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ANOTACE

Tato bakalatska prace se zabyva mikrobidlnimi biofilmy a pfirodnimi latkami, které maji vliv
na tvorbu biofilmu. Prace zahrnuje charakteristiku biofilmu, rozdéleni dle typu
mikroorganismd, kterymi je tvofen a vyskyt. Dale jsou uvedeny vybrané piirodni latky, které
tvorbu biofilmu ovliviiuji. Prace se dale vénuje metodam, pomoci kterych lze sledovat G¢inky

prirodnich antimikrobidlnich latek na tvorbu biofilmu.

KLIiCOVA SLOVA

biofilm, ptirodni latky, antimikrobialni latky, antibiofilmova aktivita, eliminace biofilmu

TITLE

Microbial biofilms and the effect of natural compounds

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with microbial biofilms and natural substances that influence
the formation of biofilm. The work includes characterization of biofilm, distribution according
to the type of microorganisms in which it is formed and occurrence. There are also selected
natural substances which influence biofilm formation. The thesis also deals the methods

by which the effects of natural antimicrobial substances on biofilm formation can be monitored.

KEYWORDS

biofilm, natural compounds, antimicrobial agents, antibiofilm activity, elimination of biofilm
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0 UVOD

Mikrobidlni spolecenstva, zvané biofilmy jsou neodmyslitelnou soucasti naSeho zivota.
Ackoliv nemusi byt na prvni pohled viditelné, pfi vét§im zkouméani a badéani se s nimi miizeme
setkat prakticky kdekoliv. Diky této form¢ Zivota, jsou velice odolné a mnohdy je tézké je
eliminovat. V posledni dob¢ se studie zabyvaji pfirodnimi latkami, které maji antimikrobialni

ucinky a mohly by tvorbu biofilmu ovliviiovat.

Jak je znamo, ptirodni 1éCivé latky, které jsou obsazeny zejména v rostlinach, jsou
vyhledavanym predmétem dodnes. Soucasnost si vzala do své moci chemie, ktera na nas Gitoci
ze vsech stran. Diky véd¢ a vyzkumu se stale objevuji nové a nové latky, ze kterych se vyrabi
léky, které ndm maji pomoci pii riznych zdravotnich obtizich. Ne kazdy chce vSak svij
organismus zat¢zovat témito syntetickymi latkami, pokud to neni nevyhnutelné a mnoho lidi se
obraci pravé k Ié€ivym rostlindm, ve kterych vidi nadé&ji a vetsi ispéSnost pii prevenci nebo

1é¢bé riznych onemocnéni.

Cilem této prace bylo seznameni se S terminem biofilm, jeho formovanim a strukturou. Dale
pak vybrani konkrétnich piirodnich latek s antimikrobialnim u¢inkem a jejich vlivem na tvorbu
biofilmu. V neposledni fad¢ také zminéni vybranych metodik pro sledovani tvorby biofilmu

a také testovani vlivu ptirodnich latek na né;.

11



1 MIKROBIALNI BIOFILM

1.1 Bakterialni biofilm

Bakterie jsou vSude kolem nas a tvoii tak svij vlastni rozsahly svét. Mohou se vyskytovat
Vv planktonni formé nebo v podobé biofilmu. Biofilm je tvofen vétsim mnozstvim mikrobialnich
bunék, které piisedaji k riznym povrchim, ale i k sobé navzajem (Davey a O'Toole, 2000).
Toto spoleenstvo piinasi mikroorganismim mnoho vyhod. Dokazi spolu komunikovat,
vytvaii mezi sebou pevné vazby, ¢imz se zvySuje ucinnost celého biofilmu
a odolnost viigi vn&jsim vlivim (Hola, 2012). Zivotu v tomto seskupeni tak dava piednost

vétsina mikroorganismu vyskytujicich se v ptirodé (Davey a O Toole, 2000).

Ackoliv se to nemusi zdat, kazdy z nas se s biofilmem jisté setkal, a to v podob¢ slizkych
povlaki, vytvofenych na riznych predmétech. Biofilmové vrstvy mohou byt silné natolik, ze
je mizeme vidét pouhym okem. Diky tomu pattily biofilmy mezi prvni pfedméty zkouméni
Vv zacatcich rozvoje mikrobiologie. Prvnim, kdo pozoroval schopnost mikroorganismi ptichytit
se kpovrchu a jejich nasledny rast do podoby biofilmu, byl nizozemsky ptirodovédec
a prukopnik mikroskopie Anthony van Leeuwenhoek. Ten ke svému pozorovani vyuzil
mikroorganismy ze zubniho plaku, diky ¢emuz se stal zubni plak jednou z nejprostudovanéjsich

forem biofilmu (Donlan, 2002).

Biofilm muZe byt tvofen jak pfirozenou mikroflorou, kterd miiZze byt prospésna pro ¢lovéka,
tak i patogennimi bakteriemi (Aparna a kol., 2009). Dusledkem jsou potom onemocnéni nejen
u lidi, ale 1 zvifat ¢i rostlin (Hol4, 2012). Pravé tato onemocnéni neni mozné 1é€it jen béZznym
podavanim 1€k, jelikoz patogenni bakterie v biofilmu vykazuji oproti planktonni forme vyssi
toleranci vuci antibiotikiim a antimikrobidlnim latkdm. V dne$ni dobé€ jsou znamy dvé strategie
v boji s biofilmy. Prvni moznosti je, ze se predejde vzniku biofilmu, coz spociva v zabranéni
ptichyceni mikrobti na dany povrch ¢i material. Druhou je eradikace, tedy Gplné odstranéni jiz

existujiciho biofilmu (Kvasni¢kova a kol., 2016).

Souziti bakterii v biofilmu pro né pfedstavuje vyznamnou ochranu pfed mnoha nezddoucimi
podminkami prostiedi, jako jsou napiiklad UV =zafeni, dehydratace, salinita, ptitomnost
toxickych kovi, velmi nizké pH, nebezpeci fagocytdzy, ale i pred né€kterymi antibakterialnimi

prostiedky a antibiotiky (Hall-Stooley a kol., 2004).

12



Jako typické zastupce této skupiny mizeme zminit stafylokoky (naptiklad Staphylococcus
aureus), dale streptokoky (napiiklad Streptococcus gallolyticus subsp. Gallolyticus),
V neposledni tfad¢ také enterokoky, anaerobni bakterie a gramnegativni tyCinky, jejichz
zastupcem je naptiklad Escherichia coli nebo Pseudomonas aeruginosa a dalsi (Davey
a O’Toole, 2000).

1.1.1 Formovani biofilmu a jeho struktura

Stavba biofilmu muze byt velmi slozitd. Na jeho vzniku se nemusi podilet jen jeden druh
mikroorganismu. Casto je tvofen desitkami druhti mikrobt. Cela struktura zavisi jak
na biologickych, tak i na fyzikalnich faktorech. Neustale prochazi zménami, na které maji vliv
vnéjsi 1 vnitini procesy. Neméni se vSak jen celkova struktura biofilmu, ale dochéazi také
ke zménam uvnitt mikrokolonii. Je to zpisobeno migraci bunék uvniti kolonii, ale i z kolonii

do okolniho prostiedi (Donlan, 2002).

Biofilmy nejsou jen slizovité povlaky mikroorganismu, ale tvofi komplexni, strukturované
a optimalné pracujici systémy s vysokou Urovni organizace. To, jak bude dany biofilm vypadat,
je ovlivnéno bakteriemi, které danou strukturu tvofi. Mezi nékterymi druhy dochdzi
ke vzajemné podpoie, ¢imz dojde K vytvofeni mohutnéjSich a mnohovrstevnych biofilmi
(Donlan, 2002). Tim, ze spolu bunky uvniti biofilmu vzajemné komunikuji, dochazi
K vys§imu stupni genetické vymény. Genetickd informace se vyménuje predevsim konjugaci

a prenosem plazmidd, které koduji geny rezistence K antibiotikim (Mulcahy a kol., 2008).

Zékladni stavebni jednotkou biofilmu jsou tedy samostatné bakteridlni buiiky schopné tvorby
mikrokolonii a mezibunééna hmota (matrix), ktera vypliiuje prostor mezi burikami. Jednotlivé
mikrokolonie se skladaji z mikrobialnich bungk, které jsou od ostatnich mikrokolonii oddéleny
pomoci vodnich kanalkd. Ty maji v biofilmu dulezitou funkci, jelikoz zprosttedkovavaji tok
kapaliny. Tim umoznuji difazi Zivin a kysliku do bunék v biofilmu. Dale umoziuji sekreci
extracelularnich nebo odpadnich produkti do okolniho prostfedi (Tolker-Nielsen a Molin,
2000).

Jak jiz bylo zminéno, buiiky uvnitf biofilmu obklopuje tzv. matrix, coz je smés extracelularnich
polymernich substanci (EPS). Matrix tvofi pfevaznou ¢ast biofilmu a buniky Si ji vytvari samy.
Je zodpoveédna za udrzovani celé struktury a ma vliv na aktualni podminky v biofilmu.
V zavislosti na druhu biofilmu se 1i8i chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi (Davey a O Toole,

2000). Zalezi naptiklad na tom, jakym druhem mikroorganismi je biofilm tvofen, jak stary
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je dany biofilm a také na podminkach okolniho prostfedi (naptiklad teplota, pH, dostupnost
zivin, rychlost vysychani, koncentrace kysliku a dusiku) (Abdallah a kol., 2014). EPS dale
chrani bunky pifed vlivy okolniho prostiedi a maji vyznam pii adhezi bun¢k (Ahimou a kol.,
2007). Jsou to vysokomolekularni latky, jejichz nejvyznamnéjsi a nejpocetnéjsi slozkou jsou
polysacharidy. U gramnegativnich bakterii se jedna pravé o polysacharidy, u grampozitivnich
bakterii se slozeni 1isi. Matrix obsahuje kromé polysacharidi i proteiny, glykoproteiny,
glykolipidy a extracelularni DNA (deoxyribonukleova kyselina) (Donlan, 2002; Flemming
a kol., 2007).

To, jak bude struktura biofilmu vypadat, zalezi zejména na okolnim prostiedi, ve kterém se
biofilm vytvaii. Pokud se bakterie uchyti v prostfedi bohatém na Ziviny, vytvoii tak komplexni
biofilm s kanalkovitym systémem. V opaéném piipadé, kdy se bude jednat o prostiedi chudé
na ziviny, dojde k vytvoreni biofilmu v podob¢ jedné nepravidelné vrstvy bunck (Jones a kol.,

2007).

Vyznamny faktor, ktery ovlivituje strukturu biofilmu, je rychlost proudéni kapaliny okolniho
prostiedi. Biofilmy, které rostou Vv prostiedi s velmi rychlym proudénim kapaliny, jsou hustsi

4

a kol., 2013).

Jak jiz bylo zminéno, povrch biofilmu mize byt hladky ¢i drsny. Je tedy nerovnomérny
a ruznorody. Buniky na okrajich biofilmu rostou rychleji, protoze ziskavaji Ziviny z okolniho
prostiedi, pfi¢emZ maji vliv na dosazitelnost Zivin pro buniky Zijici uvnitf biofilmu. To, jakou
rychlosti probiha difiize zivin a jakou rychlosti dojde k jejich zpracovani ma vliv na tloustku
celého biofilmu. Biofilm je siln&jsi, pokud okolni prostiedi obsahuje dostatek zivin (Nadell

a kol., 2009).

Proces formovani biofilmu ma obecné pét vyvojovych fazi. V pocateéni fazi dochazi k adhezi
bakterii k n¢jakému povrchu, kdy se zacne bunika po pfilnuti mnozit a nasleduje tvorba
mikrokolonii. Béhem tohoto procesu jsou produkovany latky, které se podili na tvorbé
mezibunééné hmoty. Dale dochazi k maturaci biofilmu (zrani biofilmu). V posledni fazi cyklu
dochazi k disperzi (uvoliiovani) bunek z biofilmu do okolniho prostiedi. Tyto buiiky si nasledné
opét hledaji vhodné misto k adhezi, ¢imz mohou zahajit novy cyklus tvorby biofilmu (Abdallah

a kol., 2014). Vse je ptehledn¢ znazornéno na obrazku 1.
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Obrazek 1  Vyvojova stadia tvorby biofilmu (Van Houdt a Michiels, 2005)

1 - reverzibilni adheze, 2 - ireverzibilni adheze, 3 - mikrokolonie, 4 - zrdni bofilmu,
5 - disperze

Nejdtive tedy planktonni buiky hledaji vhodné misto k adhezi. Jakmile se burika dostate¢né
piiblizi k danému povrchu, za¢nou na ni pusobit ruzné fyzikalni sily (napiiklad van der
Waalsovy sily, elektrostatické ¢i hydrofobni interakce, Lewisovy acidobazické sily), které
umoziuji bunce reverzibilni (vratnou) adhezi k povrchu, béhem které jesté mohou jednotlivé
buiky dany povrch opustit a zustat tak v planktonni formé. Kdyz vSak buiiky na povrchu
zUstanou prichyceny, zaéne mezi nimi a povrchem dochazet k interakcim. Tato adheze je
ireverzibilni (nevratnd) diky adhezinim (proteinim), které mikroorganismy samy

vyprodukovaly (Choi a kol., 2013).

1.1.1.1 Quorum sensing

Quorum sensing (QS) je proces, ktery umoznuje bunikam reagovat na rizné podnéty, ¢imz se
dokazi veéas chranit pfed nepfiznivymi podminkami (De Kievit, 2009). QS je tedy
mechanismus, ktery umoznuje mezibunéénou komunikaci, kontrolu chovani v populaci
a prizptsobivost podminkam okolniho prostfedi. QS zabezpecuje koordinovanou regulaci
exprese genu (Conway a Cohen, 2015). Prvni zminka tykajici se QS byla zaznamenana béhem
studia luminiscentni moiské bakterie Vibrio fischeri (Miller a Bassler, 2001).
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QS reguluje pomoci signalnich molekul (autoinduktorti) bakterialni aktivitu napiiklad pti
formovani biofilmu, sporulaci, rezistenci vuci antibiotikiim, bioluminiscenci ¢i pii bakterialni
virulenci, aj. (Turan a kol., 2017). Se zvySujicim se poétem bun¢k v populaci se zvySuje
1 koncentrace autoinduktorti az do bodu, kdy miize interagovat s transkripcnimi regulatory

uvnitt bunky, coz vede ke zméné genové exprese (Conway a Cohen, 2015).

Mezi autoinduktory se fadi borové derivaty ribdzy, dale peptidy, které jsou charakteristické pro
grampozitivni bakterie, mezi které se fadi napiiklad Streptococcus pneumoniae a také laktony,
napiiklad N-acyl-homoserin lakton (NAHL) (chemicka struktura znazornéna na obrazku 2)
typicky pro gramnegativni bakterie, jako je naptiklad Pseudomonas aeruginosa (Williams
a kol., 2000).

N R
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Obrazek 2  Chemicka struktura N-acyl-homoserin laktonu (vlastni nakres)

1.1.1.2 Faktory ovliviiujici tvorbu biofilmu

Schopnost adheze mikroba zavisi na vlastnostech daného povrchu. Ten miZe byt bud’
hydrofobni (rizné plasty, teflon, silikon nebo naptiklad latex), anebo hydrofilni (sklo a rizné
kovy). Velmi dilezitou vlastnosti povrchovych materiali je také drsnost. Nékteré povrchy jsou
hladké, naptiklad silikon, kdeZto jiné jsou mnohem drsnéjsi, naptiklad vodovodni potrubi
(Donlan, 2002). Idealnim mistem pro tvorbu biofilmu jsou rizné nerovnosti, zlomy, trhliny,
rohy a zakruty na danych povrsich, nebot’ jsou v prubéhu ¢isténi Spatné piistupné (Chmielewski
a Frank, 2003).

1.2 DalSi druhy biofilmu

V tomto rozsahlém mikrobidlnim svété existuje doposud nejvice informaci tykajicich se

bakterialniho biofilmu. Dalsi, tedy mén¢ probadanou oblasti jsou biofilmy kvasinek. Nejméné
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informaci je pak v oblasti vyzkumu biofilml plisni. VSechny tyto tfi skupiny biofilmi spolu

vSak mohou vytvaiet smiSena spolecenstva (Kalan a kol., 2016).

1.2.1 Biofilm kvasinek

Jak jiz bylo zminéno vySe, o biofilmu kvasinek existuje mensi mnozstvi informaci, nez je tomu
Vv pripad¢ bakteridlnich biofilmi. V poslednich desetiletich vSak zajem o studium v této oblasti,
zejména biofilmu tvofeném kvasinkami rodu Candida, vzrusta. Kvasinkovy biofilm muze
zodpovidat za nozokomialni infekce. Tvorba biofilmu je faktorem virulence, jenz kvasinkam
umoziuje kolonizovat ,,zivé“ i umélé povrchy. Patii sem zejména rizné implantaty, podobné
jako u bakterialnich biofilmt. O tom, zda kvasinka adheruje k danému povrchu opét rozhoduji
vlastnosti daného povrchu, ale i kvasinky samotné. Stejné tak jako bakterie, jsou i kvasinky
rostouci v podob¢ biofilmu vysoce rezistentni k antimikrobialnim latkdm. Pravé proto je pro
lé¢bu infekei nejlepsi odstranit cely napadeny implantat (Douglas, 2003). Nejlepsi prevenci,
jak ptedchazet infekcim zptisobenych biofilmy je spravné osetfovani implantati a dodrzovani
aseptickych podminek pfi manipulaci s nimi. Toto plati i v pfipad¢ bakteridlnich biofilmut

a biofilmu plisni (Hol4 a kol., 2007).

Velky vyznam pro tvorbu kvasinkového biofilmu ma tvorba hyf a pseudohyf (vlaknité atvary
ptipominajici hyfu). Vznikaji zfetézenim jednotlivych bunék, takze nasledné vypadaji jako
fetizky. Tyto kvasinkové buiiky tvofici biofilm produkuji na rozdil od bakterii jen malé
mnozstvi extracelularni hmoty. Mezi zastupce, které tvofi biofilm patii naptiklad Candida

parapsilosis a dobfe znama Candida albicans (Hola a kol., 2007).

Biofilmy kvasinky Candida albicans tvofené na povrchu napiiklad katetru se skladaji
z mikrokolonii kvasinek a hyf uzavienych v matrix, které jsou usporddané do dvouvrstvé
struktury. Dle dostupné literatury jsou tyto biofilmy odolné vuéi fadé antifungalnich latek,
v¢etné amfotericinu B a flukonazolu (Douglas, 2003). Ze studie, ktera byla zaméfena na tvorbu
biofilmu klinickych izolatt rodu Candida zptsobujicich infekce krevniho fecist¢ vyplynulo,
ze vznik infekce zpisobené biofilmem Candida non-albicans je oproti Candida albicans vice
pravdépodobny. Candida albicans je pivodcem onemocnéni, ktera vznikaji pfevazné jinym

zpusobem, nez pienosem z vytvoieného biofilmu (Pannanusorn a kol., 2013).

Biofilm kvasinky Candida albicans na plastovém krycim sklicku je zobrazen na obrazku 3.
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Obrazek 3  Biofilm kvasinky Candida albicans, elektronova mikroskopie (métitko 10 um)
(upraveno Ramage a kol., 2005)

1.2.2 Biofilm plisni

Jak jiz bylo zminéno, nejméné pozornosti bylo vénovano oblasti biofilmu vlaknitych hub
(plisni). Plisné jsou zvlaste ptizptsobivé rastu na riznych povrsich. Nejvhodnéjsim prostredim
pro rust takového biofilmu je vysokd vlhkost Se vzdusnym rozhranim (Villena
a kol., 2010). I tato skupina ma své zastupce jako je naptiklad Aspergillus spp. (napiiklad
A. fumigatus aj.) (Kaur a Singh, 2013). Aspergillus fumigatus je vSudyptitomna plisen, ktera se
ve vysokych koncentracich vyskytuje v prostfedi bohatém na tlejici vegetaci (Borkovich
a Ebole, 2010).

Aspergillus fumigatus je hlavnim ptvodcem invazivni aspergilozy a je tak pfi¢inou imrtnosti
pacientll s oslabenym imunitnim systémem, u kterych byla tato nemoc diagnostikovana.
V dusledku nértstu poctu imunokomprimovanych jedinct se vyskyt invazivni aspergildozy
Vv poslednich dvou desetiletich neustale zvySuje. Nedostatecné€ ucinna lécba vSak stale pretrvava

(Vargas-Muniz a kol., 2017).

Na obrazku 4 je zobrazen biofilm vytvoteny plisni Aspergillus oryzae.
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Obrazek 4  Biofilm plisné Aspergillus oryzae vytvofeny okolo Ca alginatu, elektronova
mikroskopie (méfitko 10 um) (Ghaed a kol., 2015)

1.3 Vyskyt biofilmii

Biofilmy nalezneme vsude tam, kde se vyskytuji mikroby. Vytvafi se na riznych fazovych
rozhranich. VétSinou jde o kombinaci faze pevné a tekuté nebo pevné a vzdusné (Davey
a O'Toole, 2000). Biofilmy jsou takika vSudypfitomné, vyskytuji se v pudach, sedimentech,
odpadech, v tstech, tlustém stievé ¢i na implantovanych zdravotnickych pfistrojich, aj. (Dautle
a kol., 2003).

Schopnost bakterii tvofit biofilm ma negativni disledky hlavné v oblasti mediciny, kde
kolonizuji naptiklad poskozené tkang, chirurgické stehy ¢i kontaktni cocky, ale také adheruji
napiiklad na implantované chirurgické néhrady, plastové pomucky, srde¢ni chlopné, kloubni
protézy, katetry nebo endotrachedlni trubice, ¢imz mohou zpusobit fadu chronickych infekci

(Abdallah a kol., 2014; Percival a kol., 2014).

Biofilm mizeme nalézt i v dutin€ ustni, kde se podili na vzniku zubniho plaku. Zubni plak je
tvofen primarné ustnimi streptokoky pfichycenymi na inertni zubni sklovinu. Nasledné se mtize
tvofit 1 zubni kaz, ktery vznika predevSim reakci kyseliny mlécné a jinych kyselych metabolitil

se zubni sklovinou. Kromé& toho, Ze jsou tedy biofilmy pfic¢inou zubniho kazu, mohou
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zplisobovat 1 zanét dasni €i prostaty, infekce sttedniho ucha nebo 1 plicni infekce u pacientt

s cystickou fibrozou (Hola, 2012).

S biofilmem se vSak nesetkavame jen v oblasti mediciny a u Clovéka samotného, ale i1 na
ruznych mistech v pfirod¢. Zejména ve vode€ nebo na mistech s vodou spojenych. Muze se
jednat o rGzné trubky a potrubi, vodovodni kohoutky, anebo naptiklad kamen, ktery je na dné

pod vodou aj. (Rulik, 2012).

Ackoli se to nezda, biofilmova spoleCenstva mikroorganismii se bé&zné vyskytuji
i vdomacnostech ¢i potravinaistvi, kde mohou zptsobit kontaminaci potravin. Nejvice
nebezpecné jsou pro ¢lovéka ty potraviny, které konzumujeme nedostateéné tepelné upravené.
Nejcastéji je to ovoce a zelenina. Biofilmy mohou mit ale i prospé$ny vyznam, a to napiiklad

pii degradaci toxickych latek ¢i ¢isténi odpadnich vod aj. (Branda a kol., 2005).
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2 PRIRODNI LATKY S ANTIMIKROBIALNIM UCINKEM

Ptirodni latky, které maji antimikrobialni u€inky, vV nasem svété hraji velice vyznamnou roli.
Lécivé rostliny a prirodni léky bychom mohli obecné povazovat za tzv. prirodni antibiotika.
Mohou mit protizanétlivé, podpirné ¢i tlumici ucinky, naptiklad dokazi snizit horecku
(Wenzel, 2014). V dnesni dobé se zajem o piirodni antibakterialni latky po celém svété neustale
zvySuje (Olowosulu a Ibrahim, 2006). Za soucast alternativni mediciny je povazovana i tradi¢ni
¢inskd medicina, ktera vyuziva predevs§im rostlinné materidly dilezité pro 1é¢bu a prevenci

riznych nemoci (Zuo, 2012).

Jak jiz bylo zminéno, 1é¢ivé rostliny maji antibakteridlni, antimykotické a antivirové ucinky.
Zakladem pro to, aby rostlina tyto G¢inky méla, je obsah biologicky aktivnich latek. Tyto latky
vznikaji nebo se mohou ukladat v celém téle rostliny, ale i v jejich jednotlivych ¢astech

(napiiklad v kofenech, stoncich, listech, kvétech aj.) (Wenzel, 2014).

Bylo provedeno nékolik studii, které prokazaly, ze existuje silna vazba mezi stravou bohatou
na ovoce, zeleninu a obili a poklesem vyskytu nékterych onemocnéni, jako je rakovina,
kardiovaskularni pfihody a akutni i chronické onemocnéni kiize, mezi které patii poruchy
fotosenzitivity ¢i rakovina ktize (Roleira a kol., 2015). Fytochemické latky tedy hraji velmi
dilezitou roli v prevenci chronickych onemocnéni (Idehen a kol., 2016). V soucasné dob¢ jsou
fytochemickeé latky tzce spojeny s funkénimi potravinami a potravinovymi dopliiky (Roleira

a kol., 2015).

2.1 Vybrané antimikrobialni latky a matrice, ve kterych se nachazeji

Nejvyznamngj§imi latkami vyskytujicimi se Vv fisi rostlin jsou alkaloidy, fenoly, terpeny,
glykosidy a silice. Jsou to sekundarni metabolity rostlin, se kterymi se vSak muzeme setkat
i u zivogichtl, v houbach &i mikroorganismech. Zivogichové vsak své sekundarni metabolity
produkuji pouze z nutnosti, anebo je ukladaji v organech. Mikroorganismy je naopak vylucuji
do Zivotniho prostfedi. Nejjednodussim zplisobem, jak tyto latky ziskat, je tedy prave izolace

z rostlin (Appendino a kol., 2010).

Rostlinné antimikrobidlni latky zahrnuji esencidlni oleje a rostlinné extrakty, dale 1 fenolové
slouCeniny ¢i tékavé terpenoidy aj. Esencialni oleje a rostlinné extrakty byly znacné

prozkoumévany a velké mnozstvi studii poukazuje na jejich potencial ke snizovani obsahu
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patogentu pfenaSenych potravinami. VSechny rostlinné zdroje potravin obsahuji fytochemické

latky. Mezi tyto zdroje patii zejména ovoce, zelenina, ale i tfeba obili (Sung a kol., 2013).

Nasledujici podkapitoly jsou vénovany vybranym piirodnim latkam, které maji antimikrobialni

ucinky a vliv na tvorbu biofilmu.

2.1.1 Berberin

Berberin je alkaloid vyskytujici se v n¢kolika rostlinach, v¢etné koptisu (Coptis sp.) a diist’ala
(Berberis sp.) (Imenshahidi a Hosseinzadeh, 2016). Alkaloidy jsou obecné vyznamné chemické
slouceniny slouzici jako bohaty zdroj 1é¢iv. Jedna se o slozité organické molekuly obsahujici
heterocyklicky kruh satomem dusiku, které jsou hojné vyuzivany pro své raznorodé
farmakologické vlastnosti. Vyskytuji se v mnoha organismech, vcetn¢ mikrobil
a zvitat. Velmi rozmanité spektrum téchto sloucenin ovSem obsahuji zejména vyssi rostliny
(Murphy, 2016). Tyto latky maji mnoho Wuc¢inkt, mezi které patii napiiklad 0G¢inky
antibakterialni ¢i antivirulentni (Barbieri a kol., 2016). N¢které alkaloidy jsou prospésné
v oblasti mediciny, zatimco jiné jsou pro ¢lovéka toxické ¢i potencidlné nebezpecné. Nejvetsi
usili soucasnosti spo¢ivd v nalezeni novych druhl rostlin a mikrobi, které jsou schopny
produkovat vysoké hladiny uziteénych alkaloidi vhodnych pro 1ékaiské ucely a za nizké
naklady (Murphy, 2016).

Berberin je ptikladem alkaloidd, které jsou izolovany z rostlin za Gc¢elem pouzivani jako
ptirodni konzervaéni latky (Hintz a kol., 2015). Berberin je dale izolovany z mnoha lé¢ivych
¢inskych bylin jako je Mahonie Bealeova (Mahonia bealei), z kiiry Korkovniku amurského
(Cortex phellodendri) a z oddenku koptisu (Rhizoma coptidis). Byl Siroce pouzivan jako

protizanétlivy a antibakterialni prostiedek k 1é¢bé mnoha nemoci jiz po cela staleti (Wang

a kol., 2017c). Chemicka struktura berberinu je znazornéna na obrazku 5.

H,CO

OCH4

Obrazek 5  Chemicka struktura berberinu (Chatuphonprasert a kol., 2013)
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Bylo zvetfejnéno mnoho studii, které se zabyvaly vlastnostmi a klinickym vyuzitim berberinu
pro lécbu nadort, cukrovky, kardiovaskularnich onemocnéni, hyperlipidémie, zanétt, virovych
a Dbakteridlnich infekci, duSevnich chorob, Alzheimerovy choroby, osteopordzy
a mnoha dalSich (Imenshahidy a Hosseinzadeh, 2016). Tato latka se také Siroce pouziva pfi
1éCeni mikrobidlnich infekci. Ukézalo se, ze je berberin silnou potencujici latkou pro
antibiotika. Synergické reakce mezi berberinem a bézné pouzivanymi antimikrobialnimi
latkami poukazuji na terapeutické vyuziti proti Sirokému spektru patogennich mikroorganismii,

v¢etné methicillin-rezistentniho Staphylococcus aureus (MRSA) (Chu a kol., 2016).

2.1.2 Sanguinarin

Sanguinarin je alkaloid ziskany z oddenki Krvavénky kanadské (Sanguinaria canadensis),
ktery ma Sirokou antimikrobidlni aktivitu a protizanétlivé vlastnosti (Barbieri a kol., 2016).
Sanguinarin je obsazen také naptiklad v oleji ze semen rostliny Maku mexického (Argemone
mexicana) (Motarjemi a Ewen, 2014). Chemicka struktura sanguinarinu je znazornéna

na obrazku 6.
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Obrazek 6  Chemicka struktura sanguinarinu (www.medchemexpress.com)

2.1.3 Thymol

Thymol je fenol. Tato latka G¢inné inhibuje celou fadu bakterii (Wang a kol., 2017b). Skupina
fenolti a fenolickych éterti je dalsi vyznamnou skupinou ptirodnich latek s antimikrobidlnimi
ucinky a vlivem na mikrobialni biofilm. Jedna se o latky, které jsou hojné¢ zastoupeny
Vv potravinach ptirodniho ptivodu, ovoci, zelenin€ a rostlinach. Predstavuji latky, které vykazuji
antimikrobialni aktivitu nabizejici alternativu ke stavajicim antimikrobidlnim latkam (Shahzad
a kol., 2014; www.celostnimedicina.cz). Mezi hlavni zdroje potravinovych fenolt pro ¢lovéka
muzeme zatadit potraviny jako je ¢okolada, vino, ¢aj, jahody ¢i dalsi Cerstvé ovoce (Nufez

a kol., 2015).
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Jiz vroce 1994 byla provedena studie, jejiz vysledky naznacily, Ze thymol ma uzite¢né
antioxidacni vlastnosti, a proto se mohl stat dalezitou latkou pro hledani ptirodnich nédhrazek
za syntetické antioxidanty (Aeschbach a kol., 1994). Dalsi studie ukazala, ze ma thymol
schopnost velmi rychle inhibovat bakterii Actinobacillus pleuropneumoniae in vitro. Narusuje
integritu bakteridlni membrany, coz vede k jejimu rozpadu a nasledné smrti bunék (Wang
a kol., 2017). Thymol je obsazen naptiklad v silici z tymianu (Thymus vulgaris), Dobromysli
obecné (Origanum vulgare) ¢i Matetidousky obecné (Thymus serpyllum) (Shahzad a kol., 2014;
www.celostnimedicina.cz). Thymol je také pouzivan v oblasti hygieny dutiny ustni proti
patogeniim souvisejicich se zubnim kazem (Peixoto-Neves a kol., 2010). Chemicka struktura

thymolu je zobrazena na obrazku 7.

OH

Obrazek 7  Chemicka struktura thymolu (Hajmehdipoor a kol., 2010)

2.1.4 Karvakrol

Karvakrol, stejné jako thymol patii do skupiny fenolti a piisobi jako antioxidant. Ob¢ tyto latky
patii k nejaktivnéjSim antioxidantim nalezenych v éterickych olejich a maji mnoho
biologickych  vlastnosti, jako jsou protizanétlivé, antibakterialni, antifungalni,
antikarcinogenni, antiagregacni a dal$i rozmanité ucinky. Karvakrol i thymol jsou hlavnimi
slozkami esencialnich oleji z riznych aromatickych rostlin jako je naptiklad Tymian obecny
(Thymus vulgaris), Dobromysl obecna (oregano, Origanium compactum), Acalypha phleoides
a Lippia sidoides, které jsou rozsitené v lidové mediciné a aromaterapii. Lippia sidoides se
Vv tradi¢ni medicing pouZziva pro 1éc¢bu rtiznych lidskych nemoci bakteridlniho a mykotického
puvodu. Dale se karvakrol i thymol bézné¢ pouZivaji v potravinaistvi a kosmetice jako

konzervac¢ni latky a antioxidanty (Peixoto-Neves a kol., 2010). Chemicka struktura karvakrolu

je uvedena na obrazku 8.
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Obrazek 8 Chemicka struktura karvakrolu (Hajmehdipoor a kol., 2010)

2.1.5 Eugenol

Dalsi latkou spadajici do skupiny fenold a fenolickych éterti je eugenol. Je to olejovita kapalina
vyskytujici se v medu, muskatovém ofisku, bobkovém listu, hiebicku ¢&i kvétu Sacholanu
Iékaiského (Magnoliae flos), aj. Je vyuzivan pro 1ékaiské ucely. Eugenol ma vyznamny
antiproliferativni ucinek proti buiikdm rakoviny tlustého stfeva. Dalsi studie poukazala na fakt,
ze je tato latka schopna inhibice Sirokého spektra patogennich a potravinovych mikroorganismu

(Jaganathan a kol., 2011; Sanla-Ead a kol., 2012; www.celostnimedicina.cz).

2.1.6 Antokyany

V poslednich letech stoupa zdjem o polyfenoly, které se pouZzivaji jako antimikrobidlni latky.
Velice vyznamnou skupinou polyfenolovych sloucenin jsou antokyany (Coccia a kol., 2012).
Antokyany jsou barviva, ktera se nachazeji ve vakuolach mnoha rostlin a jsou zodpovédné
za Cervenou, fialovou a modrou barvu okvétnich listkd, zeleniny, hroznd, fikd, bobuli a mnoha
dalsich rGznych druhi ovoce. Jednotlivé antokyany maji rdzné chemické struktury
(antokyanidin, aglykon), které se méni v po¢tu hydroxylovych skupin pfipojenych k hornimu
kruhu a jejich stupni metylace (obrazek 9). Nejcastéji se vyskytuje 6 aglykonu - kyanidin,
pelargonidin, malvidin, peonidin, delfinidin a petunidin (Kriiger a kol., 2013).

25


http://www.celostnimedicina.cz/

Substitutes

Anthocyanidins R, R,
Pelargonidin H H
Cyanidin OH H
Delphinidin OH OH
Peonidin OCH; H
Petunidin OCH; OH
Malvidin OCH; OCH;

Obrazek 9  Chemicka struktura antokyant (Jing a kol., 2014)

Antokyany, které byly extrahovany z tfes$ni, byly oznaCeny za latky, jez maji silnou
protizdnétlivou a antioxidacni aktivitu. Také jsou schopny inhibovat riist bunéénych linii
karcinomu tlustého stfeva (Coccia a kol., 2012). Nejlépe prokazana bioaktivita souvisi s jejich
schopnosti inhibovat adhezi patogennich bakterii k buitkkdm mocového traktu, ¢imz se zabrani
bakteridlni kolonizaci a progresi infekce mocovych cest. Také jim byla prokazana

antibakterialni u¢innost proti patogentim zazivaciho traktu (Nufiez a kol., 2015).

Polyfenoly rostlinného ptivodu jsou tedy zapojeny do mnoha funk¢nich roli, které zahrnuji
odolnost rostliny proti mikrobialnim patogeniim a bylozravctim, dale naptiklad ochranu pied
slunecnim zatfenim. Rostlinné polyfenoly jsou jiZ dlouho povazovany za zdroj bioaktivnich
pfirodnich latek S moznymi piinosy pro lidské zdravi. Byliny, rostlinné vytazky a koteni
s vysokym obsahem polyfenolickych sloucenin jsou pouzivany v orientalni tradi¢ni mediciné

po tisice let (Quideau a kol., 2011).

2.1.7 Rutin

Rutin se fadi mezi flavonoidy. Flavonoidy jsou nejrozsifené;jsi polyfenoly obsazené v rostlinach
a ovoci. Lze je nalézt v Pohance obecné, aronii, Jefabu ¢erném, chiestu, kiife citrusd, kiwi aj.
Flavonoidy jsou bioaktivni molekuly, které maji v rostlinnych bunkach dutlezité funkce a jsou
neodmyslitelnou soucasti lidské stravy (Ribeiro a kol., 2015; www.celostnimedicina.cz). Jedna
se 0 fenolické slouceniny, které se skladaji ze dvou benzenovych jader v kombinaci

s heterocyklickym kruhem benzopyranu, jenz obsahuje kyslik (Manner a kol., 2013).
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Rutin je bézny dietni flavonoid vyuzivany tradi¢ni a lidovou medicinou po celém svéte.
Je Siroce konzumovan v podobé¢ rostlinnych ndpoji a potravin. Vykazuje vyznamné
neuroprotektivnich a hormonalnich. Jeho silnou antioxida¢ni aktivitu dokazuji riizné in vitro
antioxidacni testy. Vice nez 130 registrovanych terapeutickych 1é¢ivych ptipravk obsahuje
prave rutin. Struktura rutinu se skladéa z aglykonu kvercetinu a disacharidové rutinézy vazané

na kvercetin (Chua, 2013). Tuto strukturu mizeme vidét na obrazku 10.

OH OH

OH

Obrazek 10 Chemicka struktura rutinu (Macikova a kol., 2012)

2.1.8 Kvercetin

Kvercetin je vysoce bohaty polyfenolovy flavonoid, ktery se nachazi v mnoha tkanich rostlin,
véetné kury dubu. Kvercetin tvoii fenolové slouceniny, které jsou strukturné odvozeny od
matecnych latek flavonti. Tato prirodni latka se bézné vyskytuje ve vyznamnych potravinovych
zdrojich, které zahrnuji ovoce (naptiklad jablka, ¢ervené vino a boruvky), zeleninu (napiiklad
kapusta, cibule ¢i brokolice) a Caje (zeleny a Cerny ¢aj). Nekteré studie naznacuji, Ze je kvercetin
silny antioxidant a pohlcova¢ reaktivnich forem kysliku a dusiku. Je schopen vazat
a sekvestrovat ptrechodné kovové ionty. Kvercetin se stal oblibenym doplikem stravy
dostupnym v obchodech se zdravou vyzivou, a to diky hlaseni ptiznivych ucink této latky proti

riznym chorobam (Leela a Saraswathy, 2013; Zhang a kol., 2017; www.celostnimedicina.cz).

Struktura kvercetinu je znazornéna na obrazku 11.
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Obrazek 11 Chemicka struktura kvercetinu (Leela a Saraswathy, 2013)

2.1.9 Morin

Morin je pfirozeny bioflavonoid izolovany z ¢inskych bylin z ¢eledi MoruSovnikovité

w1

antidiabetickych a antikarcinogennich ucinkt (Ke a kol., 2016). Dale je Siroce rozsifen
Vv zeleniné a ovoci. Bylo zjisténo, Ze ma morin vynikajici farmakologické ucinky, mezi které
patii inhibice proliferace nadorti (nadorového bujeni), prevence koronarnich onemocnéni,
ochrana lidskych erytrocyti a inhibice nékterych rakovinovych nadort (Sasikumar a kol.,
2017). Zjistilo se, ze morin inhibuje riist a invazi vysoce metastatickych bun¢k rakoviny prsu

(Ke a kol., 2016). Chemicka struktura morinu je zobrazena na obrazku 12.

HO OH

HO O

OH
OH O

Obrazek 12 Chemicka struktura morinu (www.intechopen.com)

2.1.10 Linalol

Linalol patii do rozsahlé skupiny terpent a terpenoidi. Terpenoidy jsou nejpocetnéjsi skupinou
ptirodnich latek s rozmanitou strukturou nachazejici se v mnoha rostlinach (naptiklad Medurka
lékarskd, Trnovnik akat bily ¢i Smil pisecny), dale také v houbach, plisnich a mofskych

zivocisich (Ludwiczuk a kol., 2017; www.celostnimedicina.cz). Bylo identifikovano vice nez
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20 000 terpenoidt a dalsi jsou stale objevovany (Keeling a Bohlmann, 2007). Tyto slouc¢eniny
jsou sekundéarni metabolity pfitomné ve vétSin€ organismil, zejména v rostlindch. Bylo zjiSténo,
7e terpenoidy maji Siroké spektrum uc¢inkt, jako je napfiklad snizeni oxida¢niho stresu,
potlaceni zanétu, regulace bunééného cyklu, indukce apoptozy, inhibice proliferace bunék, aj.

(Nevzorova a kol., 2017).

Linalol je acyklicky alkohol, ktery patfi mezi hlavni kvétinové viné Vv ptirodé. Asi 70 %
terpenoidu kvétinovych vini piedstavuje praveé linalol. Vyskytuje se v éterickych olejich vice
nez 200 druhi rostlin. Zejména mnoho rostlin ¢eledi Hluchavkovité (Lamiaceae), Vaviinovité
(Lauraceae) a Routovité (Rutaceae). Také nékteré skupiny hub produkuji tento monoterpenovy

alkohol (Aprotosoaie a kol., 2014). Chemicka struktura linalolu je uvedena na obrazku 13.

HsC OH CHj

s 2

CHs

Obrazek 13 Chemicka struktura linalolu (chemistry.about.com)

Vzhledem Kk chiralnim vlastnostem hydroxylovaného tretiho uhliku se v rostlinach vyskytuji
dva linalové enantiomery, a to coriandrol a licareol. Tyto enantiomery maji riizné vonné profily.
Coriandrol je vnimén jako sladky, kvétinovy, bylinny a podobny citrusovym
a ovocnym tonim, zatimco licareol ma vini podobnou levanduli. Diky tomu se pouziva
v parfumerii, pfidava se do detergentii pro domacnost, a také se pouziva jako insekticid pro
kontrolu ektoparazitti zvifat. V n€kterych rostlinnych produktech (naptiklad merunkach) se
linalol nachazi jako racemat, ten je také produktem fermentac¢nich procesu, které se vyskytuji

pfi vyrobé potravin (Aprotosoaie a kol., 2014).

Terpenoidy jsou zahrnuty ve vSech formach interakci rostlin s jinymi organismy, v¢etné jejich
reprodukce, obrany a signalizace. Jsou nejvice riznorodou skupinou chemickych latek
rostlinného ptivodu a lidmi jsou po staleti pouzivany v tradi¢nich i modernich primyslovych

aplikacich (Keeling a Bohlmann, 2007).

29



2.1.11 Farnesol

Farnesol je alkohol vyskytujici se v kvasinkovych bunikach. Jedna se o molekulu potifebnou
k prab¢hu QS u kvasinky Candida albicans. Farnesol je hojné¢ zastoupen v éterickych olejich
a ma obecné Sirokou Skalu biologickych uc¢inki. Muze napiiklad inhibovat rist mnoha
mikroorganismd, potlacit prechod nékterych dimorfnich hub z kvasinek do vlaknité formy
a zvysit mikrobialni citlivost na antibiotika. Prokazuje dulezitou roli v odolnosti vici
oxidativnimu stresu a ma cytotoxicky ucinek na kvasinku Candida albicans a dalsi
mikroorganismy, a to vyvolanim apoptézy v uréitych koncentracich a za specifickych
podminek prostedi (Wang a kol., 2017a). Mimo jiné ma farnesol potencial zmiriovat masivni
zanét a poskozeni plic (Ku a Lin, 2016). Farnesol také funguje jako chemopreventativni
a protinadorové ¢inidlo in vivo (Joo a Jetten, 2010). Chemicka struktura farnesolu je zobrazena

na obrazku 14.

CH, CH, CHj

H4C AN S X OH

Obrazek 14 Chemicka struktura farnesolu (upraveno Nickerson a kol., 2006)

2.1.12 Mentol

Mentol je alkohol pfirozené se vyskytujici v riznych matovych olejich. Je hlavni slozkou
éterickych oleji divoké Maty americké (Mentha canadensis L.) a Maty peprné (Mentha
piperita) (Turcheniuk a kol., 2015). Vzhledem Kk pomérné jedineéné aromatické vini
a chladicim vlastnostem je mentol Siroce pouzivan v riznych spotiebnich vyrobcich, a to véetné
1é¢iv, kosmetiky a tabaku, cukrovinek, zvykacek, likérli, zubnich past, Sampont
a napiiklad mydel (Han a kol., 2016). Pro 1écebné ucely byl pouZzivan jiz od staroveku. Nékolik
studii ukazalo, ze vedle vlivu na senzorické parametry ma | antibakterialni
a antifungicidni Géinky (Turcheniuk a kol., 2015). Chemickou strukturu mentolu zobrazuje
obrazek 15.
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Obrazek 15 Chemicka struktura mentolu (www.jpbsonline.org)

2.1.13 Kafr

Kafr je terpenoid ziskany z kafrového stromu, ktery pochdzi z Ciny a je soudasti tfidy
bioaktivnich sloucenin syntetizovanych rostlinami (Santos a kol., 2017). Konkrétné¢ kafr
pochazi z kiry Kafrovniku lékaiského (Skoficovnik kafrovnik; Cinnamomum camora) a je
hlavnim esencialnim olejem v mnoha aromatickych rostlinach jako je fecka Salvéj (Salvia
fruticosa), Salvéj levandulova (Salvia levandulifolia), svatolina (Santolina insularis)

a Pelyn¢k ro¢ni (Artemisia annua) (Sokolova a kol., 2017).

Kafr je medicinsky pouzivan od starovéku v Ciné a od stiedovéku v Evropé. V soucasné dobé
se pouziva predevsim kvili antimikrobialnim, antivirovym a analgetickym ucinktim, stejné tak
je vyuzivan jako insekticid. Kafr se také nachazi v mnoha kosmetickych piipravcich,
osv€Zovacich vzduchu a potravinaiskych vyrobcich. Také derivaty kafru vykazuji rizné
biologické ucinky, napiiklad 1,3-thiazoly na bazi kafru maji vyznamné antibakterialni
a fungicidni u¢inky (Sokolova a kol., 2017). Dnes se kafr pouziva jako aktivni slozka mnoha
masti a inhalanti, které se pouZzivaji zejména k 1écbé chladové bolesti a muskuloskeletalni
bolesti (Vatanparast a Andalib-Lari, 2017). Chemicka struktura kafru je uvedena na obrazku
16.

H3C_ CHs

H3C O

Obrazek 16 Chemicka struktura kafru (www.tnjchem.com)
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2.1.14 Artemisinin

Artemisinin je izolovan z Pelynku ro¢niho (Artemisia annua) (Zhao a kol., 2017). Biologicka
aktivita artemisinint je siln€ spojovana S piitomnosti endoperoxidového miistku, ktery se podili
na tvorb¢ reaktivnich forem kysliku a volnych radikali peroxidu indukujicich oxida¢ni stres,
poskozeni DNA, alkylaci cilovych proteinti a apoptozu (Letis a kol., 2017). Artemisinin a jeho
analogy byly pouzivany k 1écbé malarie. Také bylo zjist€éno, ze artemisinin ma silné
protinadorové (in vitro a in vivo) a protizanétlivé ucinky, zmirfiuje chronické poskozeni jater
vyvolané¢ konzumaci alkoholu, a také vykazuje ochranny ucinek proti chronické otravé
alkoholem (Zhao a kol., 2017). Artemisinové slouceniny také prokazaly cytotoxické Gcinky
viéi bunéénym liniim leukemie, tlustého stfeva, melanomu prsu, vajecniku, prostaty,
centralniho nervového systému a rakoviny ledvin (Letis a kol., 2017). Chemicka struktura je

znazornéna na obrazku 17.

Obrazek 17 Chemicka struktura artemisininu (en.pharmacodia.com)

2.1.15 Esencialni oleje

Esencialni oleje jsou tékavé kapaliny, které se ziskavaji z riznych aromatickych rostlinnych
materiald, jako jsou kvéty, semena, listy, pupeny, vétvicky, kiira, koteny, byliny, dfevo ¢i ovoce
(Guerra-Rosas a kol., 2017). Jiz mnoho let je znamo, ze vykazuji antimikrobialni
a fungicidni G¢inky a jsou pouzivany proti Siroké $kale bakterii a hub (Filoche a kol., 2005;
Sharma a kol., 2017).

Aktivita esencidlnich olejl je spojena s ptisluSnym slozenim, konstrukénim uspotddanim prvka
tékavych olejl a jejich funkcnich skupin a moznymi synergickymi interakcemi mezi slozkami.
Nékteré studie uvadi, ze komponenty s fenolickou strukturou jako je thymol

a eugenol, coZ jsou hlavni G¢inné slozky éterickych olejii, maji né€které antimikrobidlni G€inky
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(baktericidni a bakteriostatické ucinky) vici grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim,

ale i vuci kvasinkam (Marqués-Calvo a kol., 2017).

2.1.16 Allicin

Allicin je ptirodni latka obsahujici siru, ktera je obsaZena v zelening z ¢eledi Cesnekovité
(Cesnek a cibule). Ma Siroké spektrum antimikrobidlnich ucinkd proti prokaryotickym
a eukaryotickym buiikdm. Je to molekula, ktera ddva ¢esneku charakteristicky zdpach. Jediny
¢esnek muize produkovat az 5 mg allicinu. Allicin ma ochranou funkci vici bakteriim, houbam
a hmyzu. Dale také vykazuje Sirokou Skalu fyziologickych ucinkia s dopadem na ¢lovéka. Patii
sem zejména ucinky na metabolismus lipidi a krevni tlak. Dale se ukazalo, Ze je allicin silnym
induktorem apoptézy v riznych rakovinnych bunéénych liniich (Gruhlke a kol., 2017).

Chemicka struktura allicinu je uvedena na obrazku 18.
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Obrazek 18 Chemicka struktura allicinu (pharmaxchange.info)

2.1.17 Cinnamaldehyd

Cinnamaldehyd (skoticovy aldehyd) je hlavni slozka skoticového oleje, ktera pisobi jako velmi
uéinné antimikrobialni ¢inidlo proti mnoha potravinovym bakteriim, véetn¢ Escherichia coli.
Je to tedy ptirodni antimikrobialni slou¢enina, ktera poskozuje cytoplazmatickou membranu,
inhibuje vyvoj pfepazky a zpiisobuje prodlouzeni bun€k. Stejné tak vyvolava oxidacni stres
v Escherichia coli (Visvalingam a kol., 2017). Cinnamaldehyd ma Siroky rozsah

w1

2015). Chemicka struktura je znazornéna na obrazku 19.

33


https://cs.wikipedia.org/wiki/%C4%8Cesnekovit%C3%A9

Obrazek 19 Chemicka struktura cinnamaldehydu (thescienceofacne.com)

2.1.18 Vanilin

Vanilin se hromadi v luscich Vanilovniku plocholistého (Vanilla planifolia), kde je ukladan ve
form¢ glukovanilinu. Vanilin je pravdépodobné nejoblibenéjsi chutova latka na svété
a slabé antimikrobialni ¢inidlo (Yang a kol., 2017). Je to klicova piisada do potravinaiskych
vyrobkd, parfumerie, dale se pouziva jako meziprodukt ve farmaceutickém primyslu. Lusky
vanilky stéle ztistavaji jedinym zdrojem ptirozeného vanilinu, ktery ptispiva pouze 1 % svétové
produkce. Proces extrakce vanilinu je nakladny a poptdvka po této univerzalné oblibené
aromatické smési nemuze byt uspokojena samotnymi vanilkovymi boby. Synteticky vanilin je
podobny tomu, ktery je obsazen ve vanilovych luscich, ale jeho viiné a chut’ se od ptirodniho
li$i. DGvodem je to, ze rizné slouceniny, které davaji asociativni u¢inek v ptirodnim extraktu
nejsou piitomné v tom syntetizovaném (Harshvardhan a kol., 2017). Chemickd struktura

vanilinu je zobrazena na obrazku 20.

OCH;

OHC OH

Obrazek 20 Chemicka struktura vanilinu (Hamd a kol., 2013)
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3 TESTOVANI VLIVU PRIRODNICH LATAK NA TVORBU
BIOFILMU

3.1 Metodiky pro sledovani tvorby biofilmu v pFitomnosti antimikrobialnich
latek

Mikroorganismy rostouci v podobé biofilmu jsou spojovany S chronickymi a rekurentnimi
lidskymi infekcemi a jsou vysoce odolné proti antimikrobidlnim latkam. K dispozici jsou rtizné
metody pro zjistovani produkce biofilmu, a to metoda v mikrotitra¢nich destickach ¢&i ve
zkumavkach, znamé jako Christensenovy metody, dale kultivace na agaru s kongo-Cerveni,
bioluminescenc¢ni test a fluorescenéni mikroskopické vysetieni. Byla uskute¢néna studie, ktera
porovnavala uc¢innost tii metod, metodu v mikrotitraénich destickach, ve zkumavkach
a kultivaci na agaru s kongocerveni. Zjistilo se, Ze metoda v mikrotitra¢nich destickach je
metoda vhodna ke kvantitativnimu hodnoceni, je spolehlivéjsi a reprodukovatelngjsi nez ostatni

zminované metody. Pro detekci mikroorganismu tvoficich biofilm je tedy vhodné;si (Hassan

akol., 2011).

3.1.1 Christensenova metoda v mikrotitraénich desti¢kach

Tento kvantitativni test popsany Christensenem a kol. (1995) je povazovan za standardni
metodu pro detekci biofilmu (Hassan a kol., 2011). Principem této metody je zaoCkovani
mikroorganisml do jamek s kultivatnim médiem. Desticka se necha inkubovat pi1 vhodné
teploté. Po kultivaci jsou jamky desticky promyty pufrem, aby doslo k odstranéni planktonnich
bun¢k. Adherované buriky se zafixuji a vznikly biofilm se nasledné obarvi naptiklad pomoci
krystalové ¢i gencianové violeti, aj. Na zavér se méfi absorbance nartstu biofilmu, ktery vznikl
na sténach jamek, pti odpovidajici vinové délce. Na zakladé ziskanych hodnot absorbanci 1ze
mikroorganismy rozdé¢lit do skupin na silné biofilmpozitivni, slabé biofilmpozitivni

a biofilmnegativni (Christensen a kol., 1985).

Kim a Park (2013) vyuzili tuto metodu ke sledovani tvorby biofilmu Pseudomonas aeruginosa
v pritomnosti 6-gingerolu. Kultura Pseudomonas aeruginosa v AB médiu (minimalni ristové
médium pouzivané pro bakterialni kultury) byla zfedéna Cerstvym AB médiem (1 : 20)
obsahujicim pfislusnou koncentraci zazvoru (1 - 10 %). Vznikla suspenze byla rozpipetovana
do 96-jamkové polystyrenové mikrotitra¢ni desti¢ky a inkubovana pti 37 °C po dobu 24 hodin

bez michani. Po kultivaci byla zmétfena optickd denzita pti 595 nm. Suspenze byla nasledné
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z desticky vyklepnuta a desticka byla promyta fosfaitovym pufrem. Biofilm byl obarven
1% krystalovou violeti po dobu 30 minut. Poté bylo barvivo vyklepnuto. Krystalova violet
navazana na biofilm byla eluovana za pouziti 100% ethanolu a kvantifikovana métenim optické
denzity pifi 545 nm. Vysledky metody v mikrotitraénich destickach ukazaly ucinnost
zazvorového extraktu na tvorbu biofilmu. Tvorba biofilmu za pfitomnosti extraktu byla

0 39 - 56 % nizsi nez U kontrolniho vzorku bez extraktu.

Kim a Park (2013) dale vyuzili stejnou metodu, jako v ptipadé Pseudomonas aeruginosa, ke
sledovani tvorby biofilmu kment Escherichia coli, Staphylococcus aureus a Bacillus
megaterium. V tomto piipadé pouzili lyzogenni bujon (LB) jako rustové médium. Vytazek

zazvoru opét inhiboval riist téchto bakterii.

Quave a kol. (2012) vyuzili metodu v mikrotitra¢nich desti¢kach, jejichz jamky byly pokryty
lidskymi plazmatickymi proteiny, ke sledovani tvorby biofilmu Staphylococcus aureus
Vv ptitomnosti kyseliny elagové. Jamky byly potahovany po dobu 24 hodin pii 4 °C 20% lidskou
plazmou ziedénou v karbonatovém pufru (pH = 9,6). Po nao¢kovani a piidani vhodného média
byly desti¢ky inkubovany bez tiepani pii 37 °C po dobu 24 hodin. Nasledné byl pouzit fosfatovy
pufr, ethanol pro fixaci pfilnavych bunék a 0,41% krystalova violet ve 12% ethanolu.
Kvantitativni posouzeni tvorby biofilmu bylo dosazeno piidanim 100 ml ethanolu a inkubaci
pfi pokojové teplot¢ po dobu 10 minut. 50 ml eluatu bylo poté pfevedeno na sterilni
mikrotitratni polystyrenovou desticku a byla zméfena absorbance. Vysledky ukazaly, ze

ptirodni produkty bohaté na kyselinu elagovou inhibuji tvorbu biofilmu Staphylococcus aureus.

Dos Santos Rodrigues a kol. (2017) vyuzili tuto metodu ke sledovani tvorby biofilmu
Staphylococcus aureus, v pritomnosti oreganového esencialniho oleje a karvakrolu. Do kazdé
z Sesti jamek mikrotitrani polystyrenové desticky obsahujici 180 pl TSB (tryptonsojovy
bujon) doplnéného glukdzou, bylo napipetovano 20 pul alikvotni ¢asti bakterialni suspenze.
Desticka byla inkubovana aerobné za statickych podminek po dobu 18 hodin pfi teploté
35 °C. Na promyti jamek byl pouzit sterilni roztok NaCl, na fixaci methanol a na obarveni
krystalova violet. Za pouziti mikrodestickového spektrofotometru byla zméfena absorpce pti
492 nm. Pro kvantifikaci intenzity tvorby biofilmu byla primérna optickd denzita kazdého
izolatu porovnana s optickou denzitou negativniho kontrolniho kmene. V této studii bylo

97,2 % izolati povazovano za producenty biofilmd.
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3.1.2 Christensenova metoda ve zkumavkach

Metoda je podobna jako Christensenova metoda v mikrotitra¢nich destickach. Kultivace vSak
probiha ve zkumavkach. Principem této metody je tedy kultivace testovaného mikroorganismu
ve zkumavce a nasledné obarveni (napiiklad trypanovou modii nebo safraninem) vzniklého
biofilmu. Pro kultivaci se nejcastéji pouziva TSB nebo mozkosrdcova infaze (BHI) (Nyenje
akol., 2013). Pozitivnim vysledkem této metody je pfitomnost obarvené vrstvy na vnitini strané
zkumavky (vznikly biofilm) (Oliveira a Cunha, 2010). Jedna ze studii potvrzuje vhodnost BHI
a TSB média pro kultivaci biofilmu bakterie Enterobacter cloacae. Zasadni vliv v§ak na tvorbu
biofilmu ma zvolena kultivacni teplota a Cas, které vyznamné ovliviiuji tvorbu biofilmu této

bakterie (Nyenje a kol., 2013).

Mohsenipour a Hassanshahian (2015) sledovali u¢inky vytazka Cesneku kuchyiiského (Allium
sativum) na tvorbu biofilmu u Sesti patogennich bakterii. Vysledky této studie poukazuji na to,
ze by Cesnekové extrakty mohly snizit tvorbu biofilmu u bakterii az o 62,72 %. Mathur a kol.
(2013) zjistili, Ze esencialni oleje z Allium sativum mohou snizit tvorbu bakterie Klebsiella

pneumoniae, a to az 0 47,5 %.

Sadekuzzaman a kol. (2017) pouzili Christensenovu zkumavkovou metodu ke sledovani
ucinnosti fagové smési jako biokontrolniho ¢inidla proti biofilmiim Listeria monocytogenes
tvotfenych na kuponech z pryZe a nerezové oceli. Biofilmy byly kultivovany pii 30 °C (10 °C)
po dobu 72 h (144 h) v TSB. Vysledky této studie ukazaly, Ze smés fagt, ktera byla pouzita pro
Listeria monocytogenes, by mohla u¢inné snizit pocet bun€k tvoticich biofilm v potravinaistvi

nebo na povrsich, které prichazi do kontaktu s potravinami.

3.1.3 Kultivace na agaru s kongo-¢erveni

Tato metoda je zaloZena na kultivaci sledovaného mikroorganismu na BHI agaru obsahujicim
sachardzu a barvivo kongo-Cerven. Studie prokazaly, ze tato metoda neni moc presna, ale je
snadno proveditelnd. Neni vSak tak finanéné€ naro¢na. Hodnoceni je zaloZeno na vizualni

analyze barvy kolonii, které na agaru narostou (Kaiser a kol., 2013).

Podle autorti Freemen a kol. (1989) tvoii producenti biofilma na agaru s kongo-cerveni ¢erné
kolonie a neproducenti cervené. Byla pouzita pétibarevna referencni stupnice pro piesné uréeni
vSech barevnych variaci, které kolonie vykazovaly. Izolaty ptfedstavujici dva odstiny cerné,

jasné Cerné a suché neprisvitné cerné, byly klasifikovany jako producenti biofilmu, zatimco
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cervené, ruzové a bordo kolonie byly klasifikovany jako biofilm negativni. V nékterych
pfipadech se uprostied cerné kolonie po 48 hodindch kultivace objevily cervené
a bord6 subkolony. Tyto kolonie byly odstranény a subkultivovany 24 hodin na agaru
s kongo-Cerveni, aby byly ziskany ¢isté izolaty produkujicich a neprodukujicich variant

(Oliveira a Cunha, 2010).

Pfidanim nebo substituci nékterych latek nebo zménou nékterych parametri se mize zvysit
ptresnost této metody. Cilem jedné studie bylo zménit sloZzeni média agaru s kongo-cerveni
a inkubacéni parametry, kvuli zlepSeni ptfesnosti detekce biofilmu produkovaného riznymi
kmeny Staphylococcus epidermidis. Kmeny Staphylococcus epidermidis byly kultivovany na
BHI s 0,08 % kongo-cervené doplnéné 5 % sacharézy. Kmeny byly inokulovany metodou
¢arkovani a inkubovany pii teploté 35 °C za aerobnich podminek po dobu 24 a 48 hodin. Kmeny
stafylokokt produkujici biofilm tvoftily ¢erné kolonie, zatimco kmeny neprodukujici biofilm
tvorily ¢ervené kolonie. Kmeny byly také inkubovany pfti 35 °C za mikroaerofilnich podminek
a byly hodnoceny po 24 a 48 hodinéch. Pti aerobni inkubaci pfi teploté 35 °C po dobu 24 hodin
39 kmenit produkovalo biofilm a vykazovalo kolonie s barvami od hnédé¢ po cernou.
Po 48 hodinach inkubace pocet izolatl, které produkovaly biofilm za 24 hodin, klesl na 20. Za
mikroaerofilnich podminek produkovalo 11 kment biofilm po 24 hodinach kultivace a 4 kmeny
po 48 hodinach (Kaiser a kol., 2013). Rachid a kol. (2000) testovali vliv rizné koncentrace
NaCl a glukézy v ristovém médiu na kmeny Staphylococcus epidermidis. Jejich vysledky
ukazaly, ze vys$si koncentrace NaCl (4 % a 5 %) a 1,5 % a 2 % glukozy byly nejlepsimi
induktory pro tvorbu biofilmu (Kaiser a kol., 2013).

Lee a kol. (2016) pouzili tuto metodu ke sledovani tvorby biofilmu u 47 kmenti Staphylococcus
sp., a to vcetné 36 kment Staphylococcus aureus. Kultivace probihala na agaru
s kongo-Cerveni, kterym byl tryptonsojovy agar nebo BHI agar s 3,6 % sacharozy

a 0,08 % kongo-Cervené.

Dos Santos Rodrigues a kol. (2017) vyuzili tuto metodu kultivace ke sledovani tvorby biofilmu
Staphylococcus aureus v ptitomnosti oreganového esencialniho oleje a karvakrolu. Izolaty byly
carkovany na povrch agaru s kongo-cerveni, inkubovany pfi teploté 35 °C po dobu 24 hodin
a dale ponechany pfi pokojové teploté dalSich 48 hodin. Barva kolonie byla uré¢ena podle
Ctyibarevné stupnice od Cervené po Cernou. 88,9 % izolati vykazovalo schopnost tvorby

biofilmu.
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3.1.4 Mikroskopické metody

V soucasné dob¢ se pouzivaji rizné metody pro detekci tvorby biofilmu, véetné vizudlniho
posouzeni pomoci elektronové mikroskopie s pouzitim raznych typi mikroskopu.
NejuniverzalnéjSim a nejucinnéjSim nedestruktivnim pfistupem pro studium biofilmu je
konfokalni laserova skenovaci mikroskopie (CLSM). Bridier a kol. (2010) navrhli CLSM
v kombinaci s pouzitim 96-jamkovych mikrotitracnich desticek pro studium tvorby
struktury biofilmu. Autofi uvedli, Ze kombinace pouziti mikrotitratnich desticek
a konfokalniho zobrazeni se ukazalo byt jako dobra alternativa K jinym vysoce vykonnym
a bézné pouzivanym metodam, jelikoz umoziuje in situ kvalitativni a kvantitativni hodnoceni

biofilmové struktury (Oliveira a Cunha, 2010).

Yang a kol. (2016) sledovali efekt ,,LongZhang gargle* z ¢inskych bylin na tvorbu biofilmu
Streptococcus mutans in vitro. Morfologickou zménu Streptococcus mutans pozorovali pomoci
elektronové mikroskopie. Sledovali tlusty a relativné silny biofilm v kontrolni zén€. Integrita
biofilmu byla naru$ena pti pouziti riznych koncentraci ,,LongZhang gargle*. Pti koncentraci
8 % byly pozorovany pouze rozptylené bakterie. Vysledky CLSM naznacuji, Zze syntéza
extracelularnich polysacharidi by mohla byt inhibovana ,,LongZhang gargle* jiz pii pomérné
nizké koncentraci. Tato zjisténi svéd¢i o tom, Ze ,,LongZhang gargle* muze byt slibnym
pfirodnim antikariogennim c¢inidlem, jelikoz potlacuje planktonni rist, produkci kyselin

a tvorbu biofilmti Streptococcus mutans.

Quave a kol. (2012) pouzili tyto techniky pro sledovani inhibice tvorby biofilmu
Staphylococcus aureus vlivem derivati kyseliny elagové z Ostruziniku jilmolistého (Rubus
ulmifolius). Dva kmeny Staphylococcus aureus a jejich izogenni mutanti byly kultivovany
v mikrotitracnich destickach s 96 jamkami. Po 20 hodinach byl obsah jamek odsan a jamky
byly promyty 0,85% roztokem NaCl. Vytvofeny biofilm byl poté barven LIVE/DEAD
barvenim ve tm¢ pii pokojové teploté po dobu 18 minut. Jamky byly nésledné jemné promyty
0,85% roztokem NaCl pied pozorovanim CLSM. Fluorescence byla sledovana pti 488 nm.
Vysledky ukazaly, ze extrakt zkotfene Rubus ulmifolius inhibuje tvorbu biofilmu

Staphylococcus aureus.

Namasivayam a Roy (2013) vyuzili elektronové mikroskopie pfi sledovani antibiofilmovych
ucinka 1éc¢ivych rostlinnych extrakti proti biofilmu klinického izolatu Escherichia coli.
Biofilmy byly vySetfovadny po zpracovani vzorkid metodou suseni mrazem. Biofilmy byly

fixovany glutaraldehydem, jemné promyty v destilované vodé a poté ponoieny do kapalné
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smési propan/isopentan pii 2196 °C pted lyofilizaci ve vakuu. Vzorky byly nakonec potazeny
zlatem a paladiem a pozorovany pod skenovacim elektronovym mikroskopem. Vysledky této

studie ukazaly isp&$ny inhibi¢ni vliv na tvorbu biofilmu Escherichia coli.

3.2 Vliv prirodnich latek na tvorbu biofilmu

V poslednich tfech desetiletich bylo po celém svété provedeno nékolik studii, zejména
v Latinské Americe. V téchto studiich byly u celé¢ fady fytochemickych latek zjistény
antimikrobialni G¢inky. Kvuli jejich vy$§i minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC), ktera
ptedstavuje 100 - 5000 g/ml, je ve srovnani s antibiotiky nelze vyuzit v monoterapii, protoze
antibiotka maji hodnotu MIC 0,031 - 512 g/ml. Dalsi studie se zamé&fily na G¢inky kombinace
antibiotik a fytochemickych latek. Vysledky ukézaly, ze fytochemické latky moduluji nebo
upravuji mechanismy rezistence u bakterii, coZz naznacuje, Ze mohou byt pouzivany
v kombinaci s antibiotiky ke zvySeni u¢innosti, a tedy ke snizeni davky antibiotik (Touani
a kol., 2014; Santiago a kol., 2015).

3.2.1 Berberin

Wang a kol. (2017c) provedli studii, ve které byl zkouman ucinek berberinu vuéi adhezi
a tvorbé biofilmu Staphylococcus epidermidis na discich z titanové slitiny. Vysledky tohoto
vyzkumu ukéazaly schopnost berberinu inhibovat adhezi Staphylococcus epidermidis na

titanovych povrsich, z ¢ehoZz plyne i jeho schopnost inhibice celé tvorby biofilmu.

3.2.2 Sanguinarin

Pokud jde o antibakterialni i¢inky alkaloidd, fada studii prokazala, Ze mnoho z téchto slouc¢enin
by mohlo hrat roli v 1écbé nékolika infekénich onemocnéni. Jednim z téchto alkaloidh
schopen inhibovat bakteridlni pfilnavost k povrchu zubid. Neékteré alkaloidy také inhibuji
formovani bakterialniho biofilmu. Stiplavy olej Gerstvého zazvoru (6-gingerol) snizuje tvorbu
biofilmu Pseudomonas aeruginosa a potlacuje produkci faktort virulence (Barbieri a kol.,
2016).
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Cilem studie Zhong a kol. (2017) bylo vyhodnotit aktivitu sanguinarinu vici biofilmam
kvasinky Candida albicans. Vysledky této studie ukazuji, ze sanguinarin vykazuje silné

inhibi¢ni u€inky vici testovanym kvasinkovym biofilmiim.

3.2.3 Karvakrol, thymol a eugenol

Latky karvakrol, thymol a eugenol, souhrné fenoly a fenolické étery, jsou hlavni slozky
oreganového extraktu a maji silnou antimikrobialni aktivitu vici Sirokému spektru patogent,
v¢etné¢ Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus. U téchto latek
bylo zji$téno, Ze jsou ucinné nejen na planktonni burky, ale také na biofilmy tvofené Candida
albicans, které jsou rezistentni vi¢i mnoha antifungalnim latkdm. Karvakrol prokazal
nejsilngj$i antifungalni ucinky vuci biofilmu Candida albicans s minimalni inhibi¢ni
koncentraci nizs§i nez 0,03 %. Dale bylo prokéazano, ze je G¢inny bez ohledu na zralost biofilmu
(Rao a kol., 2010).

Konkrétné thymol vyrazné snizuje tvorbu biofilmu bakterie Actinobacillus pleuropneumoniae.
In vitro reguluje expresi virulence (Wang a kol., 2017b). V jedné ze studii zamétenych na
sledovani vlivu karvakrolu se zjistilo, Ze dokézal inhibovat tvorbu bakteridlniho biofilmu
Pseudomonas aeruginosa. Antibiofilmovy potencial karvakrolu miiZze souviset s pferuSenim
QS. Karvakrol by mohl byt pouzivan v potravinarstvi jako latka ucinna viicéi tvorbé biofilmu.
Zavér této studie tedy naznacuje, Ze by mohl byt vyuZzivan k vyvoji novych a bezpecnych

Sirokospektralnich antibiofilmovych a anti-QS sloucenin (Tapia-Rodriguez a kol., 2017).

3.2.4 Rutin, kvercetin a morin

Skupina ptirodnich latek, které spadaji do skupiny flavonoidd, jako jsou jiz dfive zminéné latky
rutin, kvercetin ¢i morin, je Siroce studovana. Mnoho studii se zamé&fuje na antibakterialni
ucinky viici adherovanym bunkam. Védci se také zabyvaji sledovanim vlivu téchto latek, kdy
sleduji vliv na mikrobialni spolecenstva, tedy biofilmy. Prokazalo se, Ze flavonoidy maji

antibiofilmovou aktivitu (Manner a kol., 2013).

Rutin byl zkouman pro inhibi¢ni G€inky vici biofilmu pfi minimalnich inhibi¢nich
koncentracich, a to vici potravinovym patogenum Escherichia coli a Staphylococcus aureus.
Byla to prvni studie, ktera popsala t¢inek rutinu na smiSené biofilmy Escherichia coli

a Staphylococcus aureus. Zavéry této studie ukazaly potencialni aplikaci rutinu pfi prevenci

vaci tvorbé biofilmu na pramyslovych zafizenich a na povrSich, které jsou v kontaktu
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S potravinami, tedy schopnost rutinu pfedchazet kontaminaci potravin a jejich znehodnoceni

(Al-Shabib a kol., 2017).

3.2.5 Farnesol

N¢kolik studii potvrdilo inhibi¢ni u€inek farnesolu na rtst nekterych bakterii. Také se zjistilo,
ze farnesol je schopny blokovat rist biofilmu (Wang a kol., 2017a). Cilem jedné ze studii byla
analyza in vitro aktivity samotného farnesolu a kombinace s antibakterialnimi 1écivymi latkami
jako jsou amoxicilin, doxycyklin, ceftazidim a sulfamethoxazol-trimetoprim, a to vaci
biofilmim vytvofenych bakterii Burkholderia pseudomallei. Vysledek této studie prokazal
uc¢innost farnesolu proti biofilmiim Burkholderia pseudomallei a jeho potencujici ucinek na

aktivitu antibakterialnich 1é¢iv (Castelo-Branco a kol., 2016).

3.2.6 Mentol

Dalsi studie se zabyvala in vitro aktivitou terpend (vCetné mentolu) viaci biofilmim
vytvofenych kvasinkami rodu Candida. Ukazalo se, ze nanodiamantové ¢astice modifikované
mentolem mirn¢ ovliviiovaly rist Staphylococcus aureus a Escherichia coli. Dale se zjistilo, ze
tyto Castice inhibovaly rust biofilmu Staphylococcus aureus a Escherichia coli (Turcheniuk
a kol., 2015).

3.2.7 Esencialni oleje

Antimikrobidlni aktivitu esencidlnich olejii nelze vysvétlit pouze jedinym specifickym
mechanismem, ale spiSe kombinovanym u¢inkem riznych latek. Bylo provedeno mnoho studii
za pouziti bakterii, virdi a hub. Tyto latky jsou obecné u€innéjsi proti grampozitivnim bakteriim
oproti bakteriim gramnegativnim. Antibakterialni u¢inek spoc¢iva v hydrofobnim charakteru
olej, které mohou oddélovat lipidy bakterialnich bunécnych membran. Esencidlni oleje mohou
také inhibovat produkci bakteridlnich esencidlnich enzymi nebo ovlivnit bakterialni geneticky

material (Han, 2014).

Esencidlni oleje bohaté na monoterpenoidy a aromatické derivaty jsou Siroce pouzivany jako
antimikrobialni inhibitory rstu biofilmu, antioxidanty a podporujici ¢inidla pro potravinové

technologie. Ziskavaji se né€kolika extrakénimi metodami, jako je naptiklad extrakce
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organickym rozpoustédlem, hydro-destilace, mikrovinna hydro-difuse nebo také gravitace

(Grumezescu a kol., 2017).

Esencidlni oleje jsou také i€innymi antibakterialnimi latkami vici Sirokému spektru bakterii,
a to v¢etné Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Escherichia coli, Shigella dysenteria,
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus a Salmonella typhimurium (Guerra-Rosas a kol., 2017).

Byla provedena studie, ktera se zabyvala zkoumanim ucinku matového esencialniho oleje.
Tento olej vykazoval in vitro antimikrobidlni G¢innost, nebot’ snizoval nebo inhiboval rust
Escherichia coli a Salmonella enteritidis. Inhibi¢ni G¢inek se se zvySujici se koncentraci

matového esencialniho oleje zlepSoval (Bitencourt a kol., 2014). Na obrazku 21 je zobrazen

antimikrobialni vliv matového esencialniho oleje vici Escherichia coli.

Obrazek 21 Antimikrobialni efekt matového esencialniho oleje viici bakterii Escherichia coli
(Bitencourt a kol., 2014)

A - Zdadny narust; B - narust bez pritomnosti esencidlniho oleje; C - narist s 0,5 % esencidalniho
oleje; D - narist s 1,0 % esencidlniho oleje; E - narist s 1,5 % esencidlniho oleje

Dale byly také testovany antimikrobidlni i€inky nanoemulzi, které obsahovaly rizné esencidlni
oleje vaci Escherichia coli a Listeria innocua. Vyssi antimikrobialni u¢inky, bez ohledu na typ
esencialniho oleje, byl zaznamenan vac¢i Escherichia coli v porovnani s Listeria innocua.
Snimky transmisni elektronové mikroskopie zobrazovaly zna¢né poskozené bunky Eschericha
coli, a to jak v cytoplazmg, tak i v cytoplazmatické membrang, coz nasledné vedlo k bunééné

smrti (Guerra-Rosas a kol., 2017).

3.2.8 Ostatni prirodni latky

Infekce souvisejici s biofilmem kvasinky Candida albicans a dal§imi rezistentnimi
mikroorganismy, jsou vaznym problémem pro osoby s oslabenou imunitou. Jsou tedy zapotiebi
latky, které mohou biofilmim zabranit v riistu nebo je celé¢ odstranit. Ve studii, kterd se

zabyvala antimikrobialnimi u¢inky terpenoidl, bylo analyzovano 28 terpenoidd rostlinného
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puvodu. Tyto latky byly testovany pro svou uc¢innost vi¢i rustu, virulencnim atributim
a biofilmim kvasinky Candida albicans. Osmnact latek vykazovalo minimalni inhibi¢ni
koncentraci pod 2 mg/ml pro buniky v planktonni formé. Lécba dal§imi ¢trnacti terpenoidy méla
za nasledek vyznamnou inhibici tvorby biofilmu, pficemz nékolik z nich bylo oznaceno za

inhibitory zralych biofilmi (Raut a kol., 2013).

Celkové byla provedena celd fada studii zaméfenych na sledovani Gcinkt polyfenolt na
bakterie a biofilmy. Byl prokazan antifungalni G¢inek proti adhezi a rastu biofilmu Candida
albicans (Shahzad a kol., 2014). Japonsti védci naptiklad potvrdili ucinky ¢ajovych polyfenolt
proti zubnimu kazu (Xie a kol., 2008). Dale naptiklad listi a olej z oliv jako zdroj polyfenolu si
vyslouZili pozornost diky své Siroké skale biologickych ucinki, véetné schopnosti inhibovat

nebo zpomalit rist fady bakterii a plisni (Carraro a kol., 2014).

Dale byla provedena studie, ktera také piinesla pfiznivé vysledky pfi sledovani
antibiofilmovych ucinkd vuci bakteridlnim biofilmim. Baicalein, vyznamny zastupce
flavonoidii ziskavany z kofent rostliny Scutellaria baicalensis (Sisak bajkalsky), inhiboval
tvorbu bakterialniho biofilmu Staphylococcus aureus. Dale redukoval produkci
stafylokokového enterotoxinu A a a-hemolyzinu a inhiboval QS systém. Diky témto vysledkim
by mohl baicalein pfinést novou strategii uc¢inné 1ééby pii infekcich spojenych s biofilmy

tvofenymi Staphylococcus aureus (Helmerick a kol., 2014; Chen a kol., 2016).
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4 ZAVER

Tato prace shrnuje poznatky a informace o mikrobialnich biofilmech. Dale jsou zminény
konkrétni piirodni latky s antimikrobialnimi uéinky, které maji vliv na tvorbu biofilmu. Zivot
v biofilmu je pro mikroorganismy z mnoha divodd vyhodné&jsi a ve vétSiné piipadd také
zakladnim zptsobem jejich pfirozené existence. Jelikoz, jak z textu bakalaiské prace vyplyva,
ma biofilm pfedevsim negativni ucinky na lidské zdravi, je tieba mu vénovat zna¢nou pozornost
a stale patrat po dalSich moznostech, které by piinesly pozitivni vysledky ohledné inhibice

tvorby biofilmu.

Informace uvedené v piedlozené praci také poukazuji na to, ze ne vzdy je nutné pouziti
»chemie®. Staci se jen porozhlédnout kolem sebe. Vzdyt’ ani ptivodni obyvatelé neméli zadné
jiné moznosti nez si poradit pouze s zivou piirodou, kterd je obklopovala. Vzhledem k tomu,
ze nebyli obklopeni zadnou civilizaci ani pokrokem védy, pfiroda je naucila, jak si ji vazit
a jak z ni vytézit to potiebné, pro kvalitnéjsi a delsi zivot. Doba, ve které Zili, byla plna
odhodlani pro jejich vlastni kreativitu, kdy dokazali vytvaret z nemozného mozné. Rostliny
a zivo¢ichové byli pro né v podstaté jedinym zdrojem potravy, Satli, zbrani, ale i zptisobem, jak

si pomoci pfi zranénich nebo nemocech.

Vypracovanim této prace jsem se dozvédéla mnoho novych a zajimavych informaci at’ uz
o biofilmu jako takovém, nebo o jednotlivych antimikrobialnich latkach, které jsou mezi lidmi

mnohdy znamé pouze svym nazvem.
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