie byly nejcitlivéjsi na pfitomnost cinnamaldehydu, kdy se inhi-
bi¢ni UCinky na rast dostavily jiz pii nizkych koncentracich. Byly také prokdzany inhibi¢ni
ucinky karvakrolu a thymolu, kdy tyto dvé latky byly schopné na rozdil od cinnamaldehy-
nost vSech testovanych aktivnich latek byl Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 48
a Enterococcus faecalis CCM 4224. Pro laktokoka byla MIC cinnamaldehydu stanovena
na 6,25 mg/l, pro karvakrol na 50 mg/l a pro thymol na 25 mg/Il. Pro enterokoka byla MIC
cinnamaldehydu a karvakrolu stanovena na 6,25 mg/l a pro thymol na 50 mg/l. I pfestoze
byl Enterococcus faecalis CCM 4224 vici latkam velmi citlivy, dokdzala tato bakterie rtst
v téch koncentracich, které byly pro ostatni bakterie inhibi¢ni. Toho byl schopen
1 Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824, jehoz lze povaZovat za nejodolnéjsi tes-
tovanou bakterii. Nejnizs§i inhibi¢ni u¢inky vykazoval eugenol, kdy dokazal v nejvyssi
koncentraci potlacit rist pouze Bacillus subtilis a Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM

48. Linalool nevykazoval viibec zddnou antimikrobni aktivitu.

Dale byl proveden prikaz tvorby biofilmu v pfitomnosti aktivnich latek ve tfech casovych
intervalech. Nejvétsi G€inky na biofilm mél karvakrol a thymol. Thymol zptsobil

u Bacillus subtilis v koncentraci 100 mg/l ¢asovy posun tvorby biofilmu az na 72 hodin.
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U Salmonella enterica subsp. enterica CCM 4420 zptsobil redukci tvorby silné¢ho biofilmu
na slaby jiz vkoncentraci 50 mg/l. Karvakrol dokéazal potladit tvorbu biofilmu
v koncentraci 250 mg/l u Proteus mirabilis CCM 7188, Enterococcus faecalis CCM 4224
a Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824, 1 piestoze bakterie byly schopné rastu.
ucinky vykazoval eugenol a linalool, kdy v pfitomnosti linaloolu vSechny bakterie tvofily

biofilm.

Na zéklad¢ provedeného experimentu Ize usoudit, Zze aktivni latky jsou vhodnou alternati-
vou antimikrobnich latek pro potravinarsky a kosmeticky primysl. Velky potencial se jevi

v hleddni novych alternativ vedoucich ke zvyseni uc¢innosti téchto latek.
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BioTimer test

Deoxyribonukleova kyselina
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Evropska unie

Fluorescencni in situ hybridizace

Minimalni baktericidni koncentrace

Minimalni inhibi¢ni koncentrace
3-[dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid
Negativni kontrola

Optickéd denzita

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce v redlném Case
Superkriticka fluidni extrakce

Spravna vyrobni praxe

Ultrafialové zafeni
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