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ANOTACE

Teoreticka Cast disertacni prace je zaméfena na aktualni taxonomicke informace
a charakteristiky rodi Campylobacter, Arcobacter a Sulfurospirillum. Déle jsou v textu
uvedeny informace o tvorbé mikrobialniho biofilmu, metodach detekce a sledovani
produkce biofilmu. V rdmci experimentalni ¢asti prace byly hodnoceny ucinky latek
s potencidlnim antimikrobialnim t¢inkem jak na planktonni bunky, tak také na bunky
ve struktuie biofilmu. Mezi sledované latky s antimikrobialnim uc¢inkem byla zahrnuta
antibiotika, hydrosoly a extrakty z oleja. Analyza olejovych extraktti byla provedena
pomoci kapalinové chromatografie a pomoci plynové chromatografie byl hodnocen

obsah biologicky aktivnich latek v hydrosolech.
KLiCOVA SLOVA

Arcobacter-like species, antibiotika, antimikrobialni latky, biofilm, Campylobacter

spp., extrakty, hydrosoly, pfirodni matrice
TITLE

Influence of natural substances on the survival of Arcobacter-like species and their

biofilm formation
ANNOTATION

The theoretical part of the dissertation is focused on current taxonomic information and
characteristics of the genera Campylobacter, Arcobacter and Sulfurospirillum.
In addition, information on microbial biofilm formation, detection methods and
monitoring of biofilm production are presented. In the experimental part of the work,
the effects of substances with potential antimicrobial activity on both planktonic cells
and cells in the biofilm structure were evaluated. The substances with antimicrobial
effect included antibiotics, hydrosols and oil extracts. The oil extracts were analyzed by
liquid chromatography and the content of biologically active substances in the hydrosols

was evaluated by gas chromatography.

KEYWORDS
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1 UVOD

Bohata a pestra strava je dtlezitou soucasti jidelnicku ¢lovéka. ZvySeny zajem o stravu
a zdravy zivotni styl ma za nasledek vyssi spotfebu Cerstvych surovin v mnoha regionech svéta.
Nicmén¢ stoupa i zajem o bezpe¢nost Cerstvych produktd a nezadvadnost potravin, ktera vSak
mize byt ohrozena napf. zbytky pesticidd, toxiny nebo patogennimi mikroorganismy.
Alimentéarni a infekéni onemocnéni jsou jednou z nejcastéjSich piiin umrti na celém svéte.
Problematikou, ktera se s timto tématem poji, je nadmérné uzivani chemickych latek,
dezinfekénich prostiedkd, 1é¢iv (zejména antibiotik), coz zvysuje tvorbu bakterialni rezistence.
Bakteridlni onemocnéni zplisobend multirezistentnimi kmeny bakterii jsou zavaznym
problémem, jelikoz odolnost rezistentnich bakterii stale stoupd a nékterd antibiotika jiz
na mikroorganismy nejsou dostate¢né ucinna. Bakterie ziskavaji rezistenci ruznymi
mechanismy, napf. mutacemi, pfijimanim novych genetickych informaci nebo ristem
v biofilmu.

Vzhledem Kk nartstajici rezistenci mikroorganismi je vhodné vénovat pozornost
antimikrobialnim u¢inktm pfirodnich latek, popf. jejich synergickému pusobeni s antibiotiky.
Biologicka aktivita piirodnich latek by mohla pomoci s nartstajicim problémem rezistence jak
planktonnich bunék, tak také biofilmovych struktur. Rada rostlinnych matric vykazuje uréité
antimikrobialni G¢inky. Jedna se napi. 0 byliny, ¢aje nebo esencialni oleje a jejich vedlejsi
produkty ziskané destilaci (hydrosoly).

V réamci studie byla hodnocena biofilmové tvorba u kmeni z ¢eledi Campylobacteraceae
a Arcobacteraceae izolovanych z potravin, vody a klinickych vzorkd. Tvorba biofilmu byla
monitorovana v aerobni a mikroaerofilni atmosféie po 24 nebo 72 hod. kultivace na rtizném
kultiva¢nim povrchu, a to pomoci modifikované Christensenovy metody. Déle byly sledovany
u¢inky vybranych matric s potencialnim antimikrobialnim ucinkem (antibiotika, hydrosoly
a extrakty z oleju) na planktonni buriky a na tvorbu biofilmu Arcobacter-like species a dalsich
vybranych mikroorganismti. U jednotlivych testovanych matric byla provedena chemicka

analyza pomoci kapalinové a plynové chromatografie.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Trida Campylobacteria

Rody Campylobacter, Arcobacter (Vandamme et al.,, 1991a) a Sulfurospirillum
(Scanlon et al., 2013; Schumacher et al., 1992) byly fazeny do tfidy Epsilonproteobacteria,
a to diky blizkym genotypovym a fenotypovym podobnostem. Dle nedavnych vysledki byla
navrzena reklasifikace tfidy Epsilonproteobacteria na tfidu Campylobacteria. Taktéz rod
Arcobacter byl ptrec¢lenén do samostatné ¢eledi Arcobacteraceae (Chieffi et al., 2020; Waite
etal., 2017; Waite et al., 2018).

Dle stavby bunécné stény patii tyto mikroorganismy mezi Gram-negativni bakterie.
Buiiky tvaru ty¢inek jsou 0,2-0,8 um Siroké a 0,5-5,0 um dlouhé. Buiiky mohou byt lehce
zakiivené do tvaru pismene S, V nebo byt stoGeny do tvaru spirdly. Vyjimeéné se mohou
vyskytovat v dlouhych fetizcich, zejména ve starSich kulturach mohou bunky vykazovat
i kokoidni tvar (Debruyne et al., 2008; Ursing et al., 1994). V nepiiznivém prostiedi netvoii
spory. Pohyblivost je umoznéna pomoci jednoduchého polarniho bi¢iku nebo piilezitostné vice
bi¢iky na jednom nebo obou koncich buriky (Debruyne et al., 2008).

Pro tyto mikroorganismy je typicky rist v mikroaerofilnim prostiedi, nékteré druhy jsou
vSak schopny rist za aerobnich ¢i anaerobnich podminek. Optimalni ristova teplota téchto
bakterii je 30-42 °C. Bakterie ¢eledi Campylobacteraceae a Arcobacteraceae neziskavaji
energii rozkladem sacharidi, metabolizuji v8ak aminokyseliny a karboxylové kyseliny.
Obsahuji enzymy oxidazu i katalazu, redukuji dusi¢nany i fumarat a produkuji indol (Debruyne
etal., 2008; Nachamkin et al., 2008). N¢které kmeny jsou schopné tvorby biofilmu (Kjeldgaard
et al., 2009).

Zastupci Celedi Campylobacteraceae a Arcobacteraceae se vyskytuji hlavné jako
komenzalové ¢i parazité u lidi i jinych teplokrevnych Zivocicht, av§ak nepovazuji se za jejich
ptirozenou mikrofloru. Pii onemocnéni je miiZzeme nachéazet na stievni sliznici, v urogenitalnim
traktu ¢i Gstni dutin€ Clovéka. Taktéz byla jejich pfitomnost zaznamenana v zivoci$nych
produktech, moiskych plodech ¢i v povrchové a podzemni vodée (Ursing et al., 1994; Lastovica
etal., 2014; Silha et al., 2019a).
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2.1.1 Rod Campylobacter

Theodor Escherich pozoroval a popsal tyto spiralovité mikroorganismy jiz v roce 1886.
Roku 1909 bylo zaznamenano prvni onemocnéni zvifat zpasobené v souvislosti s témito
bakteriemi. Avsak mikroorganismy, dnes zname jako kampylobaktery, byly poprvé popsany
az o fadu let pozdé&ji. Nejprve byly dnes$ni kampylobaktery zatazeny do rodu Vibrio. V roce
1963 byly Vibrio fetus a Vibrio bubulus za¢lenény mezi kampylobaktery na zakladé ruznych
molekularné biologickych parametrt. Nicméné az v roce 1980 byly kampylobaktery uznany
jako ptvodce onemocnéni cloveéka (Debruyne et al., 2008; Silva et al., 2011).

Nazev Campylobacter je odvozen z feckého slova ,.kampylos®, coz znamena zakiiveny.
Kampylobaktery jsou extrémné rychle pohybujici se bakterie (Keener et al., 2004). Jedinou
vyjimkou je Campylobacter gracilis, ktery je nepohyblivym druhem (Silva et al., 2011).
Vétsina druhtt kampylobakteru roste za mikroaerofilnich podminek a vyzaduje tak atmosféru
se snizenym obsahem kysliku (Ursing et al., 1994). Avsak zastoupeni maji i kmeny preferujici
striktné anaerobni prostfedi (Kaakoush et al., 2015; Ursing et al., 1994). Kampylobaktery
fadime mezi termotolerantni mikroorganismy, optimalni teplota rustu je mezi 37-42 °C, nejsou
vSak schopny rist pti 30 °C (Silva et al., 2011).

Rod Campylobacter se sklada ze 30 druhii a 11 poddruht. Kampylobaktery 1ze rozdélit
do nékolika skupin, jmenovité C. fetus, C. jejuni, C. lari, C. concisus a C. ureolyticus (Costa

a lraola, 2019). Jednotlivé druhy a poddruhy kampylobaktera jsou uvedeny na Obrazku 1.
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Obrazek 1 — Fylogeneticky strom prezentujici rozdéleni druht kampylobakterti do péti skupin — skupina
C. fetus, C. jejuni, C. lari, C. concisus a C. ureolyticus (Costa a Iraola, 2019).
2.1.1.1 lzolace a identifikace kampylobakteri

Kampylobaktery je mozné izolovat pomoci membranové filtrace. Na povrch
membranového filtru ptiloZzeného na obohacené selektivni ¢i neselektivni médium se aplikuje

bakterialni suspenze a necha se pasivné filtrovat. Kultivace pid probiha po odstranéni

membranoveého filtru (Hochel, 2009). Vsechny kmeny rodu Campylobacter maji extrémné
naro¢né rustové podminky, nejspolehlivéji rostou na bohatych médiich a vyzaduji specialni

kultiva¢ni podminky (Gunther a Chen, 2009). Selektivni a obohacovaci média musi obsahovat
krev nebo aktivni uhli

a smés vhodnych antibiotik. Jelikoz vzorky z potravin
i z environmentalniho prostiedi obsahuji ¢asto nizké poéty kampylobaktert, je dulezité zaclenit

i pomnozovaci krok. Pro izolaci a prukaz kampylobakterti je nutné testovany vzorek
pomnozovat napi. vV bujonu dle Boltona, ktery obsahuje cefoperazon, vankomycin, trimetoprim

a amfotericin B. Mezi nejvice vyuzivand pevna média patii média dle Skirrowa, mMCCDA
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(modifikovany deoxycholatovy agar s aktivnim uhlim a cefoloperazonem) agar, agar dle
Butzlera, agar dle Karmaliho ¢i agar dle Prestona (Silva et al., 2011).

Nejucinngj$i metody vhodné pro detekci a identifikaci Campylobacter spp. jsou
zalozené na polymerazové fetézové reakci, fluorescencni in situ hybridizaci nebo latexove
aglutinaci (Silva et al.,, 2011). Méné¢ béznou metodou identifikace a charakterizace
kampylobakteri je analyza profild bunéénych mastnych kyselin ¢i studium proteinovych

profili pomoci hmotnostni spektrometric MALDI-TOF (Hochel, 2009).
2.1.1.2 Vyskyt kampylobakteri a zpisobovana onemocnéni

Ke vzniku bakterialniho onemocnéni ptispiva fada rizikovych faktort. Mezi tyto faktory
se tadi napf. konzumace nedostatecné tepelné upravenych potravin, piimy kontakt
s hospodaiskymi zvifaty, zne¢isténi piirodniho prostfedi ¢i kiizova kontaminace v domacnosti.
Piti nedezinfikované vody je vtomto ohledu hlavnim rizikovym faktorem v rozvojovych
zemich (Gautret et al., 2012; Ravel et al., 2011; Ricotta et al., 2014).

Primarnim zdrojem kampylobakteri je zpravidla dribezi maso. Mnoho druhti se hojné
nachazi v dribezaiskych farmach i jejich okolnim prostfedi, véetné pidy, vodnich zdroju
avzduchu. Vzhledem k tomu, Ze kmeny C. jejuni ptezivaji ve slepic¢ich exkrementech i nékolik
dni, mohou byt potencialné z tohoto zdroje také pieneseny do zivotniho prostiedi nebo dale
na Cloveka. Taktéz bylo potvrzeno, Ze kampylobaktery jsou schopny kolonizovat selata, avsak
toto nebylo prokazano u mlad’at skotu. Psi a kocky jsou také hostiteli riznych druht
kampylobaktert, ale zpravidla se nejedna o hlavni zdroj pfenosu téchto bakterii na ¢lovéka
(Gautret et al., 2012; Kaakoush et al., 2015). Campylobacter jejuni je primarnim lidskym
patogenem, ktery zptsobuje 90-95 % vSech kampylobakterovych infekci. C. jejuni je jednim
ze Sesti mikroorganismi zptsobujicich cestovatelské gastrointestinalni infekce. Mezi dalsi
zastupce zpusobujici stfevni onemocnéni patii Campylobacter coli a Campylobacter fetus
(Costa a Iraola, 2019; Moore et al., 2005).

Kampylobaktery jsou nejcast&jsi pfi¢inou prujmovych onemocnéni na celém svéte,
v Evropé je kazdoro¢né postizeno kampylobakteriozou 1 % obyvatel. Pro c¢lovéka je
odhadovana infekéni davka 10°—10% bunék (Kaakoush et al., 2015). V rozvojovych zemich je
mira ptenosu kampylobaktert alimentarni cestou mezi 5-20 %. Béhem letnich mésici dochazi
K nejvétsimu nardstu pocti kampylobakterioz. Kampylobakterioza nejcastéji postihuje déti
do 4 let a dale vékovou skupinu od 15 do 44 let (Fischer a Paterek, 2020). Gastroenteritida je
vysledkem infekéniho stavu kampylobakteriozy. Kampylobakterové infekce jsou vsak spojeny

s fadou dalSich zavaznych onemocnéni jako je onemocnéni jicnu, paradentdza, funkcni
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gastrointestinalni poruchy, celiakie, cholecystitida, Crohnova choroba, ulcer6zni kolitida nebo
rakovina tlustého stfeva. Pti dlouhodobé infekci mohou kampylobaktery zpusobit
Guillain-Barrého a Miller Fisherav syndrom (Costa et al., 2019; Kaakoush et al., 2015).

U bakterii rodu Campylobacter je znama cela fada faktorti virulence. Dulezitym
virulen¢nim faktorem je polarni bi¢ik slozeny z proteinu flagellinu, ktery je kddovany geny flIA
a fIB. Adheze je zprostiedkovana pomoci adhezinovych faktort, K nejvyznamnéjsi patti cadF.
Tento protein je soucasti vnéj§i membrany kampylobakteri a méa schopnost vazat se
na fibronektin. K dalsim virulen¢nim vlastnostem Campylobacter spp. patii produkce toxind.
Mezi nejvice prozkoumané patii toxin CDT, ktery je obvykle slozen z nékolika podjednotek
(CdtA, CdtB, CdtC). Toxin CDT pusobi na epitelidlni bunky stfev a tim narusuje jejich
absorp¢ni funkci. Kampylobaktery také mohou produkovat enterotoxiny, Shiga toxin,
¢i hepatotoxin (Kaakoush et al., 2015).
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2.1.2 Arcobacter-like species

Prvotni zminka o téchto mikroorganismech pochazi az z roku 1977, jelikoz dfive byly
mylné povazovany za kampylobaktery, resp. pozdéji za aerotolerantni kampylobaktery. Teprve
roku 1991 byly arkobaktery podrobnéji popsany (Vandenberg et al., 2004) jako samostatny rod
Arcobacter. Aktualné se vsak tyto bakterie fadi do samostatné ¢eledi Arcobacteraceae (Waite
etal., 2018).

S ohledem na analyzu fragmentt 16S rRNA bylo navrzeno rozdéleni piivodniho rodu
Arcobacter do Sesti riznych taxonomickych celkt, a to rodd Arcobacter (A.), Aliarcobacter
(Al.), Pseudarcobacter (Ps.), Haloarcobacter (H.), Malacobacter (M.) a Poseidonibacter (Po.)
(Perez-Cataluna et al., 2019). Byl navrzen také rod Arcomarinus (Ar.), ale jeho oficialni
zafazeni nebylo prozatim potvrzeno (Chieffi et al., 2020). Arcobacter-like species byly
rozdéleny na zaklad¢ fylogenetické analyzy jaderného genomu do 4 monofyletickych klastra.
Schéma rozdé¢leni Arcobacter-like species je uvedeno na Obrazku 2. Prvni Klastr zahrnuje
kmeny patiici do rodu Aliarcobacter. Druhy Kklastr zahrnuje rod Pseudoarcobacter, tieti klastr
rod Malacobacter a c¢tvrty klastr rod Halarcobacter (Perez-Cataluna et al., 2018).
V soucasnosti je fazeno k Arcobacter-like species celkem asi 36 druht (Chieffi et al., 2020;
Zhou et al., 2022). Jejich pocet se vSak pomérné rychle zvysuje, jen za posledni roky bylo
popsano nékolik novych druht (Fanelli et al., 2019; Perez-Cataluna et al., 2018; Zhou et al.,
2022). A.lekithochrous CECT 89421
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Obréazek 2 — Rozdéleni Arcobacter-like species do &tyt klastrii (Perez-Cataluna et al., 2018).
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2.1.2.1 Charakteristika Arcobacter-like species

Arcobacter v ptekladu znamena zakfiveny, pfipominajici tvar luku. Z&stupci
Arcobacter-like species (Obrdzek 3) jsou diky bi¢iku na konci buiiky schopny vyvrtkového
pohybu (Perez-Cataluna et al., 2019). Arcobacter-like species se pfili§ nelisi morfologii
a metabolickymi vlastnostmi od kampylobakter. Produkce kataldzy je znacné€ variabilni,
mohou vSak rlst za aerobnich i mikroaerofilnich podminek pii teplot¢ 15-37 °C,
coz je charakteristicky znak, ktery odliSuje Arcobacter-like species od rodu Campylobacter
(Collado a Figuertas, 2011; Silha et al., 2016).

V roce 2002 byl druh Al. butzleri zahrnut na seznam mikroorganismti ohrozujicich
lidské zdravi (ICMSF, 2002). Mezi patogenni druhy pro ¢lovéka se zpravidla fadi pouze ¢tyfi
zéastupci, a to Al. butzleri, Al. cryaerophilus, Al. skirrowii a Al. thereius. Vliv Arcobacter-like

species na lidské zdravi neni doposud pln¢ prostudovan (Collado a Figueras, 2011).

-

Obrézek 3 — Buiiky Al. cryaerophilus LMG 7537 (a, b) a Al. skirrowii LMG 6621 (c, d)

zachyceny elektronovym mikroskopem (Hoa et al., 2007).
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2.1.2.2 lzolace a identifikace Arcobacter-like species

Vyskyt Arcobacter-like species je velice rozmanity. Tyto bakterie jsou ¢asto izolovany
Z potravin i zivotniho prostiedi (Fanelli, et al., 2019; Silha et al., 2018). Nejvice druhii bylo
doposud izolovano z potravin zivoc¢isSného pivodu, jelikoz hospodaiska zvifata patii
k nejcastéjSimu rezervoaru Arcobacter-like species. Prevalence v dribezim mase dosahuje
az 96 %. Tyto mikroorganismy lze izolovat také z nejruznéjsich vodnich zdrojt, jako jsou feky,
jezera, odpadni, ale i pitné vody (Perez-Cataluna et al., 2019). V poslednich letech je velmi
bézna izolace z motského prostiedi, primarné jsou izolaty ziskavany z moiské vody, ryb nebo
mekkysi (Collado et al., 2009). Mnoho druhti bylo izolovano od lidi i zvifat trpicich chorobami
gastrointestinalniho traktu (Perez-Cataluna et al., 2018; Silha et al., 2016).

K izolaci a identifikaci Arcobacter-like species lze vyuzit fadu metod, napt. vhodné
modifikované metodiky vyuzivané pro detekci bakterii rodu Campylobacter nebo specifické
metodiky ur¢ené ptimo K izolaci Arcobacter-like species (Collado a Figuertas, 2011). Izolace
mize zahrnovat pomnozovaci krok, tzn. pomnozeni v selektivnim bujonu, po kterém néasleduje
pasazovani na selektivnim médiu (Silha et al., 2015). K izolaci Arcobacter-like species Ize
vyuzit neselektivni média jako je TSA agar (Trypton Soya Agar), BHI agar (Brain Heart
Infusion), M-H (Miller-Hinton) agar a krevni agar. Téméf zadné kmeny vSak nerostou
na krevnim agaru za anaerobnich podminek (Levican et al., 2015). Arcobacter-like species
nehemolyzuji erytrocyty a na krevnim agaru rostou bez pigmentace za aerobnich
i mikroaerofilnich podminek. Modifikaci krevniho agaru je SBA agar (Sheep Blood Agar),
kde mikroorganismy vyrustaji jako Sedé kolonie s nepravidelnym okrajem, opét bez zény
hemolyzy. Pro izolovani Arcobacter-like species z potravin se vyuziva t¢z médium CAT, které
obsahuje cefoperazon, amphotercin B a teicoplanin. Za aerobnich podminek Ize tyto bakterie
dale kultivovat na modifikovaném mCCDA agaru, Karmaliho agaru, ¢i selektivnim
chromogennim médium CASA (Ramees et al., 2017; Silha et al., 2015).

Identifikace Arcobacter-like species klasickymi kultiva¢nimi technikami je naro¢na,
a to zejména kvuli velké podobnosti Arcobacter-like species s kampylobaktery. Vyuzivanou
alternativou k biochemické identifikaci Arcobacter-like species patii molekularné-biologické
identifika¢ni a detek¢éni metody. Jedna se napf. 0 konvenéni polymerazovou fetézovou reakci
(PCR) nebo dalsi metody zalozené na PCR, fluorescencni in situ hybridizace (FISH)
a hmotnostni spektrometrie s matrici asistovanou laserovou desoprci/ionizaci (MALDI-TOF
MS). Vétsina metod zaloZenych na polymerazové tetézove reakci se zaméfuje na identifikaci

Arcobacter-like species nebo na identifikaci domnélych gent virulence. Dal$imi vyuzivanymi
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molekularnimi metodami, které lze kombinovat s metodou PCR jsou pulsni gelova nebo
gradientova denaturacni elektroforéza a polymorfismus délky restrikénich fragmentd (Douidah
etal., 2012; Moreno et al., 2003).

2.1.2.3 Faktory virulence Arcobacter-like species a zpiisobovana onemocnéni

Vyznamnym faktorem, piispivajicim k ptenosu Arcobacter-like species, je konzumace
nedostatecné tepelné upravenych potravin a kontaminované pitné vody. Onemocnéni vyvolané
Arcobacter-like species je velice podobné kampylobakterioze. Projevuje se silnou bolesti
bticha, kterou doprovazi prijem, horecka ¢i zvraceni. Piiznaky akrobakteriozy trvaji zpravidla
3-15 dni. Dostacujici je obvykle domaci 1é¢ba, nékdy s podanim antibiotik. Vyjime¢né je nutna
hospitalizace pacienta (Vandenberg et al., 2004). Arcobacter-like species mohou zpisobovat
také bakteriémii, endokarditidu, peritonitidu, gastroenteritidu ¢i celou fadu dalSich onemocnéni
(Fanelli et al., 2019).

Aktualni informace o patogenité Arcobacter-like species vychazi predevsim z diivéjsich
studii zabyvajicich se patogenitou bakterii Campylobacter spp. Invazivita, adhezivita, produkce
toxint a takeé prozanétlivého cytokinu IL-8 ma znaény vyznam pii vzniku infekci zpisobenych
Arcobacter-like species (Hoa et al., 2007). V genomu typového kmene Al. butzleri ATCC
49616 bylo identifikovano deset gent (faktort virulence), mezi néz patii cadF a ¢j1349, ciaB,
hecA, iroE, hecB, irgA, mviN, pldA a tlyA (Miller et al., 2007). CadF a ¢j1349 jsou geny kédujici
proteiny vné&j$i membrany a usnadiiujici adhezi bakterialni buiiky na sttevni epitel. Gen ciaB se
ucastni invaze do hostitelské buriky. Gen pldA koduje fosfolipazu A vnéjs§i membrany,
kterd hydrolyzuje acylesterové vazby. Gen tlyA je gen tvorby hemolyzinu, gen irgA kdduje
receptor vné&j$i membrany pro enterobaktin, gen heCcA patii mezi vlaknité hemaglutininové
adheziny a gen hecB koduje protein aktivujici hemolyzin (Douidah et al., 2012). Bi¢iky

Arcobacter-like species mohou hrat roli v invazi do bungk ¢i v kolonizaci buné¢k hostitele.
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2.1.3 Rod Sulfurospirillum

Vznik rodu Sulfurospirillum se datuje k roku 1992, prvnim popsanym druhem byl
Sulfurospirillum deleyianum (Goris a Diekert, 2016; Vandamme et al., 1991b). Biochemicky
profil zastupcti odpovida ¢eledi Campylobacteraceae. Vsechny druhy vykazuji oxidazovou
aktivitu (Chieffi et al., 2020; Debruyne et al., 2008). Mirné zaktivené sulfurospirily se mohou
shlukovat a tvofit tak spiralovité fetézce. Pohyb je umoznén skrze polarni bic¢ik (Debruyne
et al., 2008; Goris a Diekert, 2016). Vétsina dosud izolovanych bakterii rodu Sulfurospirillum
roste za mikroaerofilnich podminek, optimalni teplotou je 20-30 °C. Pfiznivé pH pro rust je 7—
7,5 (Debruyne et al., 2008). V soucasné dob¢ se do rodu Sulfurospirillum (S.) fadi sedm druht.
Jmenovité¢ jde o druhy S. arcachonense, S. arsenophilum, S. barnesii, S. cavolei,
S. deleyianum, S. denitrificans, a S. halorespirans (Debruyne et al., 2008; Goris a Diekert, 2016;
Vandamme et al., 1991a; Vandamme et al., 1991b).

Bakterie rodu Sulfurospirillum vétsinou detekujeme v padé, podzemni vodé nebo
prostiedich zne¢isténych organohalogenidy, arzenem, selenem ¢i v prostiedi bohatém na siru.
Oblasti kontaminované ropou i odpadni vody, obsahujici toxické latky a primyslové zbytky,
jsou castym zdrojem bakterii rodu Sulfurospirillum. Sulfurospirily se hojné nachazeji
téZ v motském prostiedi, prevazné v sedimentech (Debruyne et al., 2008; Goris a Diekert,
2016).

Postupy izolace sulfurospiril zahrnuji pomnozovaci krok. Obvykle rostou na médiu
obsahujicim pyruvat a fumarat, doplnénymi o mravencan a dusi¢nan jako energetické substraty.
Moftské druhy zpravidla rostou pomaleji, vétsina s vyjimkou halofilnich mofskych druhti roste
nejlépe pii nizkych koncentracich soli (Goris a Diekert, 2016). Doposud zadny druh
Sulfurospirillum spp. nebyl klasifikovan jako patogenni nebo Zijici soub&zné s lidskym nebo
zvife¢im hostitelem. Taktéz nebylo zaznamenano Zadné onemocnéni zpusobené témito

bakteriemi (Debruyne et al., 2008; Vandamme et al., 1991a).
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2.2 Vybrané latky s antimikrobialnim potencialem

Antimikrobiélné pusobici latky se pfidavaji do riznych potravin a potravinaiskych
vyrobkl, popt. se v nich pfirozené vyskytuji. Pfirodni antimikrobidlni latky a jejich extrakty
jsou dnes velmi vyhledavanou alternativou syntetickych konzerva¢nich latek vyuzivanych
V potravinafstvi i mediciné (Atanasov et al., 2015). Hlavni funkci vSech antimikrobialnich
sloucenin je potlaceni Zivotaschopnosti mikroorganismti (Davidson a Zivanovic, 2003).
Rostlinné matrice maji celou fadu G¢inkt napt. antibakterialni, antivirové a antimykotické, diky
obsahu biologicky aktivnich latek. Zhruba u 30 000 slou¢enin ziskanych z rostlinnych matric
jiz byly popsany jejich antimikrobialni G¢inky. Mezi sekundarni metabolity izolované z rostlin
patii zejména slouceniny ze skupiny fenolt, alkaloidl, saponint, taninti a flavonoidd. Inhibic¢ni
ucinek je prisuzovan zejména hydroxylovym skupindm fenolickych sloucenin. Pisobenim
hydroxylovych skupin totiz dochazi k naruSeni membranové struktury bakterialnich bunck.
Fenolické slou¢eniny mohou inhibovat napi. Gram-pozitivni bakterie, ale naopak nemusi byt
ucinné proti Gram-negativnim bakteriim (Tajkarimi et al., 2010). Dokonce i samotné
mikroorganismy produkuji nékteré antimikrobidlné plisobici sekundarni metabolity (Hayek
etal., 2013).

Mnohé studie vSak prezentuji negativni G¢inky nékterych syntetickych sloucenin
na lidské zdravi (Santoyo et al., 2006). Bezpecnost pfirodnich i syntetickych antimikrobialnich
latek je vzdy nutné podrobné studovat, a to zejména mechanismy jejich G¢inkd. Oblast
vyzkumu antimikrobidlnich latek je zaméfena na vhodné pouzivani ¢i synergickou Géinnost
s jinymi antimikrobialnimi latkami (Brenes et al., 2007; Medina et al., 2007; Smid a Gorris,
1999; Smigielski et al., 2018). Vyuzivani antimikrobialnich latek by vSak nemélo pfispivat
k rozvoji rezistence mikroorganismi (Buchanan a Edelson, 1999; Foster, 1995). Bylo
napf. prokazano, ze nékteré bakterie mohou ziskat rezistenci k organickym kyselindm
po predchozim vystaveni nizkym hodnotam pH (Davidson a Harrison, 2002). Vyvoj G¢innych
kombinaci pfirodnich antimikrobidlnich latek by mohl vést k novym metoddm dezinfekce
¢i sniZzeni Zivotaschopnosti mikroorganismd, a to nejen jejich planktonnich ale i biofilmovych
forem. Nezbytny je vzdy spravny vybér Gcinné antimikrobiélni latky a také jeji vhodné
koncentrace. Vyuziti antimikrobidlnich latek z rostlinnych zdroji v kombinaci se syntetickymi
latkami by mohlo poskytnout zajimavé antimikrobialni u€inky proti celé fadé patogent (Hayek
et al., 2013; Shan et al., 2007; Tiwari et al., 2009).
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2.2.1 Antibiotika

Ubikvitni vyskyt bakterii a ¢asté pouzivani antibiotik a dal$ich antimikrobialnich latek
pfispiva k narGstu mikrobidlni rezistence. Nadmérnym uzivanim antimikrobialnich latek se
dostava velké mnozstvi jejich rezidui do zivotniho prostfedi. Pivodné citlivy mikroorganismus
si muze Vv dusledku antimikrobialni 1é¢by rezistenci rozvinout (Basseti et al., 2013). Pokud se
jedna o biofilmove infekce, je potieba brat v tvahu mnohonasobné zvySenou rezistenci bunék
v biofilmu k mnohym antimikrobialnim latkam. Velice problematickd je multirezistence
mikroorganismii k mnoha antibiotikiim. Vhodné kombinace antibiotik ¢i antimikrobialnich
latek by mohly zpomalit vyvoj a ifeni rezistence (Basseti et al., 2013; Sosa et al., 2010).

Antibiotika byla ptivodné ziskavéana jako produkt mikrobialniho metabolismu. Uginek
antibiotik je zalozen na inhibici rastu bakterii (bakteriostatickd antibiotika) nebo potlaceni
Zivotaschopnosti bakterii (baktericidni antibiotika). Existuje vsak cela fada kritérii, podle
kterych miiZzeme antibiotika ¢lenit. Na zaklad¢ chemické struktury a zpiisobi u€inku miizeme
bézna antibiotika rozdélit do mnoha skupin (napi. beta-laktamy, tetracykliny, sulfonamidy,
aminoglykosidy, fluorochinolony, makrolidy nebo glykopeptidy). Mezi hlavni mechanismy
ucinkl antibiotik patii naruseni biosyntézy bunécné stény, bunééné membrany, proteind,
nukleovych kyselin nebo specifické inhibice enzymut (Zhuang et al., 2021).

Jelikoz pro Arcobacter-like species neexistuji mezinarodné ptijata kritéria pro testovani
citlivosti k antibiotikiim, vyuzivaji se zejména kritéria dle CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) nebo EUCAST (European Commite on Antimicrobial Susceptibility
Testing) doporugené pro kampylobaktery nebo &eled’ Enterobacteriaceae (Silha et al., 2017).
Mezi antibiotika doporuCovand k 1écbé gastrointestindlnich arkobakterioz se fadi
aminoglykosidy a tetracykliny (Rathlavath et al., 2017). U nékterych Arcobacter-like species
byla zjisténa vysoka mira rezistence napt. ke klindamycinu, azithromycinu, ¢i ciprofloxacinu.
V tad¢ studii je popisovana také multirezistence Arcobacter-like species (Silha et al., 2017;
Silha et al., 2019b).

Beta-laktamova antibiotika

Beta-laktamy patii mezi Casto uzivana antibiotika k 1é¢b¢ bakterialnich infekci. Tato
antibiotika se vazou na proteiny Vazajici penicilin a inhibuji syntézu bunétné stény jak
Gram-pozitivnich, tak Gram-negativnich bakterii (Zhuang et al., 2021). Typickym znakem
viech beta-laktamovych antibiotik je piitomnost beta-laktamového kruhu. Stépenim
beta-laktamového kruhu pomoci beta-laktamaz dochazi ke ztraté antibiotického ucinku.

Beta-laktamova antibiotika jsou proto kombinovana s inhibitory beta-laktaméaz
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(napt. s kyselinou klavulanovou, sulbaktamem a tazobaktamem). Mezi beta-laktamovéa
antibiotika se fadi peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy a monobaktamy (Durand et al.,
2018).

Glykopeptidova antibiotika

Mechanismus G¢inku glykopeptidovych antibiotik spoc¢iva v inhibici biosyntézy
peptidoglykanovych mureind, které piedstavuji zakladni stavebni jednotky bunécné stény.
Glykopeptidova antibiotika jsou uzivana pii infekcich vyvolanych Gram-pozitivnimi
bakteriemi, které nelze potlacit beta-laktamovymi antibiotiky. Mezi glykopeptidova antibiotika
se fadi vankomycin, teikoplanin, oritavancin a televancin (Durand et al., 2018).

Chinolony

Jako chinolonovéa chemoterapeutika jsou oznacovany derivaty
1,4-dihydro-4-oxochinolin-3-karboxylové kyseliny (Lincova et al., 2007). Star$i chinolony
postradaji v molekule atom fluoru. Nové¢jsi chinolony (fluorochinolony) atom fluoru v
molekule obsahuji a vykazuji $ir$i spektrum ucinku. Mechanismus u¢inku flurochinolont
spoc¢iva v blokaci bakterialni topoizomerazy, tim dochazi ke vzniku zlomu v bakterialni DNA.
Chinolony vykazuji baktericidni t¢inek. K S$iroce pouZivanym chinolonum se fadi napft.
norfoxacin, ciprofloxacin, ofloxacin, levofloxacin a moxifloxacin (Van Bambeke et al., 2005;
Zhuang et al., 2021).

Linkosamidy

Linkosamidy jsou slouceniny izolované ze Streptomyces lincolnensis (Lincova et al.,
2007). Prestoze chemicka struktura makrolida (napt. erythromycin) a linkosamidi
(napf. linkomycin, klindamycin, celesticetin) je odlisnd, jejich mechanismus u¢inku je stejny,
tzn. inhibuji syntézu proteinti. Mezi linkosamidova antibiotika pouzivana v klinické praxi patii
linkomycin a klindamycin. Klindamycin je obvykle uc¢ingjsi pti 1é¢bé bakterialnich infekci

zptisobenych anaerobnimi druhy nez linkomycin (Spizek a Rezanka, 2004).

Makrolidy

VSechna makrolidov4 antibiotika maji shodny mechaniSmus G¢inku, po priniku
do bakteridlni bunky zastavuji proteosyntézu. Makrolidy jsou ucinné zejména proti
Gram-pozitivnim bakteriim (podobné jako peniciliny). Z makrolidd je nejcastéji pouzivan

erytromycin, spiramycin, roxithromycin, klarithromycin a azithromycin (Havlik, 2010).
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Aminoglykosidy

Aminoglykosidova antibiotika jsou piirozenymi produkty plisni. Obvykle se rozd¢luji
do dvou skupin. Antibiotika pochazejici z rodu Streptomyces, jez maji koncovku mycin
(streptomycin, neomycin, kanamycin, amikacin, tobtamycin) a antibiotika produkovana rodem
Micromonospora, které maji koncovku micin (gentamicin, netilmicin, isepamicin).
Aminoglykosidy jsou Sirokospektra baktericidni antibiotika. Rychly baktericidni ucinek

aminoglykosidu je v8ak provazen rizikem toxicity (Hera et al., 2016).

Tetracyklinova antibiotika

Tetracykliny jsou jednou z nejvice pouzivanych skupin antibiotik p#i 1é¢bé riznych
infekénich onemocnéni. Tetracyklinova antibiotika patii mezi Sirokospektralni antibiotika,
inhibuji proteosyntézu a ptisobi tak bakteriostaticky (Durand et al., 2018). Mezi tetracyklinova
antibiotika je ftazen napt. tetracyklin, tigecyklin, chlortetracyklin, oxytetracyklin
a demeklocyklin. Polosyntetické tetracykliny jsou lymecyklin, methacyklin, minocyklin,
rolitetracyklin a doxycyklin. Nov¢&jsi tetracykliny zahrnuji ervacyklin, sarecyklin
a omadacyklin (Shutter a Akhondi, 2022).

2.2.2 Esenciélni oleje a hydrosoly

Ptirodni matrice a z nich ziskané esencialni oleje jsou pouzivany k raznym uceltim jiz
od starovéku (Shan et al., 2007). Rostlinné éterické oleje se vyznacuji svym aroma, taktéZ jsou
vynikajicim zdrojem piirodnich konzervacnich latek. Pfedpoklada se, ze tato vlastnost je
spojena zejména s vysokym obsahem fenolickych slouc¢enin (Dudonné et al., 2009). Rostliny
jsou také vyznamnym zdrojem biologicky aktivnich latek, avsak zpusob jejich ucinku se lisi
od béznych chemickych 1é¢iv (Hemaiswarya et al., 2008). V soucasné dob¢ je ptiblizné 10 %
esencialnich oleju vyuzitelnych pro farmaceuticky, agronomicky, potravinaisky a kosmeticky
pramysl. Znaéné vyuziti esencilnich oleji je také v aromaterapii (Hajhashemi et al., 2003;
Silva et al., 2003).

Esencialni oleje (EO) Ize z rostlin extrahovat n€kolika zpisoby. Jednou z nejstarSich
a nejpouzivanéjsich metod je doposud destilace (Sowndhararajan et al., 2017). Esencialni oleje
jsou obvykle ziskavany parni destilaci nebo hydrodestilaci. Produkty se mtzou lisit v kvalité
a mnozstvi extrahovanych latek. Chemické sloZeni esencialnich oleji je velice pestré, jedna se
0 slozité a komplexni ptirodni smési, které mohou obsahovat 2060 slozek (Bakkali et al., 2008;
Pichersky et al., 2006). Mezi hlavni slozky esencialnich oleju a hydrosolti patfi monoterpeny

a seskviterpeny (Kalemba a Kunicka, 2003; Mohamed et al., 2010; Sowndhararajan et al.,
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2017), dale aldehydy, alkoholy, ketony, kyseliny, estery nebo fenylpropanoidy (Diao et al.,
2014; Hamedi et al., 2017; Lu et al., 2010; Kalemba a Kunicka, 2003).

Esencialni oleje a slou¢eniny rostlinného pivodu se vyznacuji antimikrobialnimi Géinky
proti patogennim i nepatogennim bakteriim (Burt, 2004; Dorman a Deans, 2000), kvasinkam
(Belletti et al., 2010) a plisnim (Kamble a Patil, 2008; Viuda-Martos et al., 2008). Z tohoto
duvodu maji potencial byt vhodnou alternativou k syntetickym antimikrobidlnim latkam (Koné
et al., 2019; Negi et al., 2012; Oussalah et al., 2007). Mohou vsak také synergicky reagovat
s jinymi latkami, coz vede ke zlepseni jejich antimikrobidlnich vlastnosti (Dinesh a Cheorun,
2013). Esencidlni oleje, jako latky lipofilni povahy narusuji napt. bakteridlni bunéénou sténu,
poskozuji cytoplazmatickou membranu a membranové proteiny. Sloueniny pfitomné
v EO jsou schopné interferovat s proteiny v bunééné sténé bakterii, které se podileji
na transportu nezbytnych molekul do buiiky. Uéinky EO vedou obvykle k destabilizaci
fosfolipidove dvojvrstvy, ztraté zivotné dulezitych intracelularnich slozek, inaktivaci
enzymatickych mechanismu a lyzi butiky. U bakterii je permeabilizace membran spojena se
ztratou iontd, snizenim membranového potencialu, zhroucenim protonové pumpy a vycéerpani
rezervy ATP (Bakkali et al, 2008; Di Pasqua et al., 2006; Turina et al., 2006). Antimikrobialni
aktivitu EO nelze pficist jednomu mechanismu, podili se na ni rizné biochemické a strukturalni

mechanismy (Obrazek 4) (Nazzaro et al., 2013; Nuniez a Aquino, 2012).
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Obrazek 4 — Mechanismus u¢inku esencialnich oleju a cilové struktury mikrobiélnich bunék (Nazzaro
et al., 2013).
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Vedlejsimi produkty destilace esencialnich oleja jsou jejich vodné roztoky — hydrosoly
(hydrolaty). V literatufe se téz uziva oznaceni hydrofloraty, aromatické vody ¢i kvétinové vody
(Edris, 2009; Rajeswara Rao, 2013). Hydrosoly obsahuji rizné mnozstvi bioaktivnich
komponent (Labadie et al., 2015; Smigielski et al., 2018; Zheljazkov a Astatkie, 2011). Rozdil
ve slozeni hydrosola a esenciélnich oleju je vak piedevsim kvantitativni (Hamedi et al., 2017).
Koncentrace dominantnich slozek hydrosolt je nizsi neZz koncentrace stejnych latek
v esencialnich olejich (D'Amato et al., 2018; Karampoula et al., 2016; Smigielski et al., 2013).

Diky obsahu biologicky aktivnich latek wvykazuji éterickeé oleje i hydrosoly
antimikrobidlni aktivitu. Dle nékterych studii (Tornuk et al., 2011; Kunicka-Styczynska et al.,
2015) maji mnohé hydrosoly slibné antimikrobidlni vlastnosti, proto mohou mit dalsi
potencialni vyuziti. Hydrosoly lIze aplikovat v mediciné (Baydar et al., 2004; Rai et al., 2017;
Smigielski et al., 2018) nebo v potravinaistvi, hojné se vyuzivaji téz v aromaterapii (Inouye
etal. 2008; Inouye et al., 2009; Hussien et al., 2011). Praktické vyuziti je v literatuie popisovano
zejména pro hydrolaty ziskané destilaci vaviinu (Ozturk et al., 2016), levandule (Moon et al.,
2006), fenyklu, hiebicku, Salvéje (Tornuk et al., 2011), rozmarynu (Ozturk et al., 2016),
tymianu (Sagdic a Ozcan, 2003), hiebicku, skofice a kardamonu (Hussien et al., 2011).

2.2.3 Olivové oleje

Rostlinné oleje se ziskavaji z olejnin, tj. z rostlin obsahujich primyslové zpracovatelny
tuk v semenech, plodech nebo dalsich ¢astech (Kucerova et al., 2007). Mezi nejvyznamné&jsi
olejniny se fadi soja, fepka, dalsi brukvovité olejniny, slunecnice a piedevs§im olivy.
K nejvétsim evropskym producentiim oliv patii Spanélsko, Italie a Recko, proto se olivovy olej
neodmyslitelnd poji se stfedomoiskou kuchyni. V Ceské republice jsou olejniny druhou
nejpéstovanéjsi skupinou plodin, a to zejména diky nartstu vyuzivani fepky olejné jak
V potravinarstvi, tak i v dalSich odvétvich primyslu (Zukalova, 2016).

Olivové oleje obsahuji fadu latek nezbytnych pro lidsky organismus. Samotny olivovy
olej se ziskava z plodu olivovniku evropského (Olea europaea L.), a to lisovanim, extrakci
nebo jinymi mechanickymi postupy. Produktem je surovy olej nevhodny ke konzumaci. Z toho
duvodu prochazi dalsimi upravami (rafinace) pro zisk&ni pozadovanych vlastnosti. Pfi lisovani
olejnin s vyssim obsahem tuku (vCetné oliv) se vyuziva vysSich tlakd. Vedlejsim produktem
jsou pokrutiny, které se mohou vyuzivat pro dalsi lisovani nebo jsou od lisovani rovnou
oddéleny (Obrazek 5). Cilem je ziskat svétly olej s neutralni chuti a vini. Panensky olivovy
olej se ziskava ptimo z Cerstvych oliv, pfi¢emz teplota neptesahuje 25 °C. Nejvyssi kvalitu maji

oleje lisované bez pecek. Oleje lisované za studena neprochdzi rafinaci (Dobes a Hejlova, 1988;
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Kadlec et al., 2009; Owen et al., 2000). Mezi smésné oleje se fadi napt. smési olivového oleje
a rafinovaného olivového oleje michaného v riznych pomérech. Do této kategorie méné
kvalitnich oleju spada také olej ziskany z pokrutin, ktery lze taktéz michat s olivovym olejem
vy$§i kvality. VSechny olivové oleje obsahuji téméf stejné mnozstvi mastnych kyselin, av§ak
obsah fenolickych sloucenin je riizny. Nejvyssi obsah fenolickych sloucenin byl zaznamenéan
v panenském olivovém oleji (Medina et al., 2006).

Béhem zpracovani oliv jsou uvolnény nebo vytvoieny fenolické slouceniny. Fenolické
latky jsou finalné rozdéleny v zavislosti na jejich vlastnostech a rozpustnosti ve vodné a tukové
fazi. Cast fenolickych latek je zachycena ve vyliscich z oliv. V disledku toho vstupuje jen
zlomek fenolickych sloucenin do olejové faze. Mnozstvi antioxidantd v olivovém oleji
dosahuje 1-2 % z celkového mnozstvi antioxidantll v olivach. Zbytek se ztraci odpadni vodou

(ptiblizné 53 %) a pokrutinami (pfiblizné 45 %).
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Obréazek 5 — Proces vyroby olivového oleje (Preddy a Watson, 2010).

Rostlinné oleje patii mezi jednoduché lipidy, skladaji se z mastnych kyselin a glycerolu.
Hlavni sloZkou jsou glyceroly, které ptredstavuji vice nez 98 % z celkové hmotnosti oleje
(Servili et al., 2004). Na glycerol jsou esterovou vazbou véazany acyly, které vsak zpravidla
nejsou stejné. Mohou se lisit svou délkou a stupném nenasycenosti. Vysledny olej je tvofen
smési riznych typu triacylglyceroli (TAG) (Dostal et al., 2012). V olivovém oleji piedstavuje
kyselina olejova piiblizné 85 % vSech mastnych kyselin (Panayotis et al., 2002). Oleje dale
obsahuji malé diacylglyceroly (DAG), monoacylglyceroly (MAG) a volné mastné kyseliny
(MK). Avsak dalsi slozky oleje (pouze asi 2 %), obsahuji vice nez 230 chemickych slou¢enin
(napt. alifatické uhlovodiky, triterpenické alkoholy, steroly, t¢kavé slouCeniny a antioxidanty).
Mezi hlavni antioxidanty olejii patii karoteny a fenolické slouceniny, které zahrnuji lipofilni

a hydrofilni fenoly. Zatimco lipofilni fenoly (tokoferoly) lze nalézt i v jinych rostlinnych
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olejich, nékteré hydrofilni fenoly olivovych oleji nejsou v jinych olejich ptitomné (Dostal
etal., 2012; Foster et al., 2009, Servili et al., 2004). Pievladajici slou¢eniny hydrofilnich fenola
vyskytujici se v olivovych olejich jsou fenolové alkoholy, fenolové kyseliny, flavonoidy,
lignany a secoiridoidy (Servili et al., 2004). Hlavnimi fenylalkoholy v panenském olivovém
oleji jsou hydroxytyrosol a tyrosol (Angerosa et al., 1996; Tsimidou et al., 1992).
Hydroxytyrosol se nachazi ve vétsim mnozstvi ve vodnych vedlejsich produktech zpracovani
oleje, tj. hydrosolech, na rozdil od jinych hydrofilnich fenolt (Plastina et al., 2019). Dalsimi
fenolickymi slouc¢eninami v panenském olivovém oleji jsou secoiridoidni derivaty jako je
oleuropein, ligstrosidove aglykony a dialdehydoveé formy dekarboxymethyloleuropeinu. Velké
mnozstvi oleuropeinu vSak degraduje pii zpracovani olivového oleje (Panayotis et al., 2002).
Tyto secoiridoidy vznikaji z glukosidu oleuropeinu a ligstrosidu pfitomného v olivach,
které jsou hydrolyzovany endogenni -glukosidazou béhem drceni (Plastina et al., 2019). Jsou
to tedy nové vznikajici amfifilni slouceniny, které jsou pieneseny do olejové i vodné faze.
V limitnim mnozstvi byl zaznamenan 1 verbascoid, ktery je dalsim prekurzorem
hydroxytyrosolu (Preedy a Watson, 2010; Servili et al., 2004). Lignany byly také detekovany
u vétsiny olivovych oleju, stejné jako luteolin i apigenin. Dalsi a mén¢ vyznamné polyfenoly v
olivovych olejich jsou hydroxytyrosolglykol, katechol, tyrosol-acetat, vanilin, kyselina p-
kumarova, vanilovd, skoticové a také kyselina ferulova (Brenes et al., 2007; Japon-Lujan et al.,
2006).

Nejvyssi antimikrobialni aktivitu vykazuji panenské olivové oleje, nasledné oleje olivoveé
a oleje z pokrutin. Antimikrobialni u¢innost olejii je obecné vyssi ke Gram-pozitivnim
bakteriim, oproti bakteriim Gram-negativhim (Medina et al., 2006). Mezi hlavni
antimikrobialni slouéeniny patii hydroxytyrosol, tyrosol, oleuropein a ligstrosid. Silnou
baktericidni aktivitu maji zejména aglykony téchto komponent a téz dialdehydické formy
(Medina et al., 2007). Ve srovnani s jinymi rostlinnymi oleji maji fenolické frakce olivovych
oleju pfiznivy ucinek na zdravi, a také pfispivaji k typickym organoleptickym vlastnostem
olivovych oleji. Spolehlivé urceni slozek olivovych olejli neni vzdy piimé, jelikoz neexistuje
zadna univerzalni metoda pro tato stanoveni. Metoda HPLC je nejpouzivangjsi
chromatografickou metodou pro identifikaci slou¢enin pfitomnych v olivovych olejich (Preedy
a Watson, 2010; Servili et al., 2004).
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2.2.4 Metody testovani citlivosti bakterii k antimikrobialnim latkdm

Agarova difuzni metoda

Agarova difizni metoda je jednou z nejvice pouzivanych metod v klinickych
laboratotich. Vyhodou je zejména univerzalnost metody. Princip metody spociva v polozeni
diskl napusténych ur¢itymi koncentracemi antibiotik (popf. dal§ich antimikrobialnich latek)
na povrch agarového média inokulovaného testovanym mikroorganismem. Testované
antimikrobidlni latky difunduji do agarového média a mikroorganismus roste v zavislosti
na citlivosti ¢i rezistenci k dané latce. Citlivy mikroorganismus neroste v blizkém okoli disku
s antimikrobidlni latkou a vytvaii tak inhibi¢ni zénu. Po inkubaci (zpravidla 24 hod. pii 37 °C,
popt. dle naroku dané kultury) se méti pramér inhibi¢nich zon okolo jednotlivych diska
(Obrazek 6). Ziskané hodnoty se porovnaji s daty o hrani¢nich koncentracich antibiotik dle
pravidelnych reporti vydavanych CLSI ¢i EUCAST (CLSI, 2019; EUCAST, 2021).

Obrazek 6 — Diskovy difuzni test provedeny na M-H agarech (EUCAST, 2021).
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Gradientova difuzni metoda (E-test)

Gradientova difuzni metoda je metoda kvantitativni. Pracuje se s komer¢né dodavanymi
prouzky porézniho stripu, ktery obsahuje piesné definovanou koncentra¢ni fadu daného
antibiotika. Odecitanym vysledkem je inhibi¢ni zdna, avSak také minimalni inhibi¢ni

koncentrace testované latky, viz Obrazek 7 (Schumacher et al., 2018).
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Obréazek 7 — E-test pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace antibiotik. (a) Vzhled inhibiéni
zony. (b) Schéma znazornéni inhibiéni zony s vyhodnocenim MIC (Schumacher et al., 2018).

Agarova a bujénové dilu¢ni metoda

Princip agarové dilu¢ni metody spoc¢iva v pripravé sestavy Petriho misek s vhodnym
agarovym médiem obsahujicim definované koncentrace antibiotik nebo dalSich
antimikrobiélnich latek. Na povrch média je naockovano vétsi mnozstvi testovanych kment
v tzv. spotech. Petriho miska bez nartstu daného kmene odpovidd minimalni inhibi¢ni
koncentraci (Mani et al., 2018).

Bujonova diluéni metoda slouzi ke Kkvantitativnimu vyhodnoceni citlivosti
mikroorganismt K antibiotikim a antimikrobialnim latkdm (Obrdzek 8). Mikrodilu¢ni
bujonova metoda vsak umoziuje testovani vét§iho poctu bakteridlnich kmenu v mikrotitraéni

desti¢ce a pro vyhodnoceni citlivosti kment se vyuziva zpravidla spektrofotometricka detekce.

v

v

(Andrews et al., 2019).
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Pro stanoveni citlivosti bunék v biofilmu se uziva minimalni biofilm eradikujici
koncentrace (MBEC) neboli koncentrace antimikrobidlnich latek, kterd zcela likviduje bunky
v biofilmu. Minimalni biofilm inhibujici koncentrace (MBIC) je koncentrace antimikrobialnich
latek, ktera zastavuje jejich rast a mnozeni (Bardouniotis et al., 2001). MBEC a MBIC se
zpravidla 1isi od hodnot MIC a MBC planktonnich bungk, a to az o ¢tyfi koncentra¢ni fady
(Hol& et al., 2004).

1) Inokulum z jedné 2) Kultivace (37 °C, 3) Uprava na densitu 4) Piiprava sérii fedéni
bakterialni kolonie. 16-18 hod.). (McF=0,5). antimiktobialniho ¢inidla;
koncentrace (ug/ml).
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Obrazek 8 — Postup pro provedeni mikrodiluéni metody (Andrews et al., 2019).

2.3 Bakterialni biofilm

Anthony van Leeuwenhoek popsal biofilm jiz v 17. stoleti, a to pomoci primitivniho
mikroskopu. Az o dvé stoleti pozdé€ji byl bakterialni biofilm pozorovan v souvislosti
s perzistentni infekci zptisobenou P. aeruginosa u pacienta s cystickou fibrozou. Prvni obrazek
biofilmu byl publikovan v roce 1977 a zobrazoval navzajem pfilnuté bakterie s urcitou vrstvou
matrix. Teprve aZz profesor Costerton zavedl pojem ,biofilm* do povédomi Iékaiské
mikrobiologie a prokazal, ze jsou burky ve struktufe biofilmu odolnéjsi k antimikrobialnim
latkdm ve srovnani s planktonnimi bunikami. Jako prvni zacal pfednaset o biofilmu a infekcich
zpusobovanych biofilmy. Upozornil také na chronické infekce vznikajici v souvislosti
s tvorbou mikrobidlnich biofilmi. Dnes se dokonce odhaduje, Ze bakterialni biofilmy jsou
zodpovédné piiblizné za 80 % vSech piipadl bakteridlnich infekci. K samotnému vyzkumu

biofilmu pfispél také rozvoj mikroskopickych technik, napt. svételné mikroskopie, konfokalni
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skenovaci mikroskopie (CLSM) i elektronové mikroskopie (EM) (Hoiby, 2017). Védecké
studie poslednich nékolika desetileti potvrdily asociaci bakteridlnich biofilml s akutnimi
a chronickymi infekcemi, které mohou byt pro ¢lovéka smrtelné. Bakterialni biofilmy jsou
povazovany za odolné a perzistentni struktury odolavajici konvenénim metodam 1é¢by
(Vasudevan, 2014).

Mikrobialni biofilm je definovan jako spolecenstvi mikroorganismi obklopené vlastni
matrici. Tato spoleCenstvi mohou byt tvofena jednim nebo i vice druhy bakterii (Paluch et al.,
2020). Mikroorganismy tvofici biofilm mohou adherovat na nejriiznéjsi povrchy a vyskytuji se
prakticky kdekoliv. Velice Casto se vyskytuji na lékaiskych implantatech jako jsou katetry,
kloubni nahrady, srde¢ni implantaty nebo kontaktni cocky. Infekce mohou byt Casto léceny
odstranénim implantatu, coz zvySuje naroky na pacienta a finan¢ni naklady na 1é¢bu. Infekce
krevniho obé&hu jsou zavazna onemocnéni zpusobené mikroorganismy v biofilmu. Schopnost
mikroorganismi tvofit biofilm je spojovana s jejich pfirozenou rezistenci k uc¢inkiim antibiotik.
Z klinického hlediska je tvorba biofilmu povazovana za dulezity faktor virulence (Mah
a O’Toole, 2001; Paluch et al., 2020).

Bakterie rostouci v biofilmu vykazuji vlastnosti odlisné od planktonnich bunék, zejména
zvySenou rezistenci na antimikrobialni latky a dezinfekce. Jednou strategii k inhibici tvorby
biofilmu je snizeni bakteridlni adheze. Lze toho dosdhnou tpravou povrchi antimikrobialnimi
latkami, jako jsou nanocastice na bazi kovi nebo povrchové aktivni latky. Pro uplné odstranéni
vytvoteného biofilmu je nutné pouzit slouceniny, které jsou schopné proniknout do jeho
struktury nebo ho mohou mechanicky narusit (Paluch et al., 2020). Tvorba biofilmu nema pouze
negativni vliv, napf. v travicim traktu ¢lovéka tvoti bakterialni biofilm ochranou bariéru

(sttevni mikrobiom) pted kolonizujicimi mikroorganismy (Abdallah et al., 2014).
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2.3.1 Tvorba biofilmu

V zivotnim prostiedi se bakterie zfidka vyskytuji v planktonni formég. Bakterie davaji
prednost tvorbé biofilmu, ktery zvySuje jejich ochranu proti Skodlivym vlivim (Davey
a O'Toole, 2000). Tvorba biofilmu je slozity vyvojovy proces, ktery probiha ve vice krocich
(Obrézek 9). Vytvoteny biofilm je vysoce diferencovany a propracovany systém, ve kterém
bakterie spolupracuji a sdili sviij geneticky material (Abdallah et al., 2014; Watnick a Kolter,
2000).

. y 4. Uvolnéni bunék z biofilmu
J’& J, . o J s, e - ‘z
" ~A ¥

i'@ Planktonni buiiky

Extracelulirni polymerni matrice

1. Piipojeni bakterii na povrch 2. Tvorba mikrokolonii 3, Maturace neboli zrani biofilmu
Obréazek 9 — Stadia tvorby bakterialniho biofilmu (Zhang et al., 2020).

Vyvoj biofilmu za¢ina pravdépodobné vznikem pelikuly, coz je vrstva ionti (Na*, K¥)
a molekul biologického ptivodu (albumin, gykoproteiny, dalsi makromolekuly), které usnadiuji
vazbu bakterii na povrch. Pelikuly vznikaji v prostfedi bohatém na organické latky béhem
n¢kolika minut, v chudsich prostfedich vznikaji v fadu nékolika hodin. Po tvorbé pelikul
dochazi k fazi adheze (Costerton et al., 1995). Bakterialni buiiky mohou adherovat na rizné
typy povrchi nebo koadherovat mezi sebou (Abdallah et al., 2014). Nejprve se uplatiuji
povrchové struktury bakterii (bi¢iky, pili, liposacharidy a rizné proteiny). Adheze je ovlivnéna
i prostiednictvim fyzikalnich faktord (Davey a O Toole, 2000). Z pocatku je adheze bakterii
reverzibilni, bakterialni buiiky tak mohou osidleny povrch opustit a vratit se zpét do planktonni
formy (Maier et al., 2009).

Biofilmové struktury mohou byt tvofeny na abiotickych i biotickych povrsich.
Vlastnosti nékterych povrchu dokonce usnadiuji mikrobialni adhezi. Adheze k hydrofobnim

a nepolarnim povrchim je obvykle vyssi ve srovnani s hydrofilnimi povrchy. Kolonizaci
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povrchu ovliviiyje také jeho struktura, drsné povrchy jsou kolonizovany castéji nez hladké
povrchy (Paluch et al., 2020). Po probéhlé adhezi produkuji bakterie polysacharidy, primarné
exopolysacharidy a exopolymery, které tvoii zakladni stavebni slozky biofilmu (Ahimou et al.,
2007; Davey a O'Toole, 2000). Béhem nékolika hodin (popf. i dni) vznika trojrozmérna
struktura biofilmu tvofena bakteriemi, exopolysacharidy a kanalky, které tvoti obéhovy systém
pro pfisun zivin i odvod metabolitli. Vyslednd struktura biofilmu zavisi na vlastnostech
prostiedi, dostupnosti Zivin, kysliku ale i na bunkach mikroorganismu. V prostfedi s vysokym
obsahem zivin jsou biofilmy mnohem kompaktnéjsi a siln€jsi (Ahimou et al., 2007).
Po dosazeni urcité bunééné denzity se z vytvoieného biofilmu za¢inaji oddélovat jednotlivé
buniky nebo i celé ¢asti biofilmu, které mohou kolonizovat dalsi povrchy (Watnick a Kolter,
2000). Takto vznika v biofilmu dynamicka rovnovaha, ktera je regulovana mnozstvim Zivin,
podminkami vnéjsiho prostiedi a piedevsim komunika¢nim systémem quorum sensing (Davies
etal., 1998).

2.3.2 Quorum sensing

Tvorbu bakteridlniho biofilmu u nékterych patogennich a oportunisticky patogennich
bakterii fidi komunika¢ni systém quorum sensing (Paluch et al., 2020). Quorum sensing (QS)
vychazi z ptedpokladu, Ze bakterialni bunky musi dosahnout uré¢ité minimalni populace, aby
mezi nimi doslo k zahajeni komunikace (Shrout a Nerenberg, 2012). Doslova jde o vnimani
mnozstvi bakterii v biofilmu, které bakteriim umoziuje reagovat a ovliviiovat zivot v populaci
biofilmu a adaptovat se tak na neptiznivé zivotni podminky (Duan a Surette, 2007).

Systém QS je zalozen na produkci a uvoliovani extracelularnich chemickych
signalizacnich molekul (autoinduktort). Tyto signalni molekuly interaguji po dosazeni
ptislusné prahové koncentrace s receptorovym proteinem, coz vede ke zménam Vv expresi
specifickych genu. Stoupne-li mnozstvi bakterialnich bunék v biofilmu, amémé stoupne
i koncentrace autoinduktorti. Mnoho bakterii se mulze pfizplsobit nepiiznivému prostiedi
regulovanim genl zodpovédnych za tvorbu biofilmu, virulenénimi faktory nebo pfenosem
genetického materialu v procesu transformace nebo konjugace (Vasudevan, 2014).

Autoinduktory Gram-negativnich bakterii jsou homoserinové laktony. Tyto molekuly
dokazi vyvolat specifické reakce hostitelskych organismi. QS systém u Pseudomonas
aeruginosa kontroluje tvorbu biofilmu a expresi mnoha faktord virulence (napt. produkce
elastazy, proteazy, alkalické fosfatazy a exotoxinu A). U bakterie Vibrio fischeri je systém
QS zodpovédny za kddovani luciferazy. Autoinduktory Gram-pozitivnich bakterii jsou kratké

oligopeptidy. Piikladem Gram-pozitivni bakterie vyuzivajici QS systém k produkci exotoxint
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¢i tvorbé biofilmu je Staphylococcus aureus. Slibnou strategii v boji s biofilmy by mohla byt

moznost ovlivnéni QS systému (Paluch et al., 2020).

2.3.3 Statické metody detekce biofilmu

Fenotypové metody mohou na zdklad€ kultivaénich technik prokazat rist biofilm-

pozitivnich bakterii nebo pomoci kolorimetrické metody detekovat vzniklou vrstvu biofilmu.

Vizualni detekce

Prvné byla ke kvantifikaci bakterialniho biofilmu vyuzita zkumavkovd metoda.
Ve zkumavce probiha kultivace ve zvolenem médiu a vznikla biofilmova vrstva je nasledné
obarvena. Tato metoda je ¢asové naro¢na a obtizné standardizovatelnd, jelikoz se publikované
studie 1isi v nastavenych podminkach experimenti (Crémet et al., 2013). Zkumavky jsou
barveny nejcastéji krystalovou violeti, safraninem, karbolfuchsinem nebo trypanovou modii.
Zlatym standardem detekce tvorby biofilmu je metoda barveni krystalovou violeti. Obarvena

vrstva ve zkumavce znaci biofilm-pozitivni kmeny (Christensen et al., 1985).

Spektrofotometricka detekce

Vyuzivangjsi obdobu zkumavkové metody je metoda testovani biofilmu v mikrotitra¢ni
desti¢ce (Christensen et al., 1985; Stepanovic et al., 2007). Tato metoda je zalozena na kultivaci
mikroorganismu v jamkach mikrotitra¢ni desti¢ky. Po prob&hlé inkubaci a specifickém barveni
bakteridlniho biofilmu v mikrotitraéni desti¢ce je vyuZzivana spektrofotometricka detekce,
jez je vhodna k piesnému hodnoceni biofilmové tvorby (Obrazek 10). Vysledkem je hodnota
absorbance, ktera se porovnava s tzv. cut off value (absorbance negativni kontroly). Kmeny,
jejichz absorbance je vyssi nez cut off value, jsou povazovany za biofilm-pozitivni a kmeny,
jejichz absorbance je niZzsi neZ cut off value, se povazuji za biofilm-negativni (Knobloch et al.,
2002). e

Obrézek 10 — Obarveny bakterialni biofilm v mikrotitra¢ni desti¢ce ptipraveny pro
spektrofotometrické vyhodnoceni (foto autor).
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Kultivace na agaru s kongocerveni

Z kultiva¢nich metod lze zvolit kultivaci na agaru s kongocerveni. Tato metoda
umoziuje selektivni rozpoznavani biofilm-pozitivnich kmenu, které vyristaji na tomto agaru
v ¢ernych koloniich a biofilm-negativnich kmena, jenz vyrustaji v ¢ervenych koloniich. Avsak
nevyhodou je velice vyrazna subjektivita hodnoceni, z toho davodu se kultivace na agaru
s kongoCerveni vyuzivad pfevazné k orientatnimu hodnoceni biofilm-pozitivy. Stanoveni
biofilm-pozitivity ¢i biofilm-negativity daného kmene by proto mélo byt doplnéno dal$im

testovanim (Freeman et al., 1989).

2.3.4 Dynamické metody detekce biofilmi
Dynamické systémy vérohodné&ji simuluji podminky in vivo. Mezi tfi standardizované
metody pro studium biofilmu patii oto¢ny diskovy reaktor, CDC biofilmovy reaktor a Drip flow

reactor.

CDC biofilmovy reaktor

CDC biofilmovy reaktor je komer¢né dostupné zafizeni, které slouzi k pozorovani
biofilmové tvorby a naslednému studiu biofilmu. Systém je slozeny ze sklenéného reaktoru
(Obrazek 11), do kterého je umisténo vi¢ko s drzaky kupont. Lze vyuzivat celou fadu materialti
vhodnych pro tvorbu biofilmu. K reaktoru je také ptipojeno kultivaéni médium, upravené dle
nastaveného experimentu, jehoz tok je zajistén peristaltickou pumpou. Pro néslednou
kvantifikaci biofilmu se vyuziva ultrazvukovani nebo mechanické ocisténi kuponi (Chavant

et al., 2007; Lebeaux et al., 2013).

Drip flow reactor

Drip flow reactor se sklada ze ¢tyt nebo Sesti paralelnich testovacich kanali (Obrazek
11), z nichz kazdy je schopen pojmout jeden kupon, mikroskopické skli¢ko nebo napt. stent.
Hadicka privadi cerstvé kultivaéni médium ptimo do komtirek. Pritok média je regulovan
pumpou tak, aby dochézelo pouze k prokapavani cerstvého media do komarek. Tento reaktor
je vyuzivan zejména pro studium kontaminace zdravotnického materialu a lékarskych pristroja

(Chavant et al., 2007; Lebeaux et al., 2013).

Rota¢ni diskovy reaktor

Rotacni diskovy biofilmovy reaktor se sklada z teflonového a kaucukového kotouce,
ktery obsahuje Sest odnimatelnych kupond. Vyjimatelné kupony jsou vyrobeny z rtznych

materidlii. Spodni ¢ast rotujiciho disku obsahuje ty¢ovy magnet, ktery umoziuje rotaci disku
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a rovnomérné proudéni média (Obrazek 11). Po ukon¢ené dob¢ inkubace se vyjme rota¢ni disk
a za pomoci pinzety se odstrani kupony, které nasledné slouzi pro dal$i studium biofilmu
(Chavant et al., 2007; Lebeaux et al., 2013).

Obréazek 11 — Dynamické metody vyuzivané pro tvorbu biofilmu. Zleva — CDC
biofilmovy reaktor, Drip flow reactor a rota¢ni diskovy reaktor (dostupné z:
https://biofilms.biz/).

2.3.5 Mikroskopické metody

Mikroskopické techniky patii k velice vyuZzivanym metodam zobrazeni a detekce
biofilmovych struktur. Vyuzit 1ze napf. svételnou mikroskopii, konfokalni laserovou skenovaci
mikroskopii, elektronovou mikroskopii, mikroskopii atomarnich sil (AFM) a mnohé dalsi.
Ve spojeni se specifickymi barvivy ¢i molekularnimi sondami lze identifikovat 1 vicedruhové

biofilmy.

Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie

Tato mikroskopovaci metoda umoznuje nedestruktivni zobrazeni biofilmové struktury.
Muzeme zachytit zfetelny obraz uspotradani biofilmu, bakterialnich bun¢k i okolni matrix. Diky
optickym teziim je CLSM schopna vyobrazit struktury ukryté pod povrchem biofilmu,
naslednym slozenim optickych fezi ziskame 3D strukturu bakteridlniho biofilmu (Catto

a Cappitelli, 2019), jak je uvedeno na Obrazku 12.
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Obrazek 12 — 3D vizualizace obarveného biofilmu pomoci CSLM. Vlevo je snimek biofilmu
P. aeruginosa, vpravo obarvené vstrvy biofilmu E. coli (Cattd a Cappitelli, 2019).

Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescenéni mikroskopii lze vyuzit pti studiu prostoroveho usporadani jednotlivych
slozek biofilmu. K zobrazeni biofilmu pomoci fluorescen¢ni mikroskopie lze pouzit barviva
vhodna k oznaceni bakterialnich bunék, napi. DAPI, SYTO-9, SYBR-Green, Hoechst nebo
akridinovou oranz. Akridinové oranz se vyuziva pro vizualizaci bakteridlni populace uvnitf
biofilmu, oranzov¢ jsou obarveny buiiky rychle rostouci a zelenou barvu maji buiiky stagnujici
v rastu. Dalsi alternativou zobrazeni biofilmu je pouziti specifickych fluorescencnich sond
(Obréazek 13), které umoznuji identifikaci jednotlivych mikroorganismt. Mikroorganismy
v biofilmu Ize lokalizovat také pomoci fluorescencéni in situ hybridizace. Velmi Casta je také
geneticka modifikace mikroorganismil, zacilena na expresi zeleného fluorescenéniho proteinu

(GFP) (Shashkova a Leake, 2017).

Obréazek 13 — Detekce Arcobacter-like species a vytvoieného biofilmu pomoci
fluorescenénich sond ARC®-TRITC a EUB®*®-FLUOS. Vlevo je snimek vytvofeného
biofilmu, vpravo planktonni butiky tvoftici biofilm (Moreno et al., 2003).
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2.3.6 Dalsi metody detekce biofilmu

Vedle vyse popsanych metod jsou vyuzivany i molekularni techniky, které se zamé&tuji
na sledovani genti zodpovédnych za tvorbu biofilmu. Geny spojené s tvorbou biofilmu Ize
proké&zat pomoci metody PCR, avSak pfitomnost genu nevypovida o genové expresi a o tom,
zda bude dany kmen tvofit biofilm. Samotna tvorba biofilmu je komplikovana, na procesu
tvorby se totiz podili mnoho genii. Napt. geny kodujici syntézu povrchovych proteinti nebo
polysacharidového mezibunééného adhesinu. Metody prikazu genti zodpovédnych za tvorbu
biofilmu maji velky potencial vyuziti (Arciola et al., 2002). Pro studium biofilmu, sloZeni
extracelularni matrix, proteinii a dalSich molekul v biofilmu lze vyuzit MALDI-TOF/MS.
Pti studiu biofilmu se MALDI-TOF/MS vyuziva zejména ke znalostem o sloZeni extracelularni
substance nebo pii studiu syntézy bilkovin v biofilmovych i planktonnich burikach (Hefford
et al., 2005).

2.3.7 Prevence vzniku biofilmu a moZnosti jeho degradace

Ve zdravotnictvi ¢i potravinaiském pramyslu piedstavuje biofilm vazny problém, nebot’
u¢inek béznych antimikrobialnich prostiedku ¢asto selhava. Eliminace bakterialniho biofilmu
spoCiva predevS§im v jeho mechanickém odstranéni s naslednou antibiotickou Ié¢bou,
coz zpusobuje komplikace ptedevSim pro pacienty. Pro ucinnou eliminaci bakteridlnich
biofilmi je nezbytnd kombinace antibiofilmovych slou¢enin s ucinnymi antibiotiky
(Vasudevan, 2014). Pomérné uc¢inna je synergicka aplikace antibiotik, avSak davky antibiotik,
po kterych jiz nedochazi k obnové biofilmové matrice, jsou pro podani in vivo pfili§ vysoké
(Martelli et al., 2018; Thenmozhi et al., 2009). Antimikrobialni latky, které jsou schopny
naruSovat biofilmové struktury jsou cilem fady vyzkumi. TaktéZ povrchové aktivni latky
snizuji proces kolonizace abiotickych i biotickych porvrchia. Velké efektivity dosahuji
nanomaterialy s modifikovanym antimikrobidlnim povrchem, ktery znemoziuje bakterialni
adhezi. Napt. kolonizace povrchii nepatogennimi bakteriemi by mohla zabranit adhezi
patogennich bakterii ¢i usnadnit odstranéni vytvofenych biofilmu. Jelikoz bakterilni biofilmy
obsahuji smiSenou populaci mikroorganismdi, je velice obtizné nalézt i¢innou antimikrobialni
latku. Lze konstatovat, ze budoucnost biofilmovych onemocnéni a jejich nasledné 1é¢by je
nejista. Neexistuji idealni feSeni vhodna pro eradikaci biofilmu, av§ak vhodnd feSeni by mohly

piinést multidisciplinarni piistupy (Sandasi et al., 2010; Vasudevan, 2014).
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3 CILE PRACE

Cilem vyzkumu vramci této disertatni prace bylo prohloubeni znalosti o bakteriich
Arcobacter-like species. Jedna se o bakterie popsané jiz pted relativné dlouhou dobou, avsak
mnohé jejich vlastnosti nebyly dosud popsany. Zaméfeni celé studie Ilze rozdélit

do nasledujicich tematickych oddilt:

1) Tvorba biofilmi Arcobacter-like species za ruznych experimentalnich podminek

a na riznych materiadlovych povrsich.

2) Hodnoceni antimikrobialniho u¢inku vybranych antibiotik na planktonni buiky,

ale takeé jejich vliv na tvorbu bakterialniho biofilmu.

3) Hodnoceni biologického uc¢inku hydrosolt ziskanych destilaci piirodnich matric,

a to na planktonni buiiky i tvorbu biofilmu. Chemicka analyza ptipravenych hydrosoli.

4) Hodnoceni biologického t¢inku extraktli z olivovych oleji, a to na planktonni bunky

1 tvorbu biofilmu. Chemicka analyza ptipravenych olejovych extrakti.

45



4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Laboratorni vybaveni

Analyticke vahy

Aparatura pro destilaci vodni parou
Aparatura pro hydrodestilaci

Autoklav Systec VX-40

Autosampler pal-Combi

BACMED 6iG2

Bézné plastové, sklenéné a kovové laboratorni potieby
Biologicky termostat

Biologicky termostat ST 3 COMF/S
Centrifuga Z 300 K

Dispenzor ST6090

GC 2010-FID a autosampler AOC-20i
GC 2010-GCMS-QP2010 Plus
Horkovzdusny sterilizator STERIMAT
Injekéni membranovy nylonovy filtr
Chladnicka RK 6201 BW

Chladnicka ZRA 40100 WA

Kapilarni kolona Supelco
LC-CoulArray (cely systém)
McFarland denzitometr

Mikropipety automatické

Mikropipety automatické

Mikrotitra¢ni desti¢ky s plochym dnem
Odplynova¢ Vacuum Degasser DG 3014
pH-metr Schott CG 842
Spektrofotometr Genesys 50 UV-VIS

Sterilizator parni Sterilab 25 |

Sterilizator parni Sterimat Plus 25 |
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Kern, Némecko

Systec, Némecko
CTC Analytics AG, Svycarsko
Aspiag, Ceska republika

MMM-Group, Kanada
POL-EKO, Polsko
Hermle, Némecko

Oxoid, Velka Britanie
Shimadzu, Japonsko
Shimadzu, Japonsko
BMT, Ceska republika
Labicom, Ceské republika
Gorenje, Slovinsko
Zanussi, Ceska republika
Supelco, Spojené staty americké
ESA, Spojené staty americké
Biosan, Spojené staty americké
Discovery, Némecko

Eppendorf, Némecko

PE SPL Life Sciences Co., Korea

ECOM, Ceska republika
Schott, Némecko

Sigma-Aldrich, Spojené staty
americké

BMT, Ceska republika
BMT, Ceska republika



Tecan Infinite® M200 PRO
Topné hnizdo LTHS 2000

Ttepacka a vortex IKA MS 3 Digital

Ttepacka Vornado vortex

Zatizeni pro demineralizovanou vodu Millipore

4.2 Pouzité chemikalie

Acetonitril, p.a.

Ethanol, 96 %

Ethanol, p.a. nedenaturovany
KCI, p.a.

KH2PO,, p.a.

Krystalova violet

Kyselina mravenci, 98-100%
Methanol, p.a.

Na;HPO4 - 12H.0, p.a.

NacCl, p.a.

Octan amonny, 99%

Octan sodny, p.a.

Oxalat amonny, p.a.

Redestilovana voda

4.3 Pouzita média

=  TSA (Trypton Soya Agar) — HiMedia, Indie

SlozZent:

enzymaticky hydolyzat kaseinu
sOjovy pepton

chlorid sodny

agar

pH (25°C)=7,3+0,2
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Tecan, Svycarsko

Thermo Fisher Scientific, Ceska

republika
IKA, Spojené staty americké

Benchmark, Spojené staty
americké

Millipore, Spojené staty americké

Merck, Némecko
Lach:Ner, Ceska republika
Merck, Némecko

PENTA, Ceska republika
PENTA, Ceska republika

Sigma Aldrich, Spojené staty
americké

Lach:Ner, Ceska republika
Merck, Némecko

PENTA, Ceska republika
PENTA, Ceska republika
Honeywell Fluka, Svycarsko
Lach:Ner, Ceska republika
PENTA, Ceska republika

Univerzita Pardubice, Ceska
republika

15 g/l,
5 gll,
509/l,

15 g/l.



Pro pripravu TSA pudy byla navazena praskova smés v poméru 40 g smési na 1000 ml
destilované vody. Vznikla zivna pida byla autoklavovana pii 121 °C po dobu 15 min

a po ochlazeni na cca 50 °C rozlita do Petriho misek.

=  M-H agar (Mieller-Hinton agar) — HiMedia, Indie

Slozeni:
hovézi srdcova infuze 2 g/,
kysely hydrolyzét kaseinu 17,5 g/l
skrob 1,54/,
agar 17 g/l.

pH (25 °C) =73 +0,1

Pro pifipravu M-H pidy byla navazena praskova smés v poméru 38 g smési na 1000 ml
destilované vody. Vznikla zivna puda byla autoklavovana pii 121 °C po dobu 15 min

a po ochlazeni na cca 50 °C rozlita do Petriho misek.

=  M-H bujon Il. (Mieller-Hinton broth I1.) — Sigma Aldrich, Spojené staty americké

Slozent:
kysely hydrolyzét kaseinu 17,5 g/,
hovézi extrakt 39/,
Skrob 1,59/l

pH (25°C)=7,3+0,1

Pro ptipravu M-H bujénu Il byla navazena praskova smés v poméru 22 g smési na 1000 ml
destilované vody. Vznikla zivna puda byla autoklavovana pii 121 °C po dobu 15 min. Nasledné

byl bujon obohacen o 5 % fetalniho bovinniho séra.

=  BHI bujén (Brain Heart Infusion broth) — HiMedia, Indie

Slozeni:
teleci mozkova infuze 12,5 g/,
hovézi srdcova infuze 50/,
proteasovy pepton 10 g/l,
chlorid sodny 50/,
hydrogenfosfore¢nan disodny 2,509/,
glukosa 2 g/l.

pH (25°C)=7,4+0,2

Pro ptipravu BHI bujonu byla navazena praskova smés v poméru 37 g smési na 1000 ml

destilované vody. Vzniklé zivné médium bylo autokldvovano pti 121 °C po dobu 15 min.
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= Fyziologicky roztok

Pro ptipravu fyziologického roztoku byl navazen chlorid sodny v poméru 8,5 g na 1000 ml

destilované vody. Vznikly roztok byl autoklavovan pii 121 °C po dobu 15 min.

= Sabouraud dextrosovy agar — HiMedia, Indie

Slozeni:
glukosa 40 g/l
cykloheximid 0,40 g/l,
smés peptonil 10 g/l,
chloramfenikol 0,05 g/I,
agar 15 g/l.

pH (25°C) =56 +0,2

Pro piipravu bylo navazeno 65,5 g média a rozpusténo v 1000 ml destilované vody. Vzniklé

zivné médium bylo autoklavovano pii 121 °C po dobu 15 min.

=  Krystalova violet’

Pro ptipravu krystalové violeti bylo navdzeno 2,5 g praskové krystalové violeti, kterd byla
rozpu$téna ve 100 ml ethanolu, a takto pfipraveny roztok se smisil se 400 ml 1% oxalatu

amonného.

=  PBS pufr (Phosphate Buffor Saline)

Slozeni:
NaCl 80,
KCI 0,29,
KH2P04 012 ga
Na:HPO, - 12H,0 2,949.

Jednotlivé slozky byly navazeny dle ndvodu a rozpu$tény v 1000 ml destilované vody.
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4.4 Experimentalni metodiky

4.4.1 Pouzité mikrobidlni kmeny a priprava bunécné suspenze

V ramci experimentl disertaéni prace bylo k testovani vyuzito celkem 64
Arcobacter-like species, 10 kmeni rodu Campylobacter a 5 dal$ich mikrobialnich kment
(Tabulka 1 a 2). Jednotlivé kmeny pochazely ze Sbirky mikroorganismu Univerzity Goteborg
ve Svédsku (kmeny oznadené CCUG), ze Sbirky mikroorganismit Univerzity Gent v Belgii
(kmeny oznacené LMG), z Ceské sbirky mikroorganismti Masarykovy Univerzity v Brné
(kmeny oznacené CCM), interni sbirky mikroorganismi Univerzity Pardubice (kmeny
ozna¢ené UPa), z Nemocnice Pardubického kraje a.s. — Pardubickd nemocnice (kmeny
oznac¢ené NP), z Nemocnice Pardubického kraje a.s. — Svitavska nemocnice (kmeny oznacené

NS) a z Oblastni nemocnice Nachod, a.s. (kmeny znacené ONN).

Tabulka 1 — Piehled Arcobacter-like species pouzitych v ramci studie.

Kmeny Arcobacter-like species

Al. butzleri CCUG 30848 Al. butzleri UPa 2015/108 Al. cryaerophilus CCM 3934
Al. butzleri LMG 10828 Al. butzleri UPa 2015/118 Al. cryaerophilus CCM 7050
Al. butzleri UPa 2012/3* Al. butzleri UPa 2015/128 Al. cryaerophilus UPa 2012/1*
Al. butzleri UPa 2013/38 Al. butzleri UPa 2015/138 Al. cryaerophilus UPa 2013/18
Al. butzleri UPa 2013/6 Al. butzleri UPa 2015/148 Al. cryaerophilus UPa 2013/124
Al. butzleri UPa 2013/9 Al. butzleri UPa 2013/38 Al. cryaerophilus UPa 2013/13*
Al. butzleri UPa 2013/10* Al. butzleri UPa 2015/158 Al. cryaerophilus UPa 2013/14*
Al. butzleri UPa 2013/15* Al. butzleri UPa 2015/168 Al. cryaerophilus UPa 2013/16*
Al. butzleri UPa 2013/308 Al. butzleri UPa 2015/188 Al. cryaerophilus UPa 2013/178
Al. butzleri UPa 2013/318 Al. butzleri UPa 2015/198 Al. cryaerophilus UPa 2013/288
Al. butzleri UPa 2013/328 Al. butzleri UPa 2015/20¢ Al. cryaerophilus UPa 2013/35*
Al. butzleri UPa 2013/338 Al. butzleri UPa 2015/258 Al. cryaerophilus UPa 2014/588
Al. butzleri UPa 2013/36* Al. butzleri UPa 24AB Al. cryaerophilus UPa 2014/58A8
Al. butzleri UPa 2013/36* Al. butzleri UPa 30B8 Al. cryaerophilus UPa 2014/58D8
Al. butzleri UPa 2013/378 Al. butzleri UPa 39-3¢ Al. cryaerophilus UPa 2014/598
Al. butzleri UPa 2014/518 Al. butzleri UPa 49B8 Al. cryaerophilus UPa 1308

Al. butzleri UPa 2014/548 Al. butzleri UPa 65A8B Pd. defluvii LMG 29654

Al. butzleri UPa 2015/18 Al. butzleri UPa 132A8 Al. lanthieri LMG 28517

Al. butzleri UPa 2015/5* Al. butzleri UPa 138A# Al. skirrowii LMG 6621

Al. butzleri UPa 2015/68 Al. butzleri UPa 141B8 Al. thereius LMG 24488

Al. butzleri UPa 2015/78 Al. butzleri UPa KK®

Al. butzleri UPa 2015/98 Al. cryaerophilus CCM 3933

Legenda: Al. — Aliarcobacter; Pd. — Pseudoarcobacter; # kmeny izolované z vody; & kmeny izolované z potravin, ¢ klinické
izolaty; UPa — kmeny z interni sbirky Univerzity Pardubice; CCUG — kmeny ziskané ze shirky University Goteborg, LMG —
kmeny ziskané z belgické shirky Co-ordinated Collections of Microorganisms, CCM — kmeny z ceské sbirky mikroorganismal
Czech Collection of Microorganisms.
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Tabulka 2 — Piehled kment kampylobaktert a dal§ich kmeni pouzitych v ramci studie.

Kmeny rodu Campylobacter Ostatni mikroorganismy
C. jejuni CCM 6214 S. aureus CCM 4232

C. jejuni NP 2896¢ E. faecalis CCM 4224

C. jejuni NS 3668 P. aeruginosa CCM 3955
C. jejuni NS 3800¢ E. coli CCM 3954

C. jejuni NS 4088¢ C. albicans CCM 8186

C. jejuni NS 4091¢

C. coli NP 2395¢

C. coli NS 3803¢

C. coli NS 4062¢
Campylobacter sp. ONN 366

Legenda: C. — Campylobacter; S. aureus — Staphyloccocus aureus; E. faecalis — Entereoccocus
faecalis; P. aeruginosa — Pseudomonas aeruginosa; E. coli — Escherichia coli; C. albicans —
Candida albicans; © klinické izolaty; CCM — kmeny z ceské sbirky mikroorganismii Czech
Collection of Microorganisms; NP — kmeny z Pardubické nemocnice; NS — kmeny ze Svitavské
nemocnice; ONN — kmeny z Oblastni nemocnice Nachod.

Pied kazdym testovanim byly kmeny piepasazovany na TSA agar. Kultivace
Arcobacter-like species probihala pti 30 °C po dobu 48-72 hod. Kultivace kampylobaktert
probihala pti 42 °C po dobu 48-72 hod. Kultivace E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, E. faecalis
probihala pii 37 °C po dobu 24 hod. a v piipadé C. albicans kultivace probihala pii 37 °C
po dobu 48 hod.

Pro dil¢i experimenty byla ptipravena bunééna suspenze o bunééné denzité odpovidajici
1,5-3x10® CFU/ml. Bun&tna denzita byla vzdy upravena nafedénim na pozadovanou

koncentraci pro dané experimentalni ucely.

4.4.2 Sledovéani tvorby biofilmu na sklenéném povrchu

Tvorba biofilmu byla monitorovana ve zkumavkach z borosilikatového skla, do kterych
byl pipetovan BHI bujén (2 ml) a bunétna suspenze (100 pl). Po inkubaci za specifickych
podminek Arcobacter-like species pti teploté 30 °C a pro Campylobacter spp. pii teploté
42 °C po dobu 24 hod., resp. 72 hod. za aerobni ¢i mikroaerofilni atmosféry byla sledovana
tvorba biofilmu. Po kultivaci byl obsah zkumavek vylit do odpadu a zkumavky byly promyty
sterilni destilovanou vodou a vysuSeny pii 37 °C. Nasledné¢ byla vnitini strana sklenénych
zkumavek barvena 1% krystalovou violeti po dobu 15 min. Pote byly zkumavky znovu promyty
destilovanou vodou a zcela vysuseny pii 37 °C. Hodnoceni tvorby biofilmu bylo provedeno
vizualng, a to porovnanim se slabé adherentnim kmenem E. coli CCM 3954 a silné adherentnim
kmenem S. aureus CCM 4224. Vsechny experimenty byly opakovany alespon tiikrat. Kmeny
netvorici biofilm byly oznaceny (N), kmeny tvofici biofilm byly kategorizovany jako slabé

adherentni (W), sttedné adherentni (M) a silné adherentni (S).

51



4.4.3 Sledovani tvorby biofilmu na plastovém povrchu

Pro stanoveni biofilmu na plastovém povrchu byly vyuzity 96-jamkové mikrotitra¢ni
polystyrénové desticky s plochym dnem (PE SPL Life Sciences Co., Korea), do kterych byl
pipetovan BHI bujon (90 pl) a bunééna suspenze (10 pl) o denzité odpovidajici
1,5x108 CFU/mI. Arcobacter-like species byly kultivovany pfi teploté 30 °C po dobu 24 hod.
nebo 72 hod. v aerobnim ¢i mikroaerofilnim prostfedi. Bakterie rodu Campylobacter byly
kultivovany pii teploté 42 °C po dobu 24 hod. nebo 72 hod., a to opét bud’ v aerobnim
¢i mikroaerofilnim prostfedi. Mikrotitraéni desticka byla spektrofotometricky prométena
pti vinové délce 595 nm pied inkubaci i po prob¢hlé inkubaci. Nasledné byl obsah celé desti¢ky
vytfepan do odpadu, desticka byla opatrné promyta destilovanou vodou a vysusena pii 37 °C.
Po vysuSeni bylo do desti¢ky pipetovano 100 ul 2 % octanu sodného (15 min), ktery slouzil
k fixaci vytvofeného biofilmu. Obsah desti¢ky byl vytfepan do odpadu, a takto upravena
desti¢ka byla 15 min barvena 1% krystalovou violeti (100 pul). Obarvena desticka byla promyta
destilovanou vodou a vysusena pii 37 °C. Vytvofeny komplex biofilm-krystalova violet byl
solubilizovan 96% ethanolem (200 pl), nasledné¢ byla méfena absorbance v nové desticce
pfi vlnové délce 595 nm. Kmeny Arcobacter-like species byly kategorizovany podle
klasifika¢niho systému jako kmeny neadherentni (N; OD < ODc), slabé adherentni (W; ODc <
OD < 2x0Dc), stiedné adherentni (M; 2xODc < OD < 4x0Dc) a siln¢ adherentni (S; 4xODc
< OD), kde hodnota ODc (cut-off OD) je definovéna jako trojnasobek smérodatné odchylky
nad primérem OD negativni kontroly (hodnota slepého pokusu). Namétené a vypocitané

hodnoty OD/ODc (0,111/0,120) byly pro vSechna méfeni stejné.
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4.4.4 Vliv antibiotik na prezivani Arcobacter-like species
4.4.4.1 Stanoveni minimalni inhibi¢ni (baktericidni) koncentrace

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace (MBC)
byly stanoveny mikrodiluéni metodou v 96-jamkovych mikrotitra¢nich polystyrenovych
desti¢kach s plochym dnem. Ze zasobnich roztokiit ATB byly pfipraveny koncentraéni fady
antibiotik (0,03-256 mg/l) v Mueller-Hintonov¢ bujonu II (MH-II, Merck, Némecko). Kazda
jamka (celkovy objem 100 pl) byla nao¢kovana bunécnou suspenzi, kone¢na bunééna denzita
odpovidala 1,5x10® CFU/mI. Z kazdé jamky bylo provedeno vyo¢kovani na neselektivni
médium TSA, a to po piedchozi kultivaci po dobu 24 hod. pii teploté 30 °C za aerobnich
podminek. Hodnota MIC byla hodnocena jako nejnizs$i koncentrace antibiotika,
ktera inhibovala viditelny rast mikroorganismu (99,9 %). Dale byly vyjadieny také hodnoty
MICso a MICgqo jako koncentrace, pii kterych bylo viditelné inhibovano 50 %, resp. 90 %
koncentrace antibiotik potfebna k usmrceni 99,9 % bakterii subkultivovanych na TSA médium.
Kazdy experiment byl proveden alespon ctyfikrat.

Protoze neexistuji mezinarodn¢ piijata kritéria pro testovani citlivosti Arcobacter-like
species k antibiotikiim, byly kmeny klasifikovany na zakladé hrani¢nich hodnot doporué¢enych
pro Campylobacter coli (erythromycin, ciprofloxacin a tetracyklin) a ¢eled’ Enterobacteriaceae
podle CLSI a EUCAST (Svarcova et al., 2022b).

4.4.4.2 Sledovani tvorby biofilmu v pritomnosti antibiotik

Vliv antibiotik na tvorbu biofilmu byl sledovan v 96-jamkovych mikrotitra¢nich
polystyrenovych destickach s plochym dnem. Mikrotitraéni desticka obsahovala pozitivni
kontrolu tvorby biofilmu (PK) a koncentra¢ni fadu antibiotik, ke kterym byla pfidana buné¢na
suspenze 1,5x10% CFU/mI. Stanoveni tvorby biofilmu bylo provedeno identicky, viz kapitola
4.4.3. Pro experimentalni praci bylo vybrano Sest antibiotik od firmy Sigma-Aldrich (Sigma-
Aldrich, Spojené staty americké), konkrétné, ampicilin (AMP), ciprofloxacin (CIP),
klindamycin (DA), erythromycin (E), gentamicin (GE) a tetracyklin (TE). Zasobni roztoky
antibiotik byly pfipraveny v destilované vodé o koncentraci 1024 mg/l. Pied pouzitim byly

zasobni roztoky antibiotik skladovany dle navodu vyrobce, a to pti 2-8 °C, resp. -20 °C.
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4.4.5 Biologicka aktivita a chemické sloZeni hydrosoli

Rostlinny material pro ptipravu hydrosolt byl zakoupen od riznych distributord,
okvétni listky levandule 1ékarské (Lavandula angustifolia Mill.) ptivodem z Chorvatska
(Mediate, Ceska republika), listy vaviinu vzneseného (Laurus nobilis L.) ptivodem z Brazilie
(Kasia Vera, Ceska republika), plody hiebickovce kofenného (Syzygium aromaticum L.)
pivodem z Madagaskaru (Kasia Vera, Ceskd republika) a seminka fenyklu pravého
(Foeniculum vulgare Mill.) pochazejici z Ceské republiky (Kasia Vera, Ceska republika).
Hydrosoly téchto matric byly ziskany pomoci hydrodestilace a destilace vodni parou. Piprava
hydrosold a jejich chemicka analyza byla provedena ve spolupraci s Katedrou analytické

chemie.

4.4.5.1 Priprava hydrosoli hydrodestilaci

Hydrodestilace byla provedena v hydrodestilaénim systému. Pfislusné mnozstvi
rostlinného materialu bylo navazeno do destila¢ni bariky spole¢né s demineralizvovanou vodou
(1500 ml), voda byla dale dopliiovana podle potieby a zahfivana spole¢né s rostlinnym
materidlem topnym hnizdem. Esencialni olej i hydrosol byly shromazd’ovany v separatoru.
Elencialni olej byl oddélen od vodné faze a uskladnén. Destilace probihala do té doby, dokud
se destiloval esencialni olej. Cas destilace se pohyboval v rozmezi 220-310 min a objem
hydrosolu se pohyboval v rozmezi 1,7-2 1, primérna rychlost destilace byla 6,9 ml/min.
Kone¢ny testovany vzorek hydrosolu vznikl smichanim hydrosolt ze tii destila¢nich bé&hu.

Hydrosol ziskany procesem hydrodestilace byl ozna¢en HD.

4.4.5.2 Priprava hydrosola destilaci vodni parou

Destila¢ni banka naplnénd demineralizovanou vodou (1500 ml) byla zahtivana topnym
hnizdem (voda byla dopliovana podle potieby). Na destila¢ni bariku byl pfipojen destilacni
nastavec opatfeny sitkou, ktery obsahoval rostlinny vzorek. Vydestilované slozky oleje s vodni
parou odchézely do chladi¢e, kde byla smé&s ochlazena. Vznikly destilat byl zachycen
ve sbérném zafizeni, které bylo opatieno vyvodem pro odtok hydrosolu. Ziskany hydrosol byl
vloZen do tmavé banky a skladovan pfi teploté 4 °C. Destilace probihala do té doby, dokud se
destiloval esencialni olej. Cas destilace se pohyboval v rozmezi 260-345 min
a objem hydrosolu se pohyboval v rozmezi 1,7-2 |, rychlost destilace se pohybovala v rozmezi
5,3-6,7 ml/min. Finalni vzorek hydrosolu byl ziskan smichanim hydrosolt ze tii destilaénich

béha. Hydrosol ziskany procesem parni destilace byl ozna¢en pismeny SD.
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Ziskané hydrosoly (SD i HD) byly dale koncentrovany na kolonce Separon SGX C18
(modifikovany oktadecylsilikagel, 60 pm, 0,5 g) pomoci 96% ethanolu. Sorbent v koloné byl
nejprve aktivovan methanolem (5 ml) a nakonec byl promyt sterilni destilovanou vodou
(10 ml). Vzorek hydrosolu (100 ml) byl protlacen pies kolonku a nasledné pomoci ethanolu
(2 ml) probéhla eluce zakoncentrovaného hydrosolu z kolonky. Takto byly ziskany 50x

koncentrované hydrosoly Hsp spe @ HHp_spe.

4.45.3 Chemicka analyza hydrosoli pomoci GC-MS

Analyza ziskanych hydrosolti byla provedena pomoci plynového chromatografu
GC 2010, ve spojeni s GC-MS-QP2010 Plus hmotnostné selektivnim detektorem (oba
Shimadzu, Japonsko) a Combi Pal Autosamplerem (CTC Analytics, Svycarsko). Chromatograf
byl vybaven kapilarni kolonou SLB-5ms (30 mx0,25 mm, tloustka folie 2,5 um; Supelco,
Spojené staty americké). Helium 5.0 (Linde, Ceské republika) bylo pouZito jako nosny plyn pfi
konstantnim pritoku 30 cm/s. Teplotni program byl nastaven na 40 °C po dobu 3 min, poté byl
termostat vyhiivan na teplotu 250 °C s rychlosti 2 °C/min a finalni teplota byla udrzovana
po dobu 10 min. Teplota nastiiku a pfevodniku do detektoru byla nastavena na 200 °C.
Davkovan byl 1 pl hydrosolu v délicim poméru 1:50. Hmotnostni spektrometr byl provozovan
v rezimu elektronové ionizace, ioniza¢ni energie byla 70 eV a byly méteny ionty v rozsahu m/z
33-500. Identifikace slozek esencialniho oleje byla provedena pomoci hmotnostnich spekter,
které byly porovnavany s knihovnou spekter Narodniho institutu pro standardy a technologii
(NIST ’14 Mass Spectral Library) a knihovnou FFNSC (Flavour & Fragrance Natural
& Synthetic Compounds GCMS library), verifikace byla provedena na zéklad¢ porovnani
retenénich indexti (Adams, 2007; Linstrom a Mallard, 2001).

4.45.4 Chemicka analyza hydrosoli pomoci GC-FID

Analyza ziskanych hydrosoli byla provedena pomoci plynového chromatografu
GC 2010 ve spojeni s plamenovym ioniza¢nim detektorem (Shimadzu, Japonsko)
a autosamplerem Combi Pal (CTC Analytics, Svycarsko). Chromatografické podminky byly
totozné jako u GC-MS analyz. Teplota nastiiku byla nastavena na 200 °C a teplota detektoru na
260 °C. Davkovany objem vzorku (1 pl) byl vsttiknut v délicim poméru 1:50. Identifikace
slozek byla provedena na zakladé vypocitanych reten¢nich indextd, pomoci reten¢niho indexu
podle Van den Doola a Kratze a vysledku identifikace slou¢enin z MS analyzy. Porovnavala se
naméfena data reten¢nich ¢ast slozek vzorki, reten¢nich ¢ast fady alkant (C8—-C40) a zndmych

retenénich indexd podle van den Doola a Kratze. Procentualni zastoupeni jednotlivych
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sloucenin ve vzorcich bylo vypocteno z pomért ploch ptislusnych pikt a celkové plochy pikt

v chromatogramu.

4.4.5.5 Hodnoceni antimikrobialnich vlastnosti hydrosolu

Pro testovani antimikrobialniho potencialu hydrosoli byla vyuzita diskova difGzni
metoda, ktera patii mezi standardni metody slouzici ke stanoveni citlivosti mikroorganismu
K riznym antimikrobialnim latkam. Buné¢na suspenze o bunééné denzité odpovidajici
1,5-3x108 CFU/mI byla pomoci stérového tampoénu nanesena na piislusné agarové médium.
Poté byly za pomoci dispenzoru ST6090 (Oxoid, Velka Britanie) naneseny blankové disky
impregnované 8 pl testovaného hydrosolu (popi. ethanolu jako kontroly). Po probéhlé kultivaci
(30-37 °C) byly ode¢teny inhibi¢ni zony pomoci automatického analyzatoru BACMED 6iG2
(Aspiag, Ceska republika). Kazdy experiment byl provedeny alespoii tiikrat a zobrazené
inhibi¢ni zony jsou vyjadieny jako prumérna hodnota v¢. smérodatné odchylky.

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace (MBC)
byly stanoveny mikrodiluéni metodou v 96-jamkovych mikrotitracnich polystyrenovych
destickach s plochym dnem. Ze zasobnich roztokli hydrosoli byly pfipraveny koncentracni
fady antibiotik (0,02-50 %) v M-H bujonu II. Kazda jamka (celkovy objem
100 pl) byla naockovana bunéfnou suspenzi, kone¢na bunécna denzita odpovidala
1,5x108 CFU/mI. Po kultivaci po dobu 24 hod. pii teploté 30 °C za aerobnich podminek bylo
provedeno vyockovani na M-H agar v ptipadé Arcobacter-like species. Hodnota MIC byla
hodnocena jako nejniz8i koncentrace antibiotika, ktera inhibovala viditelny rlst
mikroorganismil (99,9 %). Jako minimdalni baktericidni koncentrace (MBC) byla oznacena
nejnizsi koncentrace antibiotik potfebna k usmrceni 99,9 % mikroorganismii subkultivovanych
na M-H agar nebo Sabouraud dextrézovy agar. Kazdy experiment byl proveden alespon
ctyrikrat.
4.4.5.6 Hodnoceni tvorby biofilmu v pFitomnosti hydrosoli

Vliv hydrosolti na tvorbu biofilmu byl sledovan v 96-jamkovych mikrotitracnich
polystyrenovych destickach s plochym dnem. Mikrotitraéni desticka obsahovala pozitivni
kontrolu tvorby biofilmu (PK) a nekoncentrované a 50x zakoncentrované hydrosoly, ke kterym

byla ptidana bun&éna suspenze 1,5x108 CFU/mI. Stanoveni tvorby biofilmu bylo provedeno

identicky, viz kapitola 4.4.3.
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4.4.6 Chemické sloZeni a biologicka aktivita olejovych extrakti
4.4.6.1 Priprava olejovych extraktu

Vzorky olivovych olejii byly zakoupeny od distributorti v Ceské republice. Detailni
udaje o jednotlivych olejich jsou uvedeny v Tabulce 3. Olivové oleje byly skladovany ve tmé¢,
pii pokojové teploté a byly zpracovany ihned po jejich otevieni.

Vzorky olejovych extrakti byly pfipraveny extrakci s PBS pufrem (BEOO) a také
s destilovanou vodou (WEQO), a to vzdy smichanim vzorku oleje s extrakénim ¢inidlem
v poméru 1:1. Takto vznikld emulze byla intenzivné extrahovana na tfepatce za ucelem
extrahovani latky do vodné faze. Néasledovala centrifugace (9000 rpm; centrifuga Z 300 K,
Hermle, Némecko) po dobu 5 min, po které byl shromazdén extrakt olivového oleje (WEOO a
BEOO) slouzici jako matrice pro nasledné testovani.

Tabulka 3 — Seznam vzorku olivovych olejii s popisem jejich zemépisného puvodu.

Olivovy olej Kategorizace Distributor Zemé pivodu
Ballester Extra panensky olivovy olej 'C\:/Izag er Martini CE s.r.o, Spanélsko
Kyosos Extra panensky olivovy olej ,|,:\|U'¥I Weihs, Wiena, Recko
Ondoliva Extra papensl_<y olivovy olej Urzante, S. L., ESP Spanélsko

a olivovy olej

Extra panensky olivovy olej  Borges Branded Foods, Sy
Borges a rafinovany olej S.L.U,ESP Spanélsko
Ondoliva Pokrutinovy olej Urzante, S. L., ESP Spanglsko

4.4.6.2 Chemicka analyza olejovych extrakti

Chemicka analyza olejovych extrakti byla provedena ve spolupraci s Katedrou
analytické chemie. Pfed chromatografickou analyzou byly pfipravené extrakty zfiltrovany pies
injekéni membranovy nylonovy filtr o priméru pért 0,45 pum (Labicom, Ceska republika).
Demineralizovana voda byla ziskana ¢isténim destilované vody v systému Millipore (Millipore,
Spojené staty americké). Hydroxytyrosol (> 90 %), tyrosol (> 95 %) a oleuropein (> 98 %) byly

zakoupeny od spolecnosti Merck (Merck, Némecko).
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HPLC-CoulArray a stanoveni celkového obsahu polyfenoli

System HPLC selektrochemickou detekci obsahoval CoulArray detektor
s 8 elektrochemickymi celami typ 5600A (ESA, Spojené staty americké) s aplika¢nim
softwarem CoulArray pro Windows (ESA, Spojené staty americké), vakuovy odplynovaé
Vacuum Degasser DG 3014 (ECOM, Ceska republika), chromatografické pumpy typ
LC-10AD, termostat pro kolonu, smésovac, tlumi¢ pulza a davkovaci ventil (10 ul). Zvolena
byla chromatografickd kolona Gemini Cig (150x3 mm, 3 um) (vSe ESA, Spojené staty
americké). Jako mobilni fa&ze A (MF A) byl vybrdn 5 mM vodny roztok octanu amonného
s kyselinou mraven¢i (pH~3) a jako mobilni faze B (MF B) acetonitril. Pritok mobilni faze byl
nastaven na 0,4 ml/min s linedrnim gradientem eluce (0 min, 0-30 min: 5-60 % MP B). Teplota
kolony byla nastavena na 40 °C. Na jednotlivé kanaly byly vlozeny potencialy 200900 mV.
U standardnich latek byly odecteny jejich odezvy pii jednotlivych potencialech a sestaveny
zavislosti ploch pikd na vlozenych potencialech, tedy hydrodynamické voltamogramy
(viz Priloha 3).

Celkovy obsah fenolli v extraktech byl stanoven pomoci metody s Folin—Ciocalteu
¢inidlem. Externi kalibrace byla provedena s pouzitim kyseliny gallové v koncentraénim
rozsahu 0,1-50 mg/l. Do 1 ml extraktu byl ptidan 1 ml 95% ethanolu, 5 ml destilované vody
a 0,5 ml Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Po 5 min byl ptfidan 1 ml 5% roztoku uhli¢itanu sodného.
Tato smés byla ponechana 60 min pfi laboratorni teploté. Poté byla méfena absorbance smési
pomoci spektrofotometru Genesys 50 UV-VIS (Sigma-Aldrich, USA) pfti vinové délce 765 nm.
Vysledky byly vyjadieny jako ekvivalenty kyseliny gallové (GAE). VSechna stanoveni byla
provedena ¢tytikrat a vysledky jsou vyjadieny jako priamér v¢. smérodatné odchylky.

4.4.6.3 Sledovani antimikrobialnich vlastnosti olejovych extrakti

Pro testovani antimikrobidlnich G¢inka olejovych extraktd byla pfipravena bunécna
suspenze o denzité 3x10®° CFU/ml. Naslednym fedénim byla bunééna denzita upravena
na pozadovanou koncentraci 3x10® CFU/ml. Ve zkumavce bylo smichano 900 ul WEOO,
popt. BEOO a 100 pl bakterialni suspenze (3x10% CFU/ml). Z kazdé zkumavky bylo provedeno
vyockovani na M-H agar, a to po riznych ¢asovych expozicich (0 min, 5 min, 10 min, 30 min
a 60 min) pti laboratorni teploté. Kultivace probihala po dobu 24 hod. pii teploté 30 °C
za aerobnich podminek. Nékteré bakterialni kmeny ptezivaly vybrané ¢asové expozice, proto
byly ¢asové expozice doplnény (3 a 6 hod.) a kultiva¢ni doba prodlouzena 48-72 hod.
pii teploté 30 °C za aerobnich podminek. Testovani bylo provedeno vzdy v dubletu a celkové

byl experiment nezavisle opakovan dvakrat.
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4.4.6.4 Sledovani tvorby biofilmu v pritomnosti olejovych extrakti

Vliv olejovych extraktt na tvorbu biofilmu byl sledovan v 96-jamkovych
mikrotitracnich polystyrenovych destickach s plochym dnem. Mikrotitraéni desti¢ka
obsahovala pozitivni kontrolu tvorby biofilmu (PK) a koncentra¢ni fadu olejovych extraktii
(0,088-90 %), ke kterym byla piidana bunééna suspenze 1,5x108 CFU/mI. Stanoveni tvorby
biofilmu bylo provedeno identicky, viz kapitola 4.4.3.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Zvysend odolnost bakterii vic¢i antimikrobidlnim latkdm je celosvétové velmi
znepokojiva, proto je dulezité sledovat antimikrobialni rezistenci mikroorganismi (Quave
et al., 2008). Pfirodni extrakty maji vysoky obsah potencialné antimikrobialnich slouc¢enin,
s moznosti ovlivnéni tvorby biofilmu. Proto jsou mechanismy vedouci ke snizeni tvorby
biofilmu Siroce studovany (Quave et al., 2008; Rasmussen a Givskov, 2006).

Experimentalni c¢ast disertatni prace je zaméfena na zkoumdni antimikrobidlnich
a antibiofilmovych ucinka vybranych antimikrobialnich latek vaci Arcobacter-like species
a dalsim kmenim. Mezi experimentalné testované latky byla zafazena antibiotika a také

vybrané ptirodni matrice (hydrosoly a olejové extrakty).

5.1 Tvorba biofilmu Arcobacter-like species na plastovem (polystyrenovém)
povrchu

Vysledné hodnoty tvorby biofilmu ukazuji, Ze se kmeny mezi sebou vyznamné lisi
(Tabulky 4-6). Biofilmova tvorba kment byla ovlivnéna napf. kultivaéni atmosférouu 31 (52,5
%) Arcobacter-like species. Z tohoto poctu vykazovalo 27 kmenti (87,1 %) vyznamné zvySenou
tvorbu biofilmu za mikroaerofilnich podminek kultivace. Pouze u péti kmeni (8,5 %) se tvorba
biofilmu zvysila naopak za aerobnich kultiva¢nich podminek.

Dal$im sledovanym faktorem ovliviiujicim tvorbu biofilmu byla doba expozice.
Napt. u kmene Al. butzleri UPa 39-3 byla zaznamenana zvysena produkce biofilmu
za aerobnich podminek po 24 i 72 hod. kultivace. Dle vysledki uvedenych v Tabulkach 4-6
bylo 18,6, resp. 11,9 % izolatd kategorizovano jako neadherentni, 78,0, resp. 79,7 % jako slabé
adherentni a 3,4, resp. 8,5 % bylo zafazeno do kategorie stiedné adherentni za aerobnich,
resp. mikroaerofilnich podminek po 24 hod. expozice. Po 72 hod. expozice bylo kategorizovano
25,4, resp. 5,1 % izolatl jako neadherentni, 71,2, resp. 88,1 % jako slabé adherentnich a 3,4,
resp. 5,1 % bylo zafazeno do Kkategorie stiedné¢ adherentnich za aerobnich nebo
mikroaerofilnich podminek. Podle naméfenych hodnot absorbanci dochazelo k formovani
biofilmu slabé adherentnich izolatt pii hodnotach od 0,121-0,240, u stfedné adherentnich
kment byl rozsah tvorby biofilmu od 0,241-0,418. Pouze jeden kmen (1,7 %) byl hodnocen
jako siln¢ adherentni za mikroaerofilnich podminek, a to po 72 hod. kultivace. Pouze
u nekterych kment bylo pozorovano zvySené mnozstvi vytvoreného biofilmu po delsi dobé
kultivace. Napt. u kmene Pd. defluvii LMG 25694 se mnozstvi detekovaného biofilmu zvysilo

o vice nez 80,0 % po 72 hod. kultivace v aecrobnim prosttedi. Obdobny trend byl pozorovan
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u klinického izolatu Al. butzleri UPa 39-3. Naopak u kmene Al. butzleri UPa 2015/7 pokleslo
mnozstvi detekovaného biofilmu po 72 hod. kultivace. Avsak u vétsiny kmenti byla pozorovana

piiblizné stejna mira tvorby biofilmu po 24 i 72 hod. expozice za jinak stejnych podminek.

52 Tvorba  biofilmu  Arcobacter-like  species na  sklenéném
(borosilikatovem) povrchu

U vétsiny kment (98,3 %) byla potvrzena schopnost adheze k borosilikadtovému
povrchu za alespon nékterych experimentalnich podminek (Tabulky 4—6). Tvorba biofilmu byla
ovlivnéna kultivaéni atmosférou celkem u 43 kmenti (72,9 %). Z tohoto mnozstvi vykazovalo
38 kment (88,4 %) zvysenou tvorbu biofilmu za aerobnich podminek kultivace.

Na zaklad¢ vysledka je patrné, ze 27,1, resp. 32,2 % izolatd bylo hodnoceno jako
neadherentni, 30,5, resp. 45,8 % jako slabé adherentni, 40,7, resp. 20,3 % jako stfedné
adherentni a 1,7, resp. 1,7 % kmenu bylo zatazeno do kategorie silné adherentnich za aerobnich
a mikroaerofilnich podminek po 24 hod. expozice. Po 72 hod. expozice bylo 8,5, resp. 23,7 %
kmenti hodnoceno jako neadherentni, 20,3, resp. 49,2 % jako slabé¢ adherentni, 67,8,
resp. 25,4 % jako stiedné adherentni a 3,4, resp. 1,7 % bylo zafazeno do kategorie stiedné
adherentnich za aerobnich nebo mikroaerofilni podminek kultivace. Vyssi biofilmova tvorba
na sklenéném povrchu za aerobni atmosféry byla pozorovana u mnoha kmend.

Kmeny Al. skirrowii LMG 6621 ani Al. thereius LMG 24488 netvotily biofilm
po 24 hod. kultivace na sklenéném materialu, ale po delsi dobé kultivace byla tvorba biofilmu
relativné vysoka. Podobny jev byl pozorovan u kmene Al. butzleri UPa 2015/13, Al. butzleri
UPa 2015/15, Al. butzleri UPa 2015/20, Al. cryaerophilus 1B UPa 2014/58A
a Al. cryaerophilus 1B UPa 130 (po delsi dobé expozice byla pozorovana vyssi produkce
biofilmu jak za aerobnich, tak i mikroaerofilnich podminek). Vysledky také naznacily,
ze kultivace v aerobni nebo mikroaerofilni atmosféfe mize ovlivnit schopnost bakterialni

tvorby biofilmu na abiotickych povrsich.
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Tabulka 4 — Biofilmova tvorba kmenii Al. butzleri na plastovém/sklenéném porvchu.

Expozice 24 hod.

Expozice 72 hod.

Kmeny
Aerobni Mikroaerofilni Aerobni Mikroaerofilni

Al butzleri UPa 2012/3A W (0,124)/M W (0,123)/W W (0,156)/M W (0,125)/W
Al butzleri UPa 2013/38 W (0,173)/M M (0,262)/M W (0,129)/M W (0,136)/N
Al butzleri UPa 2013/10A N (0,112)/W N (0,116)/W N (0,113)/M W (0,125)/M
Al. butzleri UPa 2013/15* N (0,116)/M W (0,121)/N W (0,140)/M W (0,142)/W
Al butzleri UPa 2013/308 W (0,149)/M W (0,178)/M W (0,124)/W W (0,137)/M
Al. butzleri UPa 2013/318 W (0,121)/M W (0,126)/M W (0,126)/W W (0,132)/W
Al. butzleri UPa 2013/328 W (0,141)/W W (0,139)/N W (0,123)/W W (0,123)/W
Al butzleri UPa 2013/338 N (0,112)/W N (0,117)/W W (0,122)/N W (0,127)/N
Al. butzleri UPa 2013/36* W (0,121)/W W (0,130)/W N (0,120)/M W (0,129)/W
Al butzleri UPa 2013/378 W (0,181)/M W (0,207)/M W (0,124)/M W (0,135)/M
Al. butzleri UPa 2014/518 W (0,123)/W W (0,122)/N W (0,125)/M W (0,122)/W
Al. butzleri UPa 2014/548 N (0,117)/M N (0,116)/W W (0,129)/M W (0,124)/W
Al. butzleri UPa 2015/18 W (0,129)/M W (0,132)/W N (0,118)/M W (0,122)/W
Al butzleri UPa 2015/5* W (0,152)/M W (0,202)/W N (0,118)/M W (0,121)/W
Al. butzleri UPa 2015/68 W (0,125)/N W (0,131)/N N (0,117)/W W (0,125)/N
Al. butzleri UPa 2015/78 M (0,233)/M W (0,170)/W W (0,120)/M W (0,126)/W
Al. butzleri UPa 2015/98 W (0,127)/W W (0,127)/W N (0,120)/W W (0,129)/W
Al. butzleri UPa 2015/108 W (0,141)/W W (0,140)/W W (0,137)/M W (0,138)/W
Al. butzleri UPa 2015/118 W (0,134)/N W (0,137)IN W (0,176)/M W (0,216)/W
Al. butzleri UPa 2015/128 W (0,176)/N W (0,135)/N N (0,117)/N W (0,122)/N
Al. butzleri UPa 2015/138 N (0,120)/N W (0,138)/N W (0,139)/M W (0,146)/N
Al. butzleri UPa 2015/148 W (0,130)/W W (0,136)/M W (0,124)/M W (0,136)/N
Al butzleri UPa 2015/158 W (0,177)/N W (0,213)/N W (0,142)/M W (0,127)/N
Al. butzleri UPa 2015/168 W (0,198)/M M (0,375)/W W (0,147)/M W (0,217)/M
Al. butzleri UPa 2015/188 W (0,131)/M W (0,196)/W N (0,120)/N W (0,127)/W
Al. butzleri UPa 2015/198 W (0,133)/N W (0,134)/N W (0,132)/M W (0,149)/N
Al. butzleri UPa 2015/20°¢ W (0,139)/N W (0,139)/N W (0,128)/M W (0,143)/N
Al. butzleri UPa 2015/258 M (0,301)/W W (0,160)/N W (0,151)/M W (0,146)/W
Al. butzleri UPa KKB N (0,109)/M N (0,117)/W N (0,119)/M W (0,121)/M
Al. butzleri UPa 24A8 W (0,138)/M M (0,418)/M W (0,169)/M M (0,246)/M
Al. butzleri UPa 30BB W (0,131)/W N (0,118)/N W (0,137)/M N (0,118)/W
Al. butzleri UPa 39-3¢ W (0,143)/N W (0,134)/M M (0,240)/N W (0,164)/N
Al. butzleri UPa 49B8 W (0,130)/W W (0,128)/N W (0,124)/M W (0,122)/W
Al. butzleri UPa 65A8 W (0,130)/W W (0,128)/W W (0,128)/M W (0,173)/M
Al. butzleri UPa 132A8 W (0,127)/W W (0,151)/W N (0,113)/M W (0,125)/M
Al. butzleri UPa 138A8 W (0,141)/M M (0,265)/W W (0,122)/M W (0,153)/W
Al. butzleri UPa 141B8 W (0,123)/W W (0,137)/W N (0,116)/M W (0,134)/M

Legenda: Al. — Aliarcobacter; # kmeny izolované z vody; B kmeny izolované z potravin; © klinické izolaty; UPa — kmeny

izolované na Univerzité Pardubice; N — neadherentni; W — slabé adherentni; M — stiedné adherentni; S — silné adherentni.
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Tabulka 5 — Biofilmova tvorba kment Al. cryaerophilus na plastovém/sklenéném porvchu.

Expozice 24 hod.

Expozice 72 hod.

Kmeny . . o ; . -
Aerobni Mikroaerofilni Aerobni Mikroaerofilni
Al. cryaerophilus UPa 2012/1# W (0,130)/M W (0,121)/W W (0,126)/M W (0,129)/W
Al. cryaerophilus UPa 2013/18 N (0,119)/N W (0,127)/W W (0,150)/M W (0,143)/M
Al. cryaerophilus UPa 2013/124 N (0,119)/N W (0,129)/N W (0,146)/W W (0,154)/W
Al. cryaerophilus UPa 2013/13* W (0,128)/M W (0,165)/M W (0,124)/W W (0,134)/W
Al. cryaerophilus UPa 2013/14* W (0,136)/N W (0,144)/W W (0,133)/N W (0,136)/N
Al. cryaerophilus UPa 2013/16* W (0,121)/M W (0,123)/W W (0,124)/W W (0,129)/M
Al. cryaerophilus UPa 2013/178 N (0,118)/M N (0,117)/W W (0,127)/W W (0,129)/M
Al. cryaerophilus UPa 2013/288 N (0,117)/M W (0,122)/W W (0,133)/M W (0,137)/W
Al. cryaerophilus UPa 2013/35* W (0,130)/M W (0,195)/M N (0,118)/M N (0,118)/W
Al. cryaerophilus UPa 2014/588 W (0,129)/W W (0,122)/W W (0,142)/M W (0,145)/W
Al. cryaerophilus UPa 2014/58A8B W (0,128)/W W (0,137)/W W (0,155)/M M (0,242)/M
Al. cryaerophilus UPa 2014/58D" W (0,144)/N W (0,137)/N W (0,151)/M W (0,177)/W
Al. cryaerophilus UPa 2014/598 W (0,127)/N W (0,132)/M W (0,147)/W W (0,135)/N
Al. cryaerophilus UPa 1308 W (0,125)/wW W (0,131)/N W (0,121)/S N (0,116)/M

Legenda: Al. — Aliarcobacter; # kmeny izolované z vody; & kmeny izolované z potravin; UPa — kmeny izolované na
Univerzité Pardubice; N — neadherentni; W — slabé adherentni; M — stiedné adherentni; S — silné adherentni.

Tabulka 6 — Biofilmova tvorba sbirkovych Arcobacter-like species na plastovém/sklenéném povrchu.

Expozice 24 hod.

Expozice 72 hod.

Kmeny . . L ; . -
Aerobni Mikroaerofilni Aerobni Mikroaerofilni
Al. butzleri CCUG 30484 W (0,152)/M W (0,179)/W W (0,178)/M M (0,241)/W
Al. butzleri LMG 10828 W (0,126)/M W (0,130)/W W (0,132)/M W (0,178)/W
Al. cryaerophilus CCM 3933 N (0,118)/N N (0,114)/M N (0,120)/W W (0,195)/N
Al. cryaerophilus CCM 7050 W (0,133)/M W (0,138)/M N (0,116)/W W (0,130)/W
Pd. defluvii LMG 25694 W (0,228)/S M (0,379)/S M (0,414)/S S (0,504)/S
Al. lanthieri LMG 28517 W (0,125)/wW W (0,132)/N W (0,123)/M W (0,140)/N
Al skirrovii LMG 6621 W (0,126)/N W (0,130)/N W (0,136)/M W (0,129)/M
Al thereius LMG 24488 W (0,124)/N W (0,127)/N N (0,120)/M W (0,127)/W

Legenda: Al. - Aliarcobacter; Pd. — Pseudoarcobacter; CCUG — kmeny ziskané ze shirky University Géteborg; LMG —kmeny
ziskané ze belgickeé shirky Co-ordinated Collections of Microorganisms; CCM — kmeny z ceské sbirky mikroorganismii Czech

Collection of Microorganisms; N — neadherentnit, W — slabé adherenini, M — stiedné adherentni, S — silné adherentni.
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5.3 Tvorba biofilmu Campylobacter spp. na plastovém (polystyrenovém)
povrchu

Dle vysledku uvedenych v Tabulce 7 bylo 0, resp. 40,0 % izolati hodnoceno jako
neadherentni a 100, resp. 60,0 % bylo zafazeno do kategorie slab¢é adherentni za aerobnich nebo
mikroaerofilnich podminek kultivace po 24 hod. expozice. Po 72 hod. expozice bylo hodnoceno
100, resp. 70,0 % izolath jako neadherentni a 0, resp. 30,0 % kment jako slabé adherentni
za aerobnich a mikroaerofilnich podminek. Absorbance odpovidajici tvorbé slabého biofilmu
se pohybovala v rozmezi Ases = 0,121-0,132. U 10 kmenu (100 %) kampylobakterd byla
schopnost prilnout k plastovému povrchu potvrzena alespont za nékterych experimentalnich
podminek. Tvorba biofilmu byla ovlivnéna také kultiva¢ni atmosférou u 7 kment (70,0 %),
z nichz 4 kmeny (57,1 %) vykazovaly zvySenou tvorbu biofilmu za aerobnich kultivaénich
podminek. VsSechny kampylobaktery vykazovaly adherenci na plastovy povrch
za aerobnich podminek po 24 hod. expozice. Ziskané vysledky v tomto piipadé naznacuji,
ze mikroaerofilng rostouci kampylobaktery vykazuji vyssi produkci biofilmu za neptiznivych
podminek atmosféry. Avsak vy$$i mnozstvi vytvoreného biofilmu bylo pozorovano u kmene
C. coli NP 2395 za mikroaerofilnich podminek. U vétsiny testovanych kment nebyla
pozorovana tvorba biofilmu (70,0 %) po 72 hod. expozice. Vyjimkou byly kmeny C. jejuni NS
3800, C. jejuni NS 4088 a C. coli NP 2395, u kterych byla zaznamenana tvorba biofilmu
po 72 hod.

5.4 Tvorba biofilmu Campylobacter spp. na sklenéném (borosilikatovém)
povrchu

Ctyii kmeny (57,1 %) z celkového poétu biofilm-pozitivnich kmenti vykazovaly zvysenou
adherenci za mikroaerofilnich podminek kultivace. Celkové bylo hodnoceno 30,0, resp. 70,0 %
izolat jako neadherentni a 60,0, resp. 20,0 % bylo zatfazeno do kategorie slabé adherentnich
za aerobnich ¢i mikroaerofilnich podminek po 24hod. expozici (Tabulka 7). Po 72 hod.
expozice bylo 80,0, resp. 50,0 % kmeni hodnoceno jako neadherentni a 10,0, resp. 40,0 % bylo
zahrnuto do kategorie slabé adherentnich za aerobnich nebo mikroaerofilnich podminek.
Nejvyssi produkce biofilmu na borosilikatovém povrchu byla pozorovana u kmene C. jejuni
CCM 6214 za vSech experimentalnich podminek. Po 24 hod. aerobni kultivace byla
u kampylobakteri pozorovana pouze slaba tvorba biofilmu. U kmend C. jejuni NS 3668,
C. jejuni NS 3800 a C. jejuni NS 4088 za danych podminek nebyla tvorba biofilmu

zaznamenana vubec. Po delsi kultivaci (72 hod.) za aerobnich podminek nevykazovalo
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schopnost tvofit biofilm az 80,0 % kment (s vyjimkou kment C. jejuni CCM 6214 a C. jejuni
NS 3668).

Tabulka 7 — Biofilmova tvorba kmenti Campylobacter na plastovém/sklenéném povrchu.

Kmeny Expozice 24 hod. Expozice 72 hod.
Aerobni Mikroaerofilni Aerobni Mikroaerofilni

C. jejuni CCM 6214 W (0,121)/M N (0,115)/M N (0,093)/M N (0,117)/M
C. jejuni NP 2896¢ W (0,126)/W N (0,119)/W N (0,092)/N N (0,117)/W
C. jejuni NS 3668¢ W (0,125)/N W (0,127)/N N (0,114)/W N (0,117)/W
C. jejuni NS 3800¢ W (0,121)/N W (0,127)/W N (0,115)/N W (0,121)/N
C. jejuni NS 4088¢ W (0,124)/N W (0,127)/N N (0,119)/N W (0,129)/N
C. jejuni NS 4091¢ W (0,124)/W W (0,125)/N N (0,113)/N N (0,118)/N
C. coli NP 2395¢ W (0,123)/W W (0,125)/N N (0,118)/N W (0,125)/N
C. coli NS 3803¢ W (0,121)/W N (0,116)/N N (0,094)/N N (0,116)/N
C. coli NS 4062¢ W (0,121)/W N (0,115)/N N (0,094)/N N (0,118)/W
Campylobacter sp. ONN 366C W (0,132)/W W (0,130)/N N (0,115)/N N (0,118)/W

Legenda: C — Campylobacter; © klinicky izolat; CCM — kmeny z ceské sbirky mikroorganismii Czech Collection of
Microorganisms, NP — kmeny ziskané z nemocnice v Pardubicich, NS — kmeny ziskané z nemocnice ve Svitavach, ONN —kmeny
ziskané z Oblastni nemocnice Nachod; N — neadherentnit, W — slabé adherentni, M — stiedné adherentni, S — silné adherentni.

Schopnost mikroorganismt tvofit biofilm je povazovana za dllezity faktor virulence.
Tvorba biofilmu Arcobacter-like species a kampylobaktert byla popsana jiz dfive,
a to napf. na nerezovych, médénych, sklenénych nebo plastovych povrsich (Ferreiraetal., 2013;
Gunther a Chen, 2009; Girbau et al. 2017; Kjeldgaard et al., 2009; Silha et al., 2014).
Arcobacter-like species jsou v literatufe obecné popisovany jako slabi producenti biofilmu
(Girbau et al. 2017). Mnoho studii také ukazuje, ze ani kampylobaktery nejsou silnymi
producenty biofilmu (Gunther a Chen, 2009; Reeser et al., 2007; Teh et al., 2010), coz potvrzuji
i nase vysledky. Dle ziskanych vysledku lze konstatovat, ze kampylobaktery vykazovaly mirné
vys$$i biofilmovou tvorbu v jejich pfirozeném mikroaerofilnim prostiedi (Gunther a Chen,
2009). V nékterych studiich byla zaznamenana vys$si tvorba biofilmu u kment izolovanych
zmasa (Girbau et al. 2017), ktera se v naSich vysledcich neprokazala jako statisticky vyznamna.
Schopnost Arcobacter-like species adherovat k polystyrénovému povrchu mikrotitraénich
desti¢ek byla potvrzena za riznych experimentalnich podminek. Neékteré studie uvadéji
znac¢nou schopnost Arcobacter-like species tvotit bakterialni biofilm (Ferreira et al., 2013;
Kjeldgaard et al., 2009). Avsak v dalsi studii Se tato skutecnost potvrdila pouze u 21,4 %
studovanych kmena (Girbau et al. 2017). Je ale ziejmé, Ze tvorba biofilmu je variabilni a za
urcitych podminek kmen nemusi biofilm viibec tvofit, dokonce i kdyZz byl diive popisovan jako
biofilm-pozitivni. Tvorba biofilmu u kment izolovanych z realného prostfedi se vyznamné

nelisi od sbirkovych kment, jak bylo prokazano také v predchozi studii (Hruskova et al., 2013).
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Dalsi studie v8ak uvadi, Ze Arcobacter-like species izolované z prostiedi, vykazovaly vétsi
schopnost tvofit biofilm ve srovnani se sbirkovymi kmeny (Ferreira et al., 2013).

Vnéjsi faktory (podminky prostiedi nebo vlastnosti povrchu) ovliviiuji také tvorbu
biofilmu. Jak jiz bylo zminéno, nelze obecné definovat, které kultivaéni podminky jsou nebo
nejsou vhodné pro tvorbu biofilmu (Girbau et al. 2017; Silhova-Hruskova et al., 2015).
Dostupnost zivin nebo slozeni pouzitého kultiva¢niho média ma vyznamny vliv na tvorbu
biofilmu. Mezi hojné vyuzivana kultivaéni média patii trypton-sojovy bujon (Prakash et al.,
2017) nebo BHI bujon (Knobloch et al., 2002).

Biofilmova tvorba je zna¢né ovlivnéna i kultivaéni atmosférou (Ferreira et al., 2013;
Girbau et al. 2017). Aerobni prostfedi mize podporovat adhezni vlastnosti nékterych kment,
zatimco jiné kmeny jsou stimulovany mikroaerofilnimi podminkami (Ferreira et al., 2013).
Ze nepiirozena aerobni atmosféra podporuje tvorbu biofilmu kampylobaktert (Gunther a Chen,
2009; Reuter et al., 2010). Tvorba biofilmu C. jejuni je ¢asto hodnocena jako intenzivnéjsi
za aerobnich podminek (Reuter et al., 2010), to mtze byt vysvétleno reakci na oxidaéni stres.
Vyznamna biofilmové tvorba Campylobacter spp. mtize byt zaznamenana pii nizsich teplotach
a po relativné kratké dobé expozice. Na zaklad¢ naSich vysledkti mizeme potvrdit vyssi
produkci biofilmu v aerobni atmosféte, avSak nékteré kmeny vykazovaly zvySenou tvorbu
biofilmu i po expozici v mikroaerofilni atmosféte.

Doba kultivace méa také vyznamny vliv na tvorbu biofilmu. Neplati v§ak vzdy tvrzeni,
ze s delsi dobou kultivace mlizeme zaznamenat vy$$i mnozstvi vytvoreného biofilmu.
To pravdépodobné souvisi i s odliSnou bunénou toleranci vaci vlivim prostiedi nebo
nachylnosti bun¢k biofilmu k odlupovani. Avsak néktefi autofi zmifuji, Ze mnozstvi
vytvoreného biofilmu se zvysuje s rostouci dobou kultivace (Kjeldgaard, et al., 2009). U mnoha
kmeni zahrnutych do nasi studie nebyla po 72 hod. pozorovana tvorba biofilmu. To mize
souviset s odlupovanim vytvotrené ,,integralni* vrstvy biofilmu na daném materialu (Girbau
et al., 2017). Dalsi studie potvrdily tvorbu biofilmu na nerezové oceli u 14,3 % studovanych
kment Al. butzleri (Assanta et al., 2002; Kjeldgaard, et al., 2009). Zavéry soucasnych studii
proto popisuji schopnost kment Al. butzleri pfilnout k Siroce pouzivanym materialim
v potravinaiském pramyslu (Girbau et al., 2017; Silhova-Hruskova et al., 2015). Perzistence
patogennich bakterii v prostiedi zpracovani potravin vede k nartstu alimentarnich infekci, které
jsou celosvétovym problémem vetfejného zdravi a jejich prevence je hlavnim cilem bezpecnosti

potravin.
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5.5 Vliv antibiotik na Arcobacter-like species

Utinnost vybranych antibiotik (ampicilin, ciprofloxacin, klindamycin, erythromycin,
gentamicin a tetracyklin) byla testovana na planktonni bunky a také na schopnost tvorby

biofilmu Arcobacter-like species.

5.5.1 Vliv antibiotik na planktonni buiiky Arcobacter-like species

V ramci experimentil byla sledovana citlivost 60 kmenti Arcobacter-like species
k vybranym antimikrobidlnim latkdm pouzivanym v Klinické praxi. Po¢ty kment, u kterych
byla zjiSténa citlivost, resp. rezistence k jednotlivym antibiotikim a také hodnoty MIC jsou
uvedeny v Tabulce 8.

Ziskand data ukazuji, ze kmeny Arcobacter-like species jsou vétSinou citlivé
k makrolidovym antibiotikim, aminoglykosidaim a chinolonim. Z vysledki uvedenych
v Tabulce 8 vyplyva, ze 47 ze 60 (78,3 %) kment bylo citlivych k ampicilinu, 57 ze 60 (95,0
%) kmenu k ciprofloxacinu, 7 ze 60 (11,7 %) kmenu ke klindamycinu, 60 ze 60 (100 %)
k erythromycinu, 59 ze 60 (98,3 %) ke gentamicinu a 24 ze 60 (40,0 %) k tetracyklinu. Hodnoty
MICsg a MICyo byly pro testovana antibiotika téméi shodné (maximalné rozdil jednoho fedéni).
Vyznamny rozdil mezi zjisténymi koncentracemi MICsop a MICgo byl vSak pozorovén
u ampicilinu (8 a 64 mg/l) a tetracyklinu (4 a 64 mg/l) pro kmeny Al. butzleri. Jako neju¢inné&;jsi
antibiotikum k potlaceni Arcobacter-like species byl hodnocen erythromycin (MICso/MICgo
2 mg/l, resp.4 mg/l), gentamicin (kmeny Al. butzleri — MICso/MICgqo 0,25 mg/l, resp. 1 mg/I;
kmeny Al. cryaerophilus — MICso/MICg 0,5 mg/l, resp. 1 mg/l) a ciprofloxacin (kmeny
Al. butzleri — MICso/MICg 0,06 mg/l, resp. 0,13 mg/l). Naopak u mnoha kmeni byla
zaznamenana znacna rezistence k linkosamidam.

Vétsina kment (88,3 %) byla rezistentni piedevs§im ke klindamycinu. Kmeny
Arcobacter-like species byly odolné také vuci beta-laktamovym antibiotikim (ampicilin;
hodnoty MICso/MICgo 8 mg/l, resp. 64 mg/l pro kmeny Al. butzleri a hodnoty MICso/MICgo
8 mg/l, resp. 128 mg/l pro kmeny Al. cryaerophilus) a tetracyklinim (tetracyklin; hodnoty
MICs0/MICg 4 mg/l, resp. 64 mg/l). Uroven rezistence odpovidala 21,7 % pro ampicilin,
50 % pro ciprofloxacin, 88,3 % pro klindamycin, 1,7 % pro gentamicin a 60,0 %
pro tetracyklin. Zadny ze studovanych kment nevykazoval rezistenci k erythromycinu.

Zaroven byla zaznamenana vysoka troven multirezistence. U kmene Al. butzleri LMG
10828 byla popsana rezistence vuéi Ctyfem antibiotikim a lze jej tedy povazovat

za multirezistentni kmen. Podobné i kmen Al. butzleri UPa 2013/12 byl hodnocen jako
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rezistentni k ampicilinu, ciprofloxacinu, klindamycinu a tetracyklinu (viz Tabulka 9). Devét
kment (15,0 %) vykazovalo rezistenci ke kombinaci tii antibiotik — v sedmi ptipadech se
jednalo o kombinaci ampicilinu, klindamycinu a tetracyklinu, ve dvou piipadech to byla
kombinace ciprofloxacinu, klindamycinu a tetracyklinu. Ne&kolik studii také uvadi
multirezistenci vici vice antibiotikim, coz odpovida i nasim vysledkim (Rathlavath et al.,
2017; Silha et al., 2017). Oznageni multirezistentnich kmena se mezi studiemi odlisuje.

Onemocnéni zpisobené Arcobacter-like species Ize v nékterych piipadech 1é¢i podanim
vhodnych antibiotik. Mnoho studii doporucuje tetracykliny a aminoglykosidy jako antibiotika
prvni volby pii 1é¢bé arkobakteriozy (Aski et al., 2016; Kayman et al., 2012; Rathlavath et al.,
2017). V drivejsi studii bylo uvedeno, ze zadny z testovanych kment nevykazoval rezistenci
ke gentamicinu nebo tetracyklinu (Ferreira et al., 2014). Nase vysledky shodné potvrdily
citlivost ke gentamicinu u vSech kment Arcobacter-like species. Bylo vsak zjisténo, Ze 65,0 %
testovanych kmena bylo rezistentni k tetracyklinu. Podle nasich vysledkt by bylo mozné pouzit
ciprofloxacin (chinolony) k 1é¢bé arkobakteriozy. Cetnou citlivost Arcobacter-like species
k ciprofloxacinu uvadéji i dalsi studie (Ferreirra et al., 2013; Houf et al., 2004; Vandenberg
etal., 2006). Celkove nejnizsi Groven rezistence byla pozorovana k erythromycinu, gentamicinu
a ciprofloxacinu, coz je v souladu s diive publikovanymi studiemi (Abay et al., 2011; Aski
et al., 2016; Ferreirra et al., 2013; Vandenberg et al., 2006).
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Tabulka 8 — Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace (MBC) antibiotik stanovené pro
60 Arcobacter-like species.

Pocet izolati citlivych k danych koncentracim antibiotik a vyjadiené MIC (MBC) (mg/l)

003 006 013 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 MICso MICw R

Ampicilin

Al. butzleri (50) 1 3 2 1 4 5 15 7 6 5 1 8 64 24 %
Al. cryaerophilus (3) 1 128 0%
Ab CCUG 30484 1

Ab LMG 10828 1

Ac CCM 3933 1

Ac CCM 3934 1

Ac CCM 7050
Pd LMG 25694 1

As LMG 6621 1

Ciprofloxacin

Al. butzleri (50) 20 13 12 3 1 1 0,06 0,13 4%
Al. cryaerophilus (3) 1 1 1 0,13 64 33,3%
Ab CCUG 30484 1

Ab LMG 10828 1

Ac CCM 3933 1

Ac CCM 3934 1

Ac CCM 7050 1

Pd LMG 25694 1

As LMG 6621 1

Klindamycin

Al. butzleri (50) 2 1 3 1.2 2 5 7 15 6 6 32 128 86 %
Al. cryaerophilus (3) 1 1 1 16 32 100 %
Ab CCUG 30484 1

Ab LMG 10828 1

Ac CCM 3933 1

Ac CCM 3934 1

Ac CCM 7050 1

Pd LMG 25694 1

As LMG 6621 1

Legendav: Ab-Al. butzleri; Ac-Al. cryaerophilus; Pd—Pd. defluvii; As—Al. skirrowii. Hranicni hodnoty rezistence byly pievzaty z EUCAST
a CLSI. Sedé stinovani oznacuje rezistentni kmeny. R — procento rezistentnich kmenii.

N
(0]

[y
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Tabulka 8 — (Pokracovani) — Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace (MBC) antibiotik
stanovené pro 60 Arcobacter-like species.

Pocet izolati citlivych k danych koncentracim antibiotik a vyjadiené MIC (MBC) (mg/l)

0,03 006 013 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 MICso MICg R

Erythromycin

Al. butzleri (50) 1 3 4 8 13 17 4 2 4 0%
Al. cryaerophilus (3) 1 1 1 2 4 0%
Ab CCUG 30484 1

Ab LMG 10828 1

Ac CCM 3933 1

Ac CCM 3934
Ac CCM 7050 1
Pd LMG 25694 1

As LMG 6621 1

[y

Gentamicin

Al. butzleri (50) 12 22 9 6 1 0,25 1 0%
Al. cryaerophilus (3) 1 0,5 1 0%
Ab CCUG 30484 1

Ab LMG 10828 1

Ac CCM 3933 1

Ac CCM 3934 1

Ac CCM 7050 1

Pd LMG 25694 1

As LMG 6621 1

[EEN
[EEN

Tetracyklin

Al. butzleri (50) 3 2 8 10 7 5 7 4 1 3 4 64 54 %
Al. cryaerophilus (3) 1 1 1 16 32 66,7 %
Ab CCUG 30484 1

Ab LMG 10828 1

Ac CCM 3933 1

Ac CCM 3934 1

Ac CCM 7050 1

Pd LMG 25694 1

As LMG 6621 1

Legendav: Ab-Al. butzleri; Ac-Al. cryaerophilus; Pd—Pd. defluvii; As—Al. skirrowii. Hranic¢ni hodnoty rezistence byly prevzaty z EUCAST
a CLSI. Sedé stinovani oznacuje rezistentni kmeny. R — procento rezistentnich kmenii.
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Tabulka 9 — Multirezistence Arcobacter-like species.

Kombinace rezistence

AMP, AMP,  CLI, AMP, CLI, CIP,CLI, AMP,CIP, AMP,CLI,
CLI TET TET TET TET CLI, TET GEN, TET

Al. butzleri (50) 3 1 17 6 1 1

Al. cryaerophilus (3) 1 1

Ab CCUG 30484 1

Ab LMG 10828 1

Ac CCM 3933 1

Ac CCM 3934 1

Ac CCM 7050 1

Pd LMG 25694 1

As LMG 6621 1

Legenda: Ab—Al. butzleri; Ac-Al. cryaerophilus; Pd—Pd. defluvii; As—Al. skirrowii. AMP—ampicilin; CIP—ciprofloxacin;
CLI-klindamycin; GEN—-gentamicin; TET-tetracyklin. Multirezistence byla definovana jako rezistence ke dvéma a vice
antibiotikiim.

5.5.2 Vliv antibiotik na tvorbu biofilmu Arcobacter-like species

Schopnost tvorby biofilmu byla sledovana u 10 kmenti v pfitomnosti ruznych
koncentraci antibiotik (Graf 1 a 2). Vsechny kmeny vykazovaly schopnost tvroby biofilmu,
avSak jednotlivé kmeny se mezi sebou lisily v intenzité vytvotreného biofilmu. Vyssi schopnost
tvorby biofilmu byla pozorovana zejména u kment v prostiedi s nizsi koncentraci (zpravidla
koncentrace 0,13-2 mg/l) antibiotik. Napt. kmen Al. butzleri CCUG 30484 vykazoval zvySenou
schopnost tvorby biofilmu pii koncentraci antibiotik v rozsahu 0,5-1 mg/l. Naopak vyssi
koncentrace antibiotik vedla ke snizeni tvorby biofilmu.

U kmene Pd. defluvii LMG 25694 byl zaznamenan vyznamny pokles tvorby biofilmu
v prostedi koncentrace ampicilinu shodné nebo vétsi nez 32 mg/l a koncentrace klindamycinu
shodné nebo vétsi nez 8 mg/l. Nicméné jiz koncentrace 4 mg/l byla u ampicilinu i klindamycinu
vyhodnocena jako MIC pro planktonni buiiky tohoto kmene. Podobné zvySena produkce
biofilmu byla zaznamendna u kmene Al. butzleri UPa 2013/30 v ptitomnosti nékterych
sledovanych antibiotik (ampicilin, klindamycin, erythromycin, gentamicin a tetracyklin),
a to az do koncentrace 2, resp. 4 mg/l. Podobny trend byl pozorovén i u dalsich kment. Toto
lze vysvétlit stresovymi podminkami prostiedi, na které bakterie reagovaly prechodem
z planktonni formy do odolné&j$i formy biofilmu. Pfi vySSich koncentracich antibiotik tak byla
tvorba biofilmu vyznamné potlacena (viz Graf 1 a 2). Vysledky naznacuji, Ze koncentrace
antibiotik pod hodnotami MIC by mohly vyznamné ovlivnit tvorbu bakterialniho biofilmu.
Ke zna¢nému poklesu tvorby biofilmu doslo napi. u kmene Al. butzleri CCUG 30484
v prostiedi ampicilinu 0 koncentraci shodné nebo vétsi nez 2 mg/l a u Al. cryaerophilus UPa

2013/13 pii koncentraci klindamycinu shodné nebo vétsi nez 2 mg/l. Tvorba biofilmu kmene
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Al. butzleri UPa 2015/14 byla snizena pti koncentraci ampicilinu 16 mg/l, coz piesné odpovida
koncentraci MIC stanovené pro planktonni buiky téhoz kmene. Zna¢nd inhibice tvorby
biofilmu byla pozorovéana take u ciprofloxacinu, a to jiz pii nejnizsi testované koncentraci, napft.
pro kmen Al. butzleri CCUG 30484, Pd. defluvii LMG 25694, Al. butzleri UPa 2013/30,
Al. butzleri UPa 2015/13 a Al. butzleri UPa 2015/14. Minimalni inhibi¢ni koncentrace
ciprofloxacinu dosahovala hodnot 0,06 mg/l pro vsechny uvedené kmeny. Ciprofloxacin byl
hodnocen jako neju¢inngjsi antibiotikum vhodné k potlaceni biofilmové tvorby Arcobacter-like
species. Tvorba biofilmu piedstavuje potencidlni nebezpeéi infekce a také riziko pro lidské

zdravi, zejména kvuli rezistentnim kmenim a také jejich schopnosti vytvafet biofilmy
v prostredi koncentraci stanovenych jako MIC pro planktonni buriky.
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Graf 1 - Tvorba biofilmu Al. butzleri v prostiedi antibiotik. (A) Al. butzleri CCUG 30484; (B) Al. butzleri UPa 2013/6 (izolét
z potravin); (C) Al. butzleri UPa 2013/9 (izolat z odpadnich vod); (D) Al. butzleri UPa 2013/30 (izolat z potravin); (E)
Al. butzleri UPa 2015/13 (izolat z potravin); (F) Al. butzleri UPa 2015/14 (izolat z potravin). Horizontalni ¢ervena linie
predstavuje vliv BHI bujonu (hodnoty pod linii — biofilm-negativita; hodnoty nad linii —biofilm-pozitivita). MIC — minimalni
inhibi¢ni koncentrace stanovena pro planktonni butiky Arcobacter-like species.
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z potravin); (E) Al. butzleri UPa 2015/13 (izolat z potravin); (F) Al. butzleri UPa 2015/14 (izolat z potravin). Horizontalni
¢ervena linie pfedstavuje vliv BHI bujonu (hodnoty pod linii — biofilm-negativita; hodnoty nad linii —biofilm-pozitivita). MIC
— minimalni inhibié¢ni koncentrace stanovena pro planktonni butiky Arcobacter-like species.
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Buiky v prostiedi biofilmu mohou byt vyznamnym zdrojem infekce (Passerini de Rossi
et al., 2009). Hodnoty MIC stanovené pro planktonni buniky neodpovidaji koncentracim
inhibujicim tvorbu biofilmu (Tezel et al., 2016). VIiv samotného prostiedi hraje zasadni roli
pro planktonni buriky, ale také pro tvorbu biofilmu (Jabra-Rizk et al., 2006). Arcobacter-like
species jsou v literatuie popisovany vétsinou jako slabi producenti biofilmu (Girbau et al., 2017;
Silha et al., 2021; Silhova-Hruskova et al., 2015). Aviak vysledky ukazuji, ze nékteré kmeny
jsou schopny také pomérn¢ intenzivni tvorby biofilmu, a to dokonce i v pfitomnosti antibiotik.
Antibiotika mohou vyznamné indukovat tvorbu biofilmu u rtznych bakterialnich kmenu
in vitro v koncentracich nizsich nez MIC (Tezel et al., 2016). Pouziti tetracyklinu mtize vést
ke zvySené tvorbé biofilmu (Kaplan, 2011), toto tvrzeni vSak nebylo v nasi studii potvrzeno.
Na zaklad¢ publikovanych vysledkt Ize piedpokladat, ze tvorba biofilmu je podporovana
ptitomnosti antibiotik v koncentracich nizsich nez MIC (Duarte et al., 2015). Na druhou stranu
u nékterych mikroorganismu bylo v minulosti zjisténo, Ze sub-inhibi¢ni koncentrace antibiotik
vede k inhibici tvorby biofilmu (Kaplan, 2011). Taktéz ciprofloxacin, amikacin a kolistin
snizuji tvorbu biofilmu E. coli, takze tato antibiotika by mohla byt uzite¢na pti 1é¢bé infekci
spojenych s biofilmem zptsobenych podobnymi kmeny (Wojnicz a Tichaczek-Goska, 2013).
Podle nasich vysledki byl ciprofloxacin nejuc¢innéjsim antibiotikem i pfi niz§ich koncentracich.
mnozstvi biofilmu (Passerini de Rossi et al., 2009). Diky vicedruhovym biofilmum a zvysené
toleranci na antibiotika i antimikrobialni latky je tfeba kombinovat rizné strategie, aby se
zlepsila jejich ucinnost (Ciofu et al., 2017). ZvySeni tvorby biofilmu pfi sub-inhibi¢nich
koncentracich antibiotik je pravdépodobné wuzite¢nou strategii patogennich bakterii,
jez usnadnuje jejich pfeziti po intenzivni antibioticke terapii, jelikoz v lidském organismu
zustavaji nizké koncentrace 1é¢iv (Costerton et al., 1999; Plyuta et al., 2013). PfestoZe jsou
kmeny citlivé na antibiotika, mohou vykazovat vysokou rezistenci v dasledku jejich schopnosti
tvotit biofilm. Pro spravné nastaveni terapeutické davky antibiotik je tfeba postupovat
s ohledem na to, ze tvorba biofilmu umoziuje n€kterym mikroorganismim uniknout u¢inktim

nékterych antibiotik.
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5.6 VIiv hydrosolu na Arcobacter-like species

5.6.1 Chemické sloZeni hydrosoli

Hydrosoly ziskané hydrodestilaci a parni destilaci levandule (Lavandula angustifolia

Mill.), hiebi¢ku (Syzygium aromaticum L.), fenyklu (Foeniculum vulgare Mill.) a vaviinu

(Laurus nobilis L.) byly analyzovany pomoci plynové chromatografie s plamenoveé ioniza¢nim

detektorem (GC-FID) a pomoci plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS).

Tabulka 10 prezentuje vysledky analyz koncentrovanych hydrosolt ziskanych parni

destilaci (SD) a hydrodestilaci (HD). Obsah jednotlivych sloucenin je vyjadien jako procento

celkové plochy piku v ziskanych chromatogramech z analyzy pomoci GC-FID, jedna se tedy

o ptiblizné hodnoty.

Tabulka 10 — Vysledky chemické analyzy 50x koncentrovanych hydrosold ziskanych parni destilaci (SD) a
hydrodestilaci (HD), poéty identifikovanych slouéenin a vycet tiech dominantnich slozek vzorku, n=3.

Poéty pika v Pocty identifikovanych Hlavni slozky hydrosoli
Hydrosol z chromatogramu slou¢enin (celkovy obsah) (celkovy obsah)
SD HD Hsp_sre Hhp_sre Hsp_sre Hhp_sre

1,8-Cineol (20,6 %) Linalool (23,2 %)

Levandule 186 172 48 (90,0 %) 48 (93,2 %) (2)-Linalol furanoxid (11,9 %) 1,8-Cineol (19,5 %)
a-Terpineol (10,4 %) a-Terpineol (13,0 %)
1,8-Cineol (56,4 %) 1,8-Cineol (54,1 %)

Bobkovy list 227 166 33 (78,0 %) 33 (79,4 %) 4-Terpineol (6,0 %) 4-Terpineol (7,1 %)
a-Terpineol (5,0 %) a-Terpineol (6,4 %)
Estragol (37,4 %) Estragol (33,0 %)

Fenykl 87 68 13 (84,1 %) 11 (85,1 %) Fenchon 22,5 %) Fenchon (26,5 %)
p-Methoxy Cinnamaldehyd (7,0 %)  Eugenol (5,6 %)
Eugenol (89,1 %) Eugenol (92,7 %)

Hrebicek 98 80 9 (99,3 %) 9 (99,3 %) Eugenyl acetat (9,3 %) Eugenyl acetat (5,6 %)

Chavikol (0,4 %)

Chavikol (0,4 %)

Legenda: HD — hydrosol ziskan hydrodestilaci, SD — hydrosol ziskan parni destilaci.
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5.6.1.1 Chemicka analyza hydrosoli z levandule

Celkem bylo v levandulovych hydrosolech identifikovano 48 sloucenin, a to pomoci
hmotnostni spektrometrie a porovnanim vypocétenych retenénich indext s udaji z literatury
(Tabulka 11). Hlavni skupinou identifikovanych sloucenin byly oxidované monoterpeny.
Nejvétsi rozdil v chemickém slozeni levandulovych hydrosoltu byl zaznamendn v obsahu
linaloolu (23,2 % v Hwp spe, resp. 7,9 % v Hsp spe). Linalool patii mezi hlavni slouc¢eniny
obsazené v levandulovych olejich. Dalsi dominantni slouceninou levandulovych oleja byl
linalylacetat. Hydrolyzou linalylacetatu vsak vznika také linalool (Chlodwig a Novak, 2015),
coz muze vest k vyssimu obsahu linaloolu v hydrosolech ziskanych hydrodestilaci (HD).
Pomérné vysoky rozdil byl pozorovan vV poméru derivati linaloolu Kk obsahu kumarindg.
Dominantni slou¢eninou v ziskanych hydrosolech byl 1,8-cineol (20,6 % v Hsp spg, resp. 19,5
% Vv Hup_spe), Ktery je Casto popisovany jako vyznamna latka levandulovych oleja (Politi et al.,
2020).

Tabulka 11 — Identifikované slougeniny v 50% zakoncentrovanych hydrosolech z levandule.

CAS Sloucenina RI % celkové plochy pik
HSDﬁSPE HHDfSPE
Oxidované monoterpeny
7392-19-0 Bois de Rose oxide/Linaloyl oxid 968 0,19+0,05 0,11+0,01
54750-70-8 (E)-Dehydroxy linalool oxid 987 0,09+0,01 0,08+0,03
54750-69-5 (2)-Dehydroxy linalool oxid 1004 0,10+0,02 <0,10
470-67-7 1,4-Cineol 1014 <0,10 <0,10
470-82-6 1,8-Cineol 1030 20,63+0,20 19,49+0,22
5989-33-3 (2)-Linalool furanoxid 1070 11,93+0,19 7,85+0,12
34995-77-2 (E)-Linalool furanoxid 1086 9,11+0,01 5,86+0,09
78-70-6 Linalool 1101 7,91+0,14 23,24+0,25
29957-43-5 Hotrienol 1103 0,78+0,01 0,46+0,01
471-16-9 Sabinol 1139 0,13+0,01 0,16+0,01
76-22-2 Kafr 1144 0,42+0,01 0,45+0,01
Lilac aldehydovy isomer (B or C) 1148 <0,10 <0,10
1786-08-9 Nerol oxid 1151 0,37+0,03 0,19+0,01
5986-38-9 (E)-Ocimenol 1154 <0,10 <0,10
513-20-2 Sabina keton 1158 <0,10 <0,10
30460-92-5 Pinocarvon 1160 <0,10 <0,10
53447-47-5 Lilac aldehyd D 1163 <0,10 <0,10
14009-71-3 (2)-Linalool pyranoxid 1169 1,27+0.07 1,05+0,01
39028-58-5 (E)-Linalool pyranoxid 1174 1,03+0.07 0,8+0,01
562-74-3 4-Terpineol 1179 1,11+0.01 1,24+0,01
500-02-7 Cryptone 1185 0,94+0.05 0,8+0,01
13741-21-4 2,6-Dimethyl-3,7-octadiene-2,6-diol 1190 5,88+0.77 2,18+0,04
98-55-5 a-Terpineol 1194 10,36+0.41 12,9740,14
80-57-9 Verbenon 1207 0,19+0.01 0,15+00

Legenda: Hup_spe — 50x zakoncentrovany hydrosol ziskany hydrodestilaci, Hso_spe — 50% zakoncentrovany hydrosol ziskany
parni destilaci, Rl —retencni index.
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Tabulka 11 — Pokraéovani — Identifikované slou¢eniny v 50x zakoncentrovanych hydrosolech z levandule.

CAS Slougenina RI % celkové plochy piki
Hsp_spe Hrp_spe
1197-07-5 (E)-Carveol 1219 <0,10 <0,10
106-25-2 Nerol 1225 0,65+0,06 0,92+0,02
18675-34-8 Neodihydrocarveol 1231 5,87+0,78 4,9440,11
122-03-2 Cuminaldehyd 1240 0,12+0,01 0,12+0,01
106-24-1 Geraniol 1252 1,00+0,09 2,34+0,02
51276336 Lo-DmetylLToctadiens6- 1273 1112016  0,25:0,01
536-60-7 Cumin alkohol 1291 0,41+0,06 0,34+0,01
39725-34-3 4-Hydroxy-crypton 1322 0,22+0,03 <0,10
160152-34-1 3-Oxo-p-menth-1-en-7-al 1336 0,12+0,01 <0,10
7712-46-1 8-Hydroxycarvotanaceton 1427 <0,10 <0,10
26184-88-3 a-Bisabolol oxide B 1653 0,13+0,01 0,13+0,01
3790-71-4 (2Z,6E)-Farnesol 1684 0,18+0,02 0,22+0,01
Dalsi slouceniny
111-27-3 Hexyl alcohol 872 0,23+0,01 0,19+0,01
3391-86-4 1-Okten-3-ol 981 0,15+0,01 0,15+0,01
589-98-0 3-Oktanol 999 0,14+0,01 0,14+0,01
106-68-3 3-Oktanon 985 0,8340,10 0,88+0,02
Cymen isomer 1022 <0,10 <0,10
1073-11-6 Lavender lakton 1035 0,84+0,04 2,00£0,02
1604-28-0 6-Methyl-3,5-heptadien-2-on 1103 0,62+0,01 0,73+0,02
24903-95-5 Nopinon 1137 0,15+0,01 0,13+0,01
97-53-0 Eugenol 1351 0,53+0,06 1,26+0,02
91-64-5 Kumarin 1432 3,60+0,54 0,82+0,01
17092-92-1 Dihydroactinidiolid 1524 <0,10 <0,10
531-59-9 7-Methoxykumarin (Hernianin) 1720 0,2+0,05 <0,10

Legenda: Hup_spe — 50x zakoncentrovany hydrosol ziskany hydrodestilaci, Hso_spe — 50% zakoncentrovany hydrosol ziskany
parni destilaci, Rl —retencni index.

5.6.1.2 Chemicka analyza hydrosoli z vaviinu

V obou typech vaviinovych hydrosolt bylo identifikovano celkem 33 sloucenin
(Tabulka 12). Vétsina identifikovanych sloucenin patfila mezi oxidované monoterpeny.
Majoritni slouc¢eninou byl 1,8-cineol, a to v obou typech hydrosolt. Esencialni olej z vaviinu
obsahuje vysoké hladiny 1,8-cineolu, linaloolu, R-terpinylacetatu, ale také eugenolu,
methyleugenolu a elemicinu (Diaz-Maroto et al., 2001; Lira et al., 2009).
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Tabulka 12 — Identifikované slougeniny v 50x zakoncentrovanych hydrosolech z vaviinu.

) % celkové plochy piki

CAS Sloucenina RI
Hsp_spe Hup_sre

Oxidované monoterpeny
470-67-7 1,4-Cineol 1014  <0,10 <0,10
470-82-6 1,8-Cineol 1030  56,38+0,35 54,05+0,63
78-70-6 Linalool 1099  0,30+0,04  0,5240,01
29957-43-5 Hotrienol 1101  <0,10 <0,10
36262-12-1 Dehydrosabina keton 1120  0,1040,01 0,10£0,01
471-16-9 Sabinol 1136  <0,10 <0,10
1786-08-9 Nerol oxid 1151  <0,10 <0,10
513-20-2 Sabina keton 1157  0,52+0,03  0,55%0,01
30460-92-5 Pinocarvon 1160  0,36%0,05 0,33+0,01
562-74-3 4-Terpineol 1178  5,97+0,79 7,10+0,08
13741-21-4 2,6-Dimethyl-3,7-octadiene-2,6-diol 1189  0,66+0,05  0,39+0,01
98-55-5 a-Terpineol 1193  4,9740,30 6,37+0,09
80-57-9 Verbenon 1207  <0,10 <0,10
99-48-9 Carveol 1218  0,18+0,01 0,35+0,01
18679-48-6 2-Hydroxy-1,8-cineol 1225  0,36+0,02 0,46+0,01
22626-43-3 cis-p-Mentha-1(7),8-diene-2-ol 1228  0,45+0,01 0,82+0,01
494-99-5 Homoveratrol 1236 <0,10 <0,10
122-03-2 Cuminaldehyd 1240  <0,10 <0,10
51276-33-6 2,6-Dimethyl-1,7-octadien-3,6-diol 1272 0,40£0,05 0,15+0,01
536-60-7 Cumin alcohol 1288  0,74+0,07 1,34+0,02
89-83-8 Thymol 1298  0,16+0,02 0,13+0,01
22539-72-6 p-Mentha-1,4-dien-7-ol 1328  0,15+0,01 0,21+0,01
Dalsi slouceniny
100-52-7 Benzaldehyd 960 <0,10 <0,10
110-93-0 6-Methyl-5-hepten-2-on 985 <0,10 0,15+0,01
1073-11-6 Lavender lakton 1037 <0,10 0,10+0,01
6090-09-1 Limona keton 1130 <0,10 <0,10
76-49-3 Bornyl acetat 1283  <0,10 <0,10
81781-24-0 ;(,:?;:[?é;Trimethyl—2-oxabicyc|o[2.2.2]octan-5—yl 1337 1,00£0,02 1,20+0,04
97-53-0 Eugenol 1350 2,21+0,15  2,41+0,05
57709-95-2 ;(,:?;,t?é:{Trimethyl-2-oxabicyc|o[2.2.2]octan-6—yl 1357 0.13£0,01 0,130,01
121-33-5 Vanilin 1393  0,48+0,07 0,29+0,01
93-15-2 Methyleugenol 1399  1,82+0,10  1,72+0,04
17092-92-1 Dihydroactinidiolid 1524  0,15%0,01 0,11+0,01

Legenda: Hup_spe — 50x zakoncentrovany hydrosol ziskany hydrodestilaci, Hso_spe — 50% zakoncentrovany hydrosol ziskany
parni destilaci, Rl —retencni index.
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5.6.1.3 Chemicka analyza hydrosolii z fenyklu

Ve fenyklovych hydrosolech bylo identifikovano celkem 13 sloucenin (Tabulka 13).
Dominantnimi zaznamenanymi slou¢eninami byly estragol a fenchon, které tvofily témér 60 %
ze vSech identifikovanych sloucenin. Estragol a fenchon patii mezi vyzanmné slozky
fenyklovych esencialnich oleju (Mota et al., 2015; Pouryousef, 2014). Dalsi vyznamnou
identifikovanou slozkou fenyklovych esencidlnich oleji byva vV literatufe popisovan
(E)-anethol (Xiao et al., 2017).

Tabulka 13 — Identifikované slou€eniny v 50% zakoncentrovanych hydrosolech z fenyklu.

. % celkové plochy pikil

CAS Slou¢enina RI
Hsp_spe Hup_spe

142-62-1 Kyselina kapronova 982 0,21+0,03 n.i.
470-82-6 1,8-Cineol 1030 2,78+0,02 3,83+0,10
122-78-1 Fenylacetaldehyd 1042 0,13+0,01 n.i.
1195-79-5 Fenchon 1086 22,51+0,12 26,53+0,15
78-70-6 Linalool 1099 0,27+0,01 0,21+0,01
76-22-2 Camphor 1144 0,66+0,01 0,85+0,08
140-67-0 Estragol 1196 37,38+0,46 33,01+0,09
99-48-9 Carveol 1218 2,55+0,01 2,33+0,01
99-49-0 Carvon 1242 2,20+0,01 2,28+0,02
123-11-5 p-Anisaldehyd 1253 5,17+0,05 5,46+0,19
97-53-0 Eugenol 1350 2,49+0,04 5,64+0,26
93-28-7 Eugenyl acetat 1513 0,75+0,03 1,02+0,04
1963-36-6 p-Methoxy Cinnamaldehyd 1567 7,05+0,24 3,99+0,13

Legenda: Hup_spe — 50x zakoncentrovany hydrosol ziskany hydrodestilaci, Hsp_spe — 50x zakoncentrovany hydrosol ziskany
parni destilaci, Rl —retencni index; n.i. — bez identifikace.

5.6.1.4 Chemicka analyza hydrosolu z hit‘ebicku

V hiebi¢kovych hydrosolech bylo identifikovano celkem 9 slou¢enin (Tabulka 14).
Hlavni identifikované slouceniny patiily mezi fenolické derivaty, konkrétné se jednalo
o0 eugenol (92,7 % v Hwup sre, 89,1 % Vv Hsp spe) a eugenylacetat (9,4 % v Hup spe, 5,6 %
et al., 2014). Eugenylacetat miaze hydrolyzovat za vzniku eugenolu. Eugenylacetat je podobny
linalylacetatu, ktery je hydrolyzovan také béhem hydrodestilace levandulového oleje.

80



Tabulka 14 — Identifikované slou¢eniny v 50x zakoncentrovanych hydrosolech z hiebicku.

) % celkové plochy piki

CAS Sloucenina RI
Hsp_spe HHp_spe

97-53-0 Eugenol 1360 89,08+0,12 92,72+0,04
93-28-7 Eugenyl acetate 1516 9,35+0,09 5,56+0,05
501-92-8 Chavicol 1253 0,37+0,02 0,40+0,02
121-33-5 Vanilin 1393 0,30+0,01 0,36+0,02
458-36-6 Coniferyl aldehyde 1727 0,15+0,01 0,20+0,01
119-36-8 Methyl salicylate 1189 <0,10 <0,10
87-44-5 (E)-B-Caryophyllene 1417 <0,10 <0,10
6753-98-6 a-Caryophyllene 1451 <0,10 <0,10
120-51-4 Benzyl benzoate 1764 <0,10 <0,10

Legenda: Hup_spe — 50x zakoncentrovany hydrosol ziskany hydrodestilaci, Hso_spe — 50% zakoncentrovany
hydrosol ziskany parni destilaci, Rl —retencni index.

5.6.2 Antimikrobialni potencial hydrosoli

Antimikrobidlni ucinnost pfipravenych hydrosolt byla sledovana diskovou difazni
metodou u osmi Arcobacter-like species (Al. butzleri LMG 10828, Al. butzleri CCUG 30484,
Al. butzleri UPa 2012/3, Al. cryaerophilus CCM 7050, Al. cryaerophilus UPa 2013/13,
Al. lanthieri LMG 28517, Al. skirrowii LMG 6621 a Al. thereius LMG 24488). Antimikrobialni
potenciél byl sledovan i v ptipadé nékterych dalsich mikroorganismu (S. aureus CCM 4223,
E. faecalis CCM 4224, E. coli CCM 3954, P. aeruginosa CCM 3955 a C. albicans CCM 8186).
Vsechny experimenty byly provedeny V ptipadé¢ hydrosoli bez dalsi upravy, avsak

i u téch, které byly pied testovanim 50x zakoncentrovany pomoci SPE.

5.6.2.1 Antimikrobialni u¢inky nezakoncentrovanych hydrosolu

U vétsiny testovanych hydrosolt ziskanych parni destilaci a hydrodestilaci nebyla
zaznamenana antimikrobidlni aktivita proti sledovanym mikroorganismiim. Z tohoto divodu
jsou data prezentovana pouze v ramci piiloh (Piiloha 1 a 2). Zadny kmen Arcobacter-like
species nebyl potlacen hydrosoly ziskanymi z levandule, fenyklu ¢i vaviinu. Avsak hydrosoly
hiebicku vykazovaly slabou antimikrobialni aktivitu viici kmeni Al. thereius LMG 24488 (Hrp
— inhibi¢ni zéna 6,5+0,3 mm; Hsp — inhibi¢ni zo6na 6,8+0,4 mm). Slaba antimikrobialni aktivita
hiebickového hydrosolu byla pozorovana také u dalsich Gram-negativnich bakterii.

Vsechny hydrosoly vykazovaly slabou antimikrobialni aktivitu vaci Gram-pozitivnim
bakteriim. Nejvyssi antimikrobialni aktivita byla pozorovana v ptipad¢ hydrosold z fenyklu
a hiebicku. Kmen E. faecalis CCM 4224 byl inhibovan zejména hydrosoly z vaviinu (HHp —
inhibi¢ni zona 7,8+1,3; Hsp — inhibi¢ni zéna 7,8+0,5 mm), fenyklu (Hup — inhibi¢ni zona

7,8%0,5; Hsp — inhibi¢ni zéna 7,8+0,5 mm) i hiebicku (Hup — inhibiéni zéna 7,5+0,5; Hsp —
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inhibi¢ni zona 7,5+0,6 mm). Kmen C. albicans CCM 8186 nebyl testovanymi hydrosoly viibec
inhibovan.
5.6.2.2 Antimikrobialni u¢inky 50x zakoncentrovanych hydrosoli

Hydrosoly po jejich zakoncentrovani pomoci SPE vykazovaly vyznamnou
antimikrobidlni aktivitu (viz Tabulky 15 a 16). Vyssi inhibi¢ni ucinek koncentrovanych
hydrosoli byl evidentné¢ ¢aste¢né zptsoben piitomnosti extrakéniho ¢inidla s jistym
antimikrobialnim G¢inkem (ethanol). Byl v§ak hodnocen i vliv samotného extrakéniho ¢inidla.
Inhibi¢ni zony rozpoustédla byly zjistény pouze v rozmezi 6,3-9 mm (MIC v rozmezi 1,6-12,5
%) v zavislosti na testovanych kmenech (viz Tabulky 15 a 16).

Obecné lze fici, ze vétSina hydrosoll ziskanych parni destilaci vykazovala vyssi
antimikrobidlni uc¢inky ve srovnani s hydrosoly ziskanymi hydrodestilaci. Koncentrované
hydrosoly hiebicku vykazovaly nejvyssi antimikrobialni aktivitu ze vSech testovanych vzorkd.

Levandulovy hydrosol ziskany parni destilaci vykazoval nejsilnéj$i antimikrobialni
aktivitu proti Al. butzleri CCUG 30484 a Al. thereius LMG 24488 (13,5%0,6, resp. 13,3+0,9
mm inhibi¢ni zény). Naopak rust kmene Al. butzleri UPa 2012/3 vice inhiboval hydrosol
levandule ziskany hydrodestilaci (inhibi¢ni zéna 12,8+0,3 mm). Kmen Al. butzleri UPa 2012/3
byl naopak nejcitlivéjsi na hydrosoly vaviinu a hiebicku ziskané parni destilaci (inhibi¢ni zony
14,0+0,8, resp. 14,5+0,3 mm). Nejvyssi rezistence Arcobacter-like species byla pozorovana
v ptipadé fenyklového hydrosolu.

Zivotaschopnost E. coli byla taktéZ nejvice potladena hydrosoly hiebicku. Kmen
C. albicans CCM 8186 nebyl inhibovan ani koncentrovanymi hydrosoly z levandule. Naopak
rast této kvasinky byl potla¢en vaviinovym hydrosolem ziskanym parni destilaci. Avsak
htebickovy hydrosol byl nejucinngjsi v potlaceni zivotaschopnosti C. albicans CCM 8186
(inhibi¢ni zéna 23,5+0,7 mm; MIC 1,6 %).
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Tabulka 15 — Velikost inhibi¢nich z6n v mm (véetné disku o priméru 6 mm) + standardni odchylka a minimalni
inhibi¢ni/baktericidni koncentrace v %, n=4, pro 50x zakoncentrované hydrosoly.

Ab LMG Ab CCUG AbUPa AcCCM AcUPa AILMG AsLMG AtLMG

10828 30484 2012/3 7050 2013/13 28517 6621 24488

© Hup s 9,580,3 8,8£0,3 12,840,3 8305 8040 11,3+1,0 9,0:08 11,503

é 1Z Hsp s 10,8+0,3 135£0,6 10,5+0,3 95+09  115:01 11,8403 10,3x05  13,3+09
S MIC  Huosee 04008 0,8/0,8 0,8/1,6 0,8/0,8 08/08 08/0,8 0,4/0,4 08/16
— (MBC) Hspsee 04004 0,4/0,8 1,6/1,6 0,4/0,8 0,4/0,4 0,4/0,8 0,4/0,4 0,4/0,8

Hup spe  7,840,2 9,0+0,8 10,5+0,9 9,8+0 85+1,3  10,8#05 7,805  12,0¢0,1

X 12 Hsp s 10,840 10,8+0,5 10,8+0,9 10,0£0,2 10,008 11,80 10,3:0,3  11,3+0,5
E MIC  Hupsee  16/16 3,1/3,1 16/3,1 0,8/0,8 1,6/1,6 1,6/1,6 0,8/0,8 1,6/1,6
(MBC) Hsp.see  08/16 1,6/3,1 1,6/1,6 0,4/0,8 0,8/0,8 0,8/1,6 0,4/0,4 0,8/0,8
Hup spe  8,040,2 9,0+0,8 9,0+0 95+03  95:03  11,3:0,3 9,003  10,8%0

3? - 12 Hsp s 10,5+0,3 9,5+0,6 14,00,8 10,3:0,3  10,0:0,3 105+0,6 125#0,7  13,3+0,6
% =2 Mic  Hrosee  16/16 16/1,6 16/3,1 0,8/1,6 08/16 1,6/3,1 1,6/3,1 1,6/1,6
“  (MBC) Hspsre  08/16 0,8/1,6 0,8/1,6 0,8/1,6 0,8/1,6 1,6/3,1 1,6/1,6 0,8/0,8

2 1z Hup see  10,5¢0,3 12,0£0,9 13,040,6 105£03 14,305 12,0406 120409 14,8405

S Hsp spe 12,5407 13,5+0,4 14,5+0,3 125#03 16,5¢0,3 12,8+07 11,0#03  155%0,7
2 MIC  Hupsee 0,1/0,1 0,2/0,2 0,8/0,8 0,2/0,2 0,4/0,4 0,4/0,4 0,2/0,2 0,4/0,4
T (MBC) Hspsre  0,1/0,1 0,1/0,1 0,8/0,8 0,1/0,1 0,1/0,1 0,4/0,4 0,1/0,1 0,2/0,4
So 1z 8,0+0,8 7.7:0,5 7.7:0,5 80+08  7,0+08  67+05  83+05  80+08

20

Y Mic (MBC) 3,1/6,3 3,1/6,3 3,1/6,3 1,6/3,1 3.1/3.1 3.1/3.1 1,6/3,1 31/3.1

Legenda: Hrp_spe — 50x zakoncentrovany hydrosol ziskany hydrodestilaci; Hsp_spe — 50% zakoncentrovany hydrosol ziskany
parni destilaci; Kontrola (EtOH) — rozpoustedio bez aktivnich slozek; IZ — inhibicni zéna, MIC — minimalni inhibicni
koncentrace; MBC — minimalni baktericidni koncentrace; Ab — Al. butzleri; Ac — Al. cryaerophilus; Al — Al. lanthieri; As — Al
skirrowii; At — Al. thereius.
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Tabulka 16 — Velikost inhibi¢nich z6n v mm (véetné disku o priméru 6 mm) + standardni odchylka a minimalni
inhibi¢ni/baktericidni koncentrace v %, n=4, pro 50x zakoncentrované hydrosoly.

SaCCM 4223 EfCCM4224 PaCCM3955 EcCCM 3954 CaCCM 8186

® 1z Hup_spe 8,5+0,7 7,5%0,6 8,5+0,4 8,8+0,5 6,010
§ Hso se  8,3%0,5 9,5+0,3 10,540,3 9,0£0,3 6,00
[}
z MIC Hrp_sre 1,6/3,1 3,1/3,1 1,6/3,1 1,6/3,1 6,3/6,3
= (MBC) H
SD_SPE 1,6/3,1 1,6/3,1 1,6/1,6 1,6/3,1 6,3/6,3
1z HHpb_sre 10,8+0,9 9,31£0,9 11,0+0,8 11,3+0,5 10,5+0,6
—_; Hsp_spe 11,3+0,7 15,0+0,1 11,5+0,8 11,5+0,3 11,8+0,7
c
£  miCc Hho_spe  31/6,3 3,1/6,3 31/31 1,6/3,1 1,6/31
(MBC) Hsosre  31/63 1,6/3,2 1,6/3,1 1,6/3,1 1,6/3,1
- . Huo sre  9,5%0,3 11,0+0,8 10,3+0,7 10,3+0,7 9,8+0,9
§ = Hso sre  9,5%0,6 12,3#0,5 11,5409 10,5+0,9 13,3+0,9
o=
2 MIC Hho sre  1,6/1,6 6,3/12,5 1,6/31 3,1/6,3 1,6/3,1
(MBC) Hsp spe  16/16 6,3/6,3 3,1/6,3 1,6/3,1 0,4/0,8
. Hho sre 15,8407 15,3+0,3 11,3#0,1 13,5¢0,7 14,8+0,4
<
8 Hso sre  15540,9 18,8+0,9 12,8+0,7 14,0:0,8 23,5£0,7
=
-5
= MIC Hro_see  0,4/0,4 0,8/0,8 08/1,6 3,1/6,3 6,3/6,3
(MBC) H
SD_SPE 0,4/0,8 0,4/0,8 0,4/0,8 1,6/3,1 1,6/3,1
s 1z 7,3:0,5 9,040,8 8,740,5 8,00 6,305
oI
£Q
S Y MIC (MBC) 12,5/12,5 12,5/12,5 3,1/6,3 6,3/12,5 6,3/12,5

Legenda: Hup_spe — hydrosol ziskany hydrodestilaci 50x zakoncentrovany pomoci SPE; Hsp_spe — hydrosol ziskana parni
destilaci 50x zakoncentrovany pomoci SPE; Kontrola (EtOH) — rozpoustedlo bez aktivnich sloZek, IZ — inhibicni zéna, MIC —
minimalni inhibicni koncentrace;, MBC — minimalni baktericidni koncentrace; Sa — S. aureus; Ef — E. faecalis; Pa —
P. aeruginosa; Ec — E. coli; Ca — C. albicans.

Tabulka 17 shrnuje vysledky inhibi¢nich u¢inkd béZnych antimikrobialnich latek
pro porovnani inhibi¢nich zén antibiotik/antimykotik a hydrosola. Z tabulky je patrné,

7e antimikrobialni ucinky antibiotik jsou vyssi.
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Tabulka 17 — Srovnani u¢innosti antibiotik a antimykotik (inhibiéni zony v mm véetné disku o priméru 6 mm
* standardni odchylka), n=4.

AMP CIP DA E TE FCA
Ab CCUG 30484 6,040 435421 7,540,7 37,5+0,7 315+2,1 n.t.
Ab LMG 10828 6,00 34,5+0,7 6,00 23,00 16,0+0 n.t.
Ab UPa 2012/3 6,00 39,014 6,00 29,0£14 24,014 n.t.
Ac CCM 7050 6,040 25,010 6,010 31,540,7 27,5+0,7 n.t.
Ac UPa 2013/13 6,040 36,5+0,7 6,010 30,5+0,7 29,0+1,4 n.t.
Al LMG 28517 6,00 37,0£14 6,00 22,0£2,8 17,5+0,7 n.t.
As LMG 6621 6,00 41,0+14 23,0£2,8 30,00 34,0£2,8 n.t.
At LMG 24488 6,040 32,5+0,7 35,5+0,7 11,040 35,00 n.t.
Sa CCM 4232 27,00 25,5+0,5 27,0£14 28,0£2,8 14,5+0,7 n.t.
Ef CCM 4224 13,00 22,00 7,00 17,5+0,7 29,014 n.t.
Pa CCM 3955 6,040 34,0114 6,040 8,5+0,7 13,5+0.7 n.t.
Ec CCM 3954 6,040 31,0414 6,040 9,5+0,7 20,5+0,7 n.t.
Ca CCM 8186 n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. 16,014

Legenda: AMP — ampicilin, CIP — ciprofloxacin, DA — klindamycin, E — erythromycin, TE — tetracyklin, FCA — fluconazol,
n.t. — nestovan; Ab — Al. butzleri; Ac — Al. cryaerophilus; Al — Al. lanthieri; As — Al. skirrowii; At — Al thereius; Sa—S. aureus;
Ef — E. faecalis; Pa — P. aeruginosa; Ec — E. coli; Ca — C. albicans.

Esencidlni oleje jako pfirodni extrakty a hydrosoly ziskané jako vedlejsi produkty se
mohou stat spolehlivymi alternativami v antimikrobialni terapii. Je v§ak nutné hledat vhodné
alternativy k antimikrobidlnim latkam (Nikolic et al., 2013). V literatuie nalezneme pouze
omezené informace o antimikrobialnich u¢incich hydrosold, jelikoz mnoho studii popisuje
pravé antimikrobidlni aktivitu esencialnich oleji. Vétsi antimikrobialni aktivita EO je
zpusobena piedevsim vy$s$i koncentraci hlavnich esencidlnich slozek. Dilezité vsak je,
ze 1 ziskané hydrosoly maji stale antimikrobialni aktivitu (Bajer et al., 2017), a lze je tak dale
pouzivat, zejména v jejich koncentrované forme.

Jiz diive bylo publikovano, ze Gram-negativni bakterie jsou odolng&jsi vici esencialnim
olejim ve srovnani s Gram-pozitivnimi bakteriemi (Trombetta et al., 2005). V ptipadé
Gram-pozitivnich bakterii byla v ramci diserta¢ni prace pozorovana slaba antimikrobialni
aktivita sledovanych hydrosolt. Nejvyssi antimikrobiélni u¢innost na Gram-pozitivni bakterie
byla pozorovana v ptipad¢ hydrosola z fenyklu a hiebicku. Podobné antimikrobialni ucinky
fenyklového esencialniho oleje a také extraktu byly uvedeny i v diivéjsich publikacich
(Kwiatkowski et al., 2017; Roby et al., 2013). Hiebickovym olejim a extraktim se ptisuzuji
inhibi¢ni u¢inky proti P. aeruginosa, S. aureus a E. coli (De Oliveira et al., 2019). Také linalool
je ucinny proti Sirokému spektru mikroorganismu (Carson a Riley, 1995). A pravé vysoky
obsah linaloolu vyznamné zvySuje antimikrobialni u¢inky (Herman a Tambor, 2016). Ziskané

vysledky dokazuji, Ze pfipravené nekoncentrované hydrosoly nemaji signifikantni
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antimikrobidlni potencidl proti testovanym mikroorganismim, coz potvruji i dals$i studie
(Kunicka-Styczynska et al., 2015; Lira et al., 2009; Smigielski et al., 2018).

Antimikrobidlni G¢inky levandulového oleje i hydrosolu byly jiz dfive popsany
v literatuie (Akhondzadeh et al., 2003; Lu et al., 2010; Verma et al., 2010). Taktéz eugenol
a eugenylacetdt maji vysoky antimikrobiélni potencial (Vanin et al., 2014) a pravé tyto
slou¢eniny byly detekovany v hydrosolech vaviinu. Hydrosoly vaviinu se vyznacéuji zejména
antifungalni aktivitou (Sahan, 2011). Hydrosoly hiebicku vykazovaly nejvyssi antimikrobialni
aktivitu ze vSech testovanych matric. HiebiGek je velmi bohatym zdrojem rtznych
antimikrobidlnich latek (Cai a Wu, 1996). U jeho hlavni aromatické slozky eugenolu byly
popsany zna¢né antimikrobialni a antifungalni uc¢inky (Chaieb et al., 2007; Ferreira et al. 2018;
Lee a Shibamoto, 2001; Vanin et al., 2014). Antimikrobialni u¢inek hiebi¢kového hydrosolu je
mimo jiné podpofen i obsahem eugenylacetatu. V literatuie se uvadi, Ze zaclenéni acetatu

do molekuly mize zvysit celkovy antimikrobialni t¢inek (Dorman a Deans, 2000).

5.6.3 Biofilmova tvorba v prostredi hydrosoli

Tvorba biofilmu Al. butzleri CCUG 30484, Al. cryaerophilus CCM 7050, Al. lanthieri
LMG 28517, Al. thereius LMG 24488, S. aureus CCM 4223 a E. coli CCM 3954 byla
studovéna také v pfitomnosti hydrosoli. Dle nasich vysledkt Ize v§echny pouzité mikrobialni
kmeny povazovat za biofilm-pozitivni. Nékteré kmeny vykazovaly vyznamny pokles mnozstvi
biofilmu vytvofeného v pfitomnosti nekoncentrovanych hydrosold. Napt. biofilmova tvorba
kment Al. thereius a Al. lanthieri poklesla v prosttedi hydrosolu z vaviinu ziskaného parni
destilaci az 0 35,9 % (Graf 3). Na druhé strané byla zjisténa mirné sniZzena biofilmova tvorba
Al. butzleri (pokles az o 18,7 % v ptitomnosti Hsp z vaviinu).

Vyrazn€ odlisné vysledky byly ziskany v pfitomnosti koncentrovanych hydrosolt.
V ptipadé koncentrovanych hydrosolll totiz byla u nckterych testovanych kmend zjisténa
zvySena tvorba biofilmu ve srovnani s mnozstvim biofilmu vytvoteného v prostredi bez vzorku
hydrosolu. Rychlé zvyseni schopnosti tvorby biofilmu bylo pozorovano v prostiedi Hsp spe
z hiebicku napt. u kmene Al. lanthieri LMG 28517 a u Al. thereius LMG 24488 (Hsp_spe
z hiebicku). Tvrorba biofilmu Al. butzleri CCUG 30484, Al. cryaerophilus CCM 7050 a S.
aureus CCM 4223 vSak byla sniZzena (ve srovnani s dal§Simi kmeny) v prostiedi
koncentrovanych hydrosolti z levandule, fenyklu a vaviinu (Graf 4). Pro porovnani biofilmoveé
tvorby Arcobacter-like species a dalsich ,,modelovych* mikroorganismu jsou v Grafech 3 a 4
prezentovana i data pro Escherichia coli CCM 3954 a S. aureus CCM 4223.
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Graf 3 — Biofilmova tvorba v prostiedi nekoncentrovanych hydrosolt. Sloupce Hup piedstavuji hydrosoly ziskané
hydrodestilaci; Hsp — hydrosoly ziskané parni destilaci. Cervena linie — biofilmova tvorba kmenti ve vodé; hodnoty
nad/pod cervenou linii — zvySena/snizena tvorba biofilmu v disledku pfitomnosti hydrosolti; Ab — Al. butzleri; Ac -
Al. cryaerophilus; Al — Al. lanthieri; At — Al thereius; Sa — S. aureus; Ec — E. coli.
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Graf 4 — Biofilmova tvorba v prostiedi 50x zakoncentrovanych hydrosolt. Sloupce Hup piedstavuji hydrosoly
ziskané hydrodestilaci; Hsp — hydrosoly ziskané parni destilaci. Cervena linie — biofilmova tvorba kment
Vv extrakénim rozpoustédle (EtOH); hodnoty nad/pod &ervenou linii — zvySena/sniZzena tvorba biofilmu v dasledku
piitomnosti hydrosolti; Ab — Al. butzleri; Ac — Al. cryaerophilus; Al — Al. lanthieri; At — Al. thereius; Sa — S. aureus; Ec —
E. coli.
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Charakterizace novych antimikrobidlnich latek je velmi dilezita, jelikoZz odolnost
mikroorganismi se stale zvySuje. Inhibovani planktonnich bungk, ale také biofilmové tvorby,
by pfineslo zna¢né benefity (Jabra-Rizk et al., 2006). Bakterie v prostiedi biofilmu jsou
odoln¢&jsi nez planktonni bunky (Waite et al., 2018) a velmi obtizn¢ odstranitelné z riznych
povrchil & prostiedi (Quave et al., 2008; Rasmussen a Givskov, 2006; Svarcova et al., 2022a).
Za urcitych okolnosti miize zvySenou tvorbu biofilmu vyvolavat také expozice latek s vyssim
antimikrobialnim uc¢inkem (Gomes et al., 2009).

V prostiedi hydrosoli byla tvorba biofilmu snizena u vSech testovanych kmenu narozdil
od tvorby biofilmu v prostiedi bez ptitomnosti hydrosolu. Rostlinné esenciélni oleje i jejich
komponenty maji casto antimikrobidlni potencial a vyznamné snizuji tvorbu biofilmu
(Palombo, 2011; Sandasi et al., 2008). Jiz dtive byl popsan antibiofilmovy ucinek esenciélnich
oleju levandule a hiebicku (Bazargani a Rohloff, 2016). Bylo potvrzeno, ze farnesol indukuje
pokles produkce biofilmu (D’Amato et al., 2018). Chemickou analyzou byl zjistén obsah
farnesolu v hydrosolu z levandule, byt pouze v nizké koncentraci, ale zjevné se zajimavou
antibiofilmovou aktivitou. Také bylo popsano, ze esencialni olej z koriandru a jeho hlavni
slozka (linalool) byla schopna inhibovat produkci mikrobidlniho biofilmu in vitro (Duarte
et al., 2016). Je zndmo, Ze kurkumin obecné zvySuje citlivost nékterych kmena (E. coli,
P. aeruginosa, P. mirabilis a S. marcescens) k antibiotikim a inhibuje biofilmovou tvorbu
(Packiavathy et al., 2014). Zvysenou tvorbu biofilmu v pfitomnosti hiebi¢kovych hydrosolu lze
vysvétlit reakci na nepfiznivé a stresové podminky, jelikoZ ochrannou funkci nékterych

mikroorganismd je pravé tvorba biofilmu (Kim et al., 2016; Oliveira et al., 2015).
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5.7 Vliv olejovych extrakta na Arcobacter-like species

5.7.1 Chemicka analyza olejovych extrakti

Olejové extrakty ptipravené dle popsaného postupu (viz kapitola 4.4.6.1) byly chemicky
analyzovany pomoci HPLC-CoulArray. Tento vicekanalovy elektrochemicky detektor byl
vybran jako selektivni a citlivy analyzator pro slou¢eniny s elektrochemickym chovanim
(bioaktivni polyfenolické slouceniny pfitomné v olivovych olejich).

Analyzou bylo zjisténo, ze hydroxytyrosol, tyrosol a izomery i derivaty oleuropeinu jsou
hlavnimi slozkami pufrovanych i nepufrovanych vodnych extrakt. Jednotlivé slou¢eniny byly
identifikovany porovnanim s retenénimi Casy a voltametrickym profilem proméfenych
standardnich sloucenin. Obsah hydroxytyrosolu a tyrosolu byl stanoven metodou kalibra¢ni
kiivky. Izomery a derivaty oleuropeinu byly vyjadieny jako soucet piku (Graf 5) a jejich obsah
byl vztazen k oleuropeinu jako standardu. Pro jednotlivé slou¢eniny byly také stanoveny limity
detekce (LOD) a limity kvantifikace (LOQ). Sum zékladni linie byl vzdy vyhodnocen z péti
nastiikl slepého pokusu (mobilni faze A). LOD byly stanoveny s pouzitim nizsich koncentraci
standardd pro S/N 3:1. Podobné byly vypoéteny i LOQ z S/N 10:1. Hodnoty LOD a LOQ pro
hydroxytyrosol, tyrosol a oleuropein spolu s kalibra¢nimi rozsahy, regresnimi rovnicemi

a piislusnymi korela¢nimi koeficienty R? jsou shrnuty v Tabulce 18.

Tabulka 18 — Limity detekce a kvantifikace (LOD, resp. LOQ), kalibra¢ni rozmezi, regresni rovnice a piislusné
korela¢ni faktory analyzovanych fenolickych sloucenin.

LOD LOQ Kalibraéni

1 i 2
Standardy (mg/l) (mg/l) rozmezi (mg/l) Regresni rovnice R
- Hydroxytyrosol 0,068 0,227 0,5-25,0 y = 16,796x — 5,9317 0,9714
) B
; <_T: Tyrosol 0,025 0,168 0,5-25,0 y =17,622x + 18,891 0,9654
I3
© Oleuropein 0,126 0,423 0,5-25,0 y = 3,833x + 0,1662 0,9963

Legenda: LOD - limit detekce; LOQ — limit kvantifikace.

Obsah hydroxytyrosolu, tyrosolu a celkovy obsah derivati oleuropeinu byl
kvantifikovan v nepufrovanych (WEQOO) i pufrovanych (BEOO) extraktech olivovych oleji.
Vysledky obsahu celkovych polyfenoli a jednotlivych fenolickych sloucenin jsou uvedeny
v Tabulce 19 a 20. Celkovy obsah polyfenolti byl méfen spektrofotometrickou metodou
s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem a vysledky byly vyjadifeny jako ekvivalent kyseliny gallové
(GAE v mg/l). Extrakty z extra panenského olivového oleje vykazovaly nejvyssi celkovy obsah
polyfenoli (43,50-93,23 mg/l), nasledované vzorkem smésného olivového oleje,

pokrutinového oleje a rafinovaného olivového oleje.
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Tabulka 19 — Celkovy obsah polyfenolii (GAE mg/l) stanoveny v riznych olejovych extraktech.

Extra panensky Extra panensky Smésny olivovy a  Rafinovany Olej z

olivovy olej olivovy olej slune¢nicovy olej  olivovy olej pokrutin

(Ballester) (Kyosos) (Ondoliva) (Borges) (Ondoliva)
WEOO 79,82 +5,04 43,50 + 2,92 11,09 £ 0,80 0,36 £ 0,03 0,49 £ 0,02
BEOO  93,23+2,84 49,05 + 1,65 15,22 + 0,80 0,43 +£0,01 0,47 £ 0,01

Legenda: WEOO - nepufrovany vodny extrakt olivového oleje; BEOO — pufrovany vodny extrakt olivového oleje.

Tabulka 20 — Obsah fenolickych slou¢enin v olejovych extraktech stanoveny pomoci HPLC-CoulArray (mg/l).

Extrakty olivovych oleji

Extra panensky  Extra panensky  Smésny olivovy a  Rafinovany Olej z

olivovy olej olivovy olej slune¢nicovy olej  olivovy olej pokrutin
(Ballester) (Kyosos) (Ondoliva) (Borges) (Ondoliva)
- Hydroxytyrosol 9,82 + 0,12 9,01+0,24 0,40 + 0,01 <LOD <LOD
<
1 t o
; < Q Tyrosol 8,93+0,12 10,17 £ 0,06 <LOD <LOD <LOD
I3 Derivaty
O . 52,64 +£1,84 29,20+ 1,95 0,99 +0,15 <LOD <LOD
Oleuropeinu
- Hydroxytyrosol 9,97 +1,81 7,97 +£0,08 0,93+0,08 <LOD <LOD
, © ~
l®)
; <9 Tyrosol 12,30 £ 2,04 12,49 £ 0,72 2,70 £ 0,07 <LOD <LOD
T 39D peivs
G~ Derivaty 10,26 + 0,44 7,69 +0,01 0,79+0,15 <LOD <LOD
Oleuropeinu

Legenda: WEOO - nepufrovany vodny extrakt olivového oleje; BEOO — pufrovany vodny extrakt olivového oleje.

Vysledné hodnoty celkového obsahu fenolickych latek koresponduji s detekovanym
obsahem fenolickych slou¢enin pomoci HPLC-CoulArray. Obecné lze konstatovat, ze byl
celkovy obsah polyfenolt vzdy vyssi pro vzorky extrahované v PBS pufru (BEOO). Celkovy
obsah polyfenolt v extraktech extra panenského olivového oleje (Ballester, Kyosos) byl
prakticky shodny se souc¢tem sledovanych sloucenin stanovenym pomoci HPLC-CoulArray.
Vodné extrakty extra panenskych olivovych oleju obsahovaly nejvys$si mnozstvi bioaktivnich
slou¢enin, na které byly analyzy zaméteny. Konkrétné bylo detekovano 71,4 mg/l aktivnich
latek ve Spanélském extra panenském olivovém oleji Ballester a 48,3 mg/l v feckém extra
panenském olivovém oleji Kyosos. Rafinovany olivovy olej mél velmi nizké mnozstvi
sledovanych bioaktivnich latek, a to pravdépodobné v disledku jejich ztraty béhem procesu
rafinace. Ve smésném olivovém a slunecnicovém oleji (Ondoliva) a také olivovém oleji
z pokrutin (Ondoliva) nebyly sledované bioaktivni latky zaznamenany vibec, resp. byly
pod LOD.
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Graf 5 — Chromatograficky zdznam ziskany pomoci HPLC-CoulArray (nepufrovany extrakt z extra
panenského olivového oleje Ballester). Chromatografické podminky: Kolona Gemini Cig (150%3 mm, 3 um)
kolona, MP A: 5 mM vodny roztok octanu amonného s kyselinou mravenci (pH~3), MP B: acetonitril, priitok
0,4 ml/min, linedrni gradientova eluce: 0-30 min: 5-60% MP B, davkovéani 10 pl, teplota 40 °C, detekce

Reten¢ni ¢as (min)

pfi potencialech 200-900 mV.
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5.7.2 Vliv pufrovanych olejovych extraktii na planktonni burnky

Antimikrobialni aktivita extraktl z olivového oleje byla pozorovana u vybranych kment
Arcobacter-like species (Al. butzleri CCUG 30484, Al. butzleri UPa 2013/30, Al. cryaerophilus
CCM 7050, Al. cryaerophilus UPa 2013/13, Al. lanthieri LMG 28517 a Al. thereius LMG
24488), viz Graf 6.

Nejsilngjsi antimikrobialni G¢inek byl pozorovan u extraktd z extra panenského
olivového oleje. Extrakty ze spanélského extra paneneskeho olivového oleje plné inhibovaly
kmeny Al. butzleri UPa 2013/30, Al. cryaerophilus CCM 7050 a Al. cryaerophilus UPa
2013/13, ato jiz po 30 min expozice. Kmen Al. thereius LMG 24488 doké&zal piezivat i expozici
60 min, avsak ve velmi malém poctu prezivsich bunék. Mirné niz$i antimikrobialni u¢inek byl
pozorovan u extraktu pfipraveného z feckého extra panenského olivového oleje. V tomto
ptipadé byla kompletni inhibice vétsSiny kmend pozorovana po expozici 60 min, vyjimkou byly
kmeny Al. lanthieri LMG 28517 a Al. cryaerophilus CCM 7050. Zajimavy rozdil byl pozorovan
mezi kmeny Al. cryaerophilus. 1zolat z odpadni vody (Al. cryaerophilus UPa 2013/13) byl
citlivéjsi na Gcinky extraktu z teckého extra paneneského olivového oleje v porovnéni se
sbirkovym kmenem téhoz druhu (Al. cryaerophilus CCM 7050). Dalsi olejové extrakty
vykazovaly niz§i antimikrobialni u¢innost ve srovnani s extrakty z extra panenského olivového
oleje. Extrakt ze smésného olivového oleje byl schopen inhibovat kmen Al. butzleri UPa
2013/30 az po 3 hod. expozice. Avsak po 30 min byl celkovy pokles poctu Zivotaschopnych
bun¢k pouze 0,2 log CFU/ml. V piipad¢ extraktu z rafinovaného olivového oleje byla uplna
inhibice vétSiny testovanych kmenti pozorovana az po 24 hod. expozice. Vyjimkou byl kmen
Al. thereius LMG 24488, u kterého byl pokles Zivotaschopnych bunék pozorovan jiz po
expozici 60 min a k Uplné inhibici doslo az po 6 hod. expozice. Zivotaschopnost kmene Al.
butzleri UPa 2013/30 nebyla potladena ani po 24 hod. expozice. Extrakt z pokrutinového
olivového oleje vykazoval nejniz§i antimikrobialni G¢innost ve srovnani se vSemi ostatnimi
pufrovanymi olejovymi extrakty. Nejcitlivéjsim kmenem byl Al. thereius LMG 24488, ktery
byl inhibovan po 6 hod. expozice extraktem z pokrutinového oleje.
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Graf 6 — Piezivani testovanych kment v pfitomnosti 90% pufrovanych olejovych extraktt; (A) — extrakt
ze $pnélského extra panenského olivového oleje; (B) — extrakt z feckého extra panenského olivového oleje; (C) —
extrakt ze smésného olivového oleje; (D) — extrakt z rafinovaného oleje; (E) — extrakt z pokrutinového oleje;
Al — Aliarcobacter.
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5.7.3 Vliv nepufrovanych olejovych extraktii na planktonni buiiky

Vodny extrakt ze Spanélského extra panenského olivového oleje vykazoval nejvyssi
antimikrobialni a¢innost (Graf 7). Extrakt z tohoto oleje byl schopen inhibovat vétSinu
sledovanych kmend jiz po 5 min expozice. Po této velmi kratké expozici se pocet
zivotaschopnych buné¢k snizil az o 5 log CFU/ml. Jedinou vyjimkou byl kmen Al. lanthieri
LMG 28517, u kterého Kklesl pocet zivotaschopnych bunék o0 2 log CFU/ml po 5 min expozice,
avsak po 10 min expozice byly buiiky jiz zcela devitalizovany. Extrakt ze smésného olivoveho
oleje inhiboval kmeny Arcobacter-like species po expozici 30—-180 min Nejodolné&jsim
kmenem byl Al. butzleri CCUG 30484, u kterého bylo pfezivani pozorovano i po 60 min

vvvvv

v

byl pozorovan u extraktu z pokrutinoveho olivového oleje, k Uplné inhibici doslo az po 3-24
hod. expozice. Napi. u kmene Al. lanthieri LMG 28517 nedoslo béhem 6 hod. expozice k téméf
zadnému poklesu zivotaschopnych bunék. Ziskané vysledky z chemickych analyz potvrdily,
Ze extrakty z extra panenskych olivovych oleji obsahovaly nejvice bioaktivnich sloucenin,
coz potvrzuje i testovani antimikrobialni u¢inosti olejovych extrakti. Nejvyssi antimikrobialni

v

uc¢inek byl zaznamenan u extraktu z pokrutinového olivového oleje.
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Graf 7 — Piezivani testovanych kmena v pfitomnosti 90% nepufrovanych olejovych extraktl; (A) — extrakt
ze $panélského extra panenského olivového oleje; (B) — extrakt z feckého extra panenského olivového oleje; (C) —
extrakt ze smésného olivového oleje; (D) — extrakt z rafinovaného oleje; (E) — extrakt z pokrutinového oleje;
Al — Aliarcobacter.
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Panensky olivovy olej obsahuje zna¢né mnozstvi fenolickych slou¢enin s piiznivym
vlivem na lidské zdravi na rozdil od jinych jedlych rostlinnych oleja (Funatogawa et al., 2004;
Nohynek et al., 2006). Olivovy olej dale vykazuje silny baktericidni ucinek proti nékterym
alimentarnim patogenim (Medina et al., 2006; Nazzaro et al., 2019) a lze jej pouzit i jako
konzervant (Medina et al., 2006). Stejn¢ tak i extrakty pfipravené z oleju vykazuji urcité
biologické vlastnosti (Brenes et al., 2007; Medina et al., 2006). Dostupné data z literatury
potvrzuji, ze antibakterialni G¢inek panenského olivového oleje je obecné vyssi proti Gram-
pozitivnim bakteriim ve srovnani s Gram-negativnimi bakteriemi (Brenes et al., 2007; Gutierrez
et al., 2008). Nejvyssi antimikrobiélni aktivita byla zaznamenéna v pifipadé¢ extra panenského
olivového oleje, nasledovana dalsimi druhy olivovych olejii a olejui z olivovych pokrutin.

Antimikrobialni aktivita olivovych oleji byla po mnoho let pfipisovana zejména
oleuropeinu a 2-(3,4-dihydroxyfenyl)ethanolu (Furneri et al., 2004; Kubo et al., 1985; Perri
et al., 1999). V poslednich letech se antimikrobialni G¢inek ptisuzuje dialdehydové forme
aglykonu dekarboxymethyl oleuropeinu a dialdehydové formé dekarboxymethyl
ligstrosidového aglykonu (Klikarova et al., 2019; Medina et al., 2006; Rios et al., 2005).
Tyrosol, hydroxytyrosol a derivaty oleuropeinu jsou hojné zastoupeny v olejovych extraktech
(Pereira et al., 2007).
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5.7.4 Vliv pufrovanych olejovych extrakta na tvorbu biofilmu

Schopnost tvofit biofilm byla sledovana u vybranych kment Arcobacter-like species
v piitomnosti riznych koncentraci olejovych extraktt (Graf 8). Lze konstatovat, ze nejvyssi
testovana koncentrace olejovych extrakti vedla obvykle ke zvysené tvorbé biofilmu. To bylo
pravdépodobné zptisobeno zvySenym stresem pusobicim na planktonni bunky, které jiz v této
formé nemohly piezivat a okamzité se zaméfily na tvorbu bakterialniho biofilmu. Tvorba
biofilmu u kmene Al. butzleri UPa 2013/30 se v ruznych koncentracich extrakti z extra
panenskych olivovych oleji vyrazné nezménila. V piitomnosti extraktu ze smésného olivového
oleje doslo k vyraznému nartastu tvorby biofilmu jiz pii nejnizsi testované koncentraci (0,1 %).
Pii vyssich koncentracich extraktu vSak doslo k signifikantnimu snizeni tvorby biofilmu.
Podobny trend byl pozorovan také u kmene Al. butzleri CCUG 30484. V piipadé extraktu
z rafinovaného olivového oleje doslo ke zvyseni tvorby biofilmu téméf v celém koncentraénim
rozmezi (0,1-90 %). Naopak u kmene Al. butzleri UPa 2013/30 byla zaznamenéna zvysujici se
tvorba biofilmu (0,1-45 %) v pritomnosti extraktu z rafinovaného olivového oleje. Inhibice
tvorby biofilmu byla u kmene Al. thereius LMG 24488 pozorovéana v piitomnosti koncentraci
extraktu z rafinovaného olivového oleje (0,145 %) a nizkych koncentraci extraktu
ze smésného olivového oleje (0,1-0,7 %). Silny nartst tvorby biofilmu byl pozorovan u kmene
Al. cryaerophilus CCM 7050 v prostiedi extraktu z pokrutinového oleje, a to v nejvyssi
koncentraci. V tomto pfipad¢é doslo témét ke zdvojnasobeni tvorby biofilmu ve srovnani se

stavem tvorby biofilmu bez vlivu olejového extraktu.
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Graf 8 — Tvorba biofilmu v prostiedi pufrovanych olejovych extraktll. (A) — extrakt ze §panélského
extra panenského olivového oleje; (B) — extrakt z feckého extra panenského olivového oleje; (C) —
extrakt ze smésného olivového oleje; (D) — extrakt z rafinovaného oleje; (D) — extrakt z pokrutinového
oleje. Ab— Al butzleri; Ac — Al. cryaerophilus; Al — Al. lanthieri; At — Al. thereius. Horizontalni linie
pfedstavuje hodnotu pozadi BHI bujonu bez aktivnich latek (hodnoty pod linii — biofilm-negativita;
hodnoty nad linii — biofilm-pozitivita).
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Graf 8 — Pokracovani —Tvorba biofilmu v prostfedi pufrovanych olejovych extrakti. (A) — extrakt
ze $panélského extra panenského olivového oleje; (B) — extrakt z feckého extra panenského olivového oleje;
(C) — extrakt ze smésného olivového oleje; (D) — extrakt z rafinovaného oleje; (D) — extrakt z pokrutinového
oleje. Ab — Al. butzleri; Ac — Al. cryaerophilus; Al — Al. lanthieri; At — Al. thereius. Horizontalni linie
piedstavuje hodnotu pozadi BHI bujonu bez aktivnich latek (hodnoty pod linii — biofilm-negativita; hodnoty
nad linii — biofilm-pozitivita).
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5.7.5 VIliv nepufrovanych olejovych extrakta na tvorbu biofilmu

Dulezitou roli ma i hodnota pH pfipravenych extrakti, kterd nebyla v piipadé
nepufrovanych olejovych extraktt nikterak upravena. Hodnota pH nepufrovanych extrakta byla
v bazickém rozmezi (pH ~ 8,73) a mtize tak mit vliv na tvorbu biofilmu. Napt. tvorba biofilmu
kmene Al. butzleri UPa 2013/30 byla mnohondsobné zvySend v prostifedi extraktu
ze Spanélského extra panenského olivového oleje a feckého extra panenského olivového oleje.
U tohoto kmene byla zaznamenéna zvysena tvorba biofilmu az o 50 % ve srovnani s tvorbou
biofilmu bez vlivu extraktl z extra panenskych olivovych oleja. Velmi podobny trend byl
pozorovan u kmene Al. lanthieri LMG 28517, ten vsak netvofil biofilm v takové mite (Graf 9).
Miizeme pozorovat, Zze v 90% olejovych extraktech dochazelo k vyraznému sniZzeni biofilmové
tvorby, nékdy tyto hodnoty dosahovaly az k limitu pozitivity tvorby biofilmu.

Nékteré Arcobacter-like species jsou schopny intenzivni tvorby biofilmu, dokonce
i v pritomnosti olejovych extraktd, které vykazuji baktericidni G¢inek proti planktonnim
bunikam (Svarcova et al., 2022b). Naopak pii niz§ich koncentracich extraktd byl pozorovan
vyznamny narust tvorby biofilmu s postupnym poklesem pii vyssich koncentracich. V tomto
ptipadé se jedna o extrakty s vy$§im inhibi¢nim t¢inkem na planktonni buiky. Lze konstatovat,
7e jde o reakci mikroorganismi na nepfiznivé podminky prostiedi (Silha et al., 2021).
Antimikrobialni a antibiofilmové G¢inky olivovych oleju jsou vyssi nez u jinych rostlinnych
oleji, pravdépodobné diky vysokému obsahu mastnych kyselin, které pfispivaji
k antimikrobialni aktivité (Medina et al., 2006; Pereira et al., 2007). Fenolické slouceniny jsou
hlavnim zdrojem sloucenin s antimikrobialnimi u¢inky v olivovych olejich, coz potvrzuje
mnoho dal$ich studii (Friedman et al., 2003; Furneri et al., 2004; Keceli a Robinson, 2002).
Olivovy olej z pokrutin obsahuje vyrazné niz$i obsah fenolickych latek nez ostatni oleje,
coz potvrzuji i predchozi studie (Keceli a Robinson, 2002; Medina et al., 2006). Medina a jeho
kolektiv (2006) publikovali, Ze vliv olejovych extraktii na preziti vybranych mikroorganismt
zavisi na extrakénim ¢inidle a jeho mnozstvi. Obsah fenolickych sloucenin s antioxidacni
a antimikrobidlni aktivitou v oleji nebo jeho extraktech také zavisi na jejich polarité a chemické

struktute (Friedman et al., 2003).
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Graf 9 — Tvorba biofilmu v prostiedi nepufrovanych olejovych extraktech. (A) — extrakt ze $panélského extra
panenského olivového oleje; (B) — extrakt z feckého extra panenského olivového oleje; (C) — extrakt
ze smésného olivového oleje; (D) — extrakt z rafinovaného oleje; (D) — extrakt z pokrutinového oleje.
Ab — Al. butzleri; Ac — Al. cryaerophilus; Al — Al. lanthieri; At — Al. thereius. Horizontalni linie pfedstavuje
hodnotu pozadi BHI bujonu bez aktivnich latek (hodnoty pod linii — biofilm-negativita; hodnoty nad linii —
biofilm-pozitivita).
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Graf 9 — Pokrac¢ovani — Tvorba biofilmu v prostfedi nepufrovanych olejovych extraktech. (A) — extrakt
ze Spanélského extra panenského olivového oleje; (B) — extrakt z feckého extra panenského olivového
oleje; (C) — extrakt ze smésného olivového oleje; (D) — extrakt z rafinovaného oleje; (D) — extrakt
z pokrutinoveho oleje. Ab — Al. butzleri; Ac — Al. cryaerophilus; Al — Al. lanthieri; At — Al. thereius.
Horizontalni linie ptfedstavuje hodnotu pozadi BHI bujonu bez aktivnich latek (hodnoty pod linii —
biofilm-negativita; hodnoty nad linii — biofilm-pozitivita).
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6 ZAVER

Arcobacter-like species patii mezi potencialné nebezpecné bakterie, a proto je vhodné
monitorovat jejich vyskyt. Je zapotiebi porozumét mechanismim patogenity a piipadné
zpusoblim, jak ovlivnit ptezivani téchto bakterii jak v planktonni formé, tak i ve forme biofilmu.
Odolnost vuéi antimikrobialnim latkam piedstavuje hrozbu, zejména v piipadech, kdy se jedna
0 biofilmy, jelikoz bakterie v prostiedi biofilmu jsou mnohondsobné rezistentné&jsi nez bunky
planktonni.

Hlavnim bodem této studie bylo hodnoceni biofilmové tvorby testovanych
mikroorganismi. Tvorba bakteridlniho biofilmu byla sledovdna u 69 kment celedi
Campylobacteraceae a Arcobacteraceae. Mnozstvi vytvoreného biofilmu bylo hodnoceno
VvV aerobni a mikroaerofilni atmosféfe po 24 nebo 72 hod. kultivace na rizném kultivaénim
povrchu. Vysledné hodnoty ukazuji, Ze se kmeny mezi sebou vyznamné li$i v intenzité
i samotné tvorb¢ biofilmu. Jednotlivé bakteridlni druhy se li§i i v ndarocich
na kultiva¢ni podminky a tim padem i v kvantité a kvalit¢ vytvofeného biofilmu. Nelze tedy
jednoznac¢né fici, jaké podminky jsou nejlepsi pro formovani biofilmu. Napf. v pfipadé kmene
Pd. defluvii LMG 25694 bylo po 72 hod. kultivace v aerobnim prosttedi zaznamenano zvySeni
biofilmu o vice nez 80,0 %. Vétsina kmenl ale nevykazovala rozdily v produkci biofilmu
po 24 nebo 72 hod. expozice.

Dalsim cilem této studie bylo hodnoceni u¢inkd nékolika druhd antimikrobidlnich latek
na planktonni bunky a tvorbu biofilmi Arcobacter-like species. Mezi testované latky
s antimikrobidlnim potencidlem byla vybrdna komeréné dostupnd antibiotika, hydrosoly
ziskané parni destilaci nebo hydrodestilaci ze ¢tyf rostlinnych matric a olejové extrakty ziskané
extrakci z olivovych oleju riizné kvality.

Citlivost k vybranym antibiotikiim byla sledovana celkem u 60 Arcobacter-like species.
Vysledky potvrdily, ze Arcobacter-like species byly citlivé na makrolidy, aminoglykosidy
a chinolony. Erythromycin, gentamicin a ciprofloxacin byly vyhodnoceny jako nejucinné;si
antibiotika na potlaceni Arcobacter-like species. Naopak u mnoha kmenti byla zaznamenana
znacéna rezistence k linkosamidiim, napt. 88,3 % kmenu bylo rezistentnich ke klindamycinu.
Z4dny kmen nevykazoval rezistenci k erythromycinu. Byla v§ak potvrzena vysoka uroveii
multirezistence. Z testovanych kment vykazovalo 15,0 % rezistenci ke kombinaci tii antibiotik,
nejcastéji se jednalo o kombinaci ampicilinu, klindamycinu a tetracyklinu. Vyssi tvorba

biofilmu byla také pozorovana u kment v pfitomnosti niz§ich koncentraci antibiotik. S vyssi
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koncentraci antibiotik dochazelo ke snizeni biofilmové tvorby. Nejvetsi mira potlaceni
biofilmové tvorby Arcobacter-like species byla zaznamenéna u ciprofloxacinu.

V hydrosolech z levandule byl nejcastéji zastoupenou slouceninou 1,8-cineol a linalool.
Stejn¢ tak 1 v hydrosolech vaviinu byl dominantni slouceninou v obou typech hydrosola
1,8-cineol. Hlavni slou¢eniny v hydrosolech fenyklu, estragol a fenchon, tvofily téméf polovinu
obsahu fenyklovych hydrosold. Nejhojnéji zastoupené slouceniny identifikované
v hiebickovych hydrosolech byly eugenol a eugenylacetat. Antimikrobidlni Uc¢innost
nekoncetrovanych i koncentrovanych hydrosolii byla hodnocena viéi 8 Arcobacter-like species
a také Staphylococcus aureus CCM 4223, Enterococcus faecalis CCM 4224, Escherichia coli
CCM 3954, Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 a Candida albicans CCM 8186 pomoci
diskové difuzni metody. U vétSiny testovanych nekoncentrovanych hydrosold Hup a Hsp
nebyla zaznamenina zadnad antimikrobidlni aktivita proti sledovanym mikroorganismim,
naopak koncentrované hydrosoly vykazovaly vyznamnou antimikrobiélni aktivitu. Rezistence
Arcobacter-like species byla pozorovana zejména k fenyklovému hydrosolu. Biofilmova tvorba
kment v prostiedi hydrosoli nebyla vyznamné ovlivnéna V piipadé nezakoncentrovanych
hydrolostli, avS§ak u koncentrovanych hydrosoli bylo zaznamenano rychlé zvySeni tvorby
biofilmu. Nejvétsi nardst vytvofeného biofilmu byl zaznamenan v prostiedi hydrosolu
hiebicku.

Dale byla sledovana zivotaschopnost Arcobacter-like species v nepufrovanych (WEOO)
a pufrovanych (BEOO) vodnych extraktech olivovych oleju. Extrakty olivovych oleju rizné
kvality byly analyzovany pomoci HPLC s elektrochemickou CoulArray detekci. Hlavni
detekované slozky byly hydroxytyrosol, tyrosol, izomery a derivaty oleuropeinu. Vodné
extrakty extra panenskych olivovych olejii obsahovaly nejvy$si mnoZstvi bioaktivnich latek.
Spanélsky extra panensky olivovy olej obsahoval 71,4 mg/I biologicky aktivnich latek a fecky
extra panensky olivovy olej obsahoval 48,3 mg/l biologicky aktivnich latek. Ostatni extrakty
vykazovaly velmi nizké mnozstvi sledovanych bioaktivnich latek, u dvou oleju byly vSechny
sledované bioaktivni latky pod LOD. Nejsilngjsi antimikrobialni ucinek byl pozorovan
u extraktd z extra panenskych olivovych olejl, coz koresponduje s vysledky chemického
slozeni ptipravenych extraktt. Arcobacter-like species byly inhivovany pufrovanymi extrakty
ze Spanélského extra panenského olivového oleje jiz po 30 min expozice. Mirné niZsi
antimikrobidlni G€inek byl pozorovéan u extraktu z feckého extra panenského olivového oleje.
Dalsi olejové extrakty vykazovaly niz$i antimikrobidlni i¢innost ve srovnani s extrakty z extra
panenskych olivovych oleju. Nepufrovany extrakt ze $pané¢lského extra panenského olivového

oleje inhiboval vétsinu Arcobacter-like species jiz po 5 min expozice. Kmen Al. thereius LMG
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24488 dokazal prezivat expozici 60 min v extraktech s nejvyssim obsahem antimikrobialnich
latek. Extrakt ze smésného olivového oleje plné inhiboval kmeny Arcobacter-like species
po expozici 30-180 min. Vyssi koncentrace extraktd z olivovych oleji obvykle vedly
ke zvySené tvorbé biofilmu. V prostiedi nejvyssi testované koncentrace nepufrovanych
olejovych extraktti vSak doslo k potlaceni biofilmové tvorby. Pravdépodobné doslo ke zvyseni
stresovych podminek pro planktonni buiiky, které¢ v této formé nemohly pfeZivat a okamzité se
soustiedily do odolngjsi formy biofilmu.

Tvorba biofilmu patii mezi vyznamny faktor virulence, predstavuje potencialni nebezpeci
a také znacné riziko pro lidské zdravi. Neexistuje jediny mechanismus tvorby biofilmu, zda se
vSak, ze v mnoha ptipadech hraje roli bunécny stres. PIné pochopeni tohoto procesu mize

pomoci vyvoji novych antimikrobialnich latek, které by byly schopny potlacovat jeho tvorbu.
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Priloha 1 — Antimikrobialni aktivita hydrosold viuéi Arcobacter-like species —
odchylka inhibi¢nich zon v mm (v¢etné disku o priméru 6 mm) + standardni
odchylka, n=4.

Levandule Fenykl Bobkovy list Hrebicek

Hup 6,0+0,00 6,0+0,00 6,0+0,00 6,0+0,00
Ab LMG 10828

Hsp 6,0+0,00 6,0+0,00 6,0+0,00 6,0+0,00

Hup 6,0+0,00 6,0+0,00 6,0+0,00 6,0+0,00
Ab CCUG 30484

Hsp 6,0+0,00 6,0+0,00 6,0+0,00 6,0+0,00

Hup 6,0+0,00 6,5+0,58 6,0+0,00 6,0+0,00
Ab UPa 2012/3

Hsp 6,0+0,00 6,5+1,91 6,0+0,00 6,0+0,00

Hup 6,0+0,00 6,0+0,00 6,0+0,00 6,0+0,00
Ac CCM 7050

Hsp 6,0+0,00 6,0+0,00 6,0+0,00 6,0+0,00

Hrp 6,0+0,00 6,0+0,00 6,0+0,00 6,0+0,00
Ac UPa 2013/13

Hsp 6,0+0,00 6,0+0,00 6,0+0,00 6,0+0,00

Hrp 6,0+0,00 6,0+0,00 6,0+0,00 6,0+0,00
Al LMG 28517

Hsp 6,0+0,00 6,0+0,00 6,0+0,00 6,0+0,00

Hrp 6,0+0,00 6,3+0,50 6,0+0,00 6,0+0,00
As LMG 6621

Hsp 6,0+0,00 6,0+0,00 6,0+0,00 6,0+0,00

Hrp 6,0+0,00 6,0+0,00 6,0+0,00 6,5+0,58
At LMG 24488

Hsp 6,0+0,00 6,0+0,00 6,0+0,00 6,8+0,50

Legenda: Hup — hydrosol ziskany hydrodestilaci; Hsp — hydrosol ziskané parni destilaci; Ab — A. butzleri;
Ac — A. cryaerophilus; Al — A. lanthieri; As — A. skirrowii; At— A. thereius.
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Priloha 2 — Antimikrobialni aktivita hydrosold viéi vybranym kmentm — odchylka
inhibi¢nich z6n v mm (v€etné disku o priméru 6 mm) + standardni odchylka, n=4.

Levandule Fenykl Bobkovy list ~ HFebicek

Hio 6,5+0,58 8,0£0,00 7,3+0,50 7,8+0,50
Sa CCM 4232

Hso 6,8+0,96 8,0£0,00 7,3+0,50 8,3+0,96

Hio 6,3+0,50 7,8+1,25 7,8+0,50 7,5+1,73
Ef CCM 4224

Hso 6,3+0,50 7,8+1,25 7,8+0,50 7,5+0,58

Hio 6,0£0,00 6,0+0,00 6,0£0,00 7,3+0,50
Pa CCM 3955

Hso 6,0£0,00 6,0+0,00 6,0£0,00 7,0£0,00

Hio 6,0£0,00 6,0+0,00 6,0£0,00 7,3+0,50
Ec CCM 3954

Hso 6,0£0,00 6,0+0,00 6,0£0,00 7,0£0,00

Hio 6,0£0,00 6,0+0,00 6,0£0,00 6,0£0,00
Ca CCM 8186

Hso 6,0£0,00 6,0+0,00 6,0£0,00 6,0£0,00

Legenda: Hup — hydrosol ziskany hydrodestilaci; Hso — hydrosol ziskana parni destilaci; Sa — S. aureus; Ef —
E. faecalis; Pa — P. aeruginosa; Ec — E. coli; Ca — C. albicans.
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Priloha 3 — Hydrodynamické voltamogramy — hydroxytyrosol, tyrosol a oleuropein.
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