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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva antimikrobialnimi latkami ziskanymi extrakci z olivovych
oleji. Teoreticka Cast se zaméfuje na charakterizaci rodu Arcobacter, dale uvadi informace
0 tvorb&, metodach stanoveni, detekci biofilmu a Gcéinnosti antimikrobialni latek, které se
v olivovych olejich vyskytuji. V praktické ¢asti se nasledné experiment zaméfuje na Sest
vybranych zastupct arkobakterti a dva srovnavaci mikroorganismy. Tvorba biofilmu byla
zkouména modifikovanou Christensenovou metodou v mikrotitraénich destickach. Pomoci
kultivaéni metody byla ovéfovana uéinnost antimikrobidlnich latek z olivovych oleju v ¢asové

expozici.

KLICOVA SLOVA

olivové oleje, antimikrobidlni latky, arkobaktery, biofilm, antioxida¢ni kapacita

TITLE

Antimicrobial substances obtained by oil extractions

ANNOTATION

This thesis deals with antimicrobial substances obtained by extraction from olive oils.
The theoretical part focuses on the characterization of the genus Arcobacter, as well as
information about biofiml study, methods of determination and detection of biofilm and the
effectiveness of antimicrobial agents which are found in olive oils. Then the experimental part
is focused on six selected representatives of Arcobacter and two comparative microorganisms.
Biofilm formation was investigated by modified Christensen method in  microplates. Using
the cultivation methods, the efficacy of antimicrobial agents from olive oils in time dependence

was verified.
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olive oils, antimicrobial substances, genus Arcobacter, biofilm, antioxidant capacity
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1 UVOD

Ackoliv je v klinickych oborech spoustu védeckych poznatki, infekéni nemoci jsou
jednou z nejcastéjsich pti¢in onemocnéni a tmrtnosti na celém svéteé. Problematikou, ktera se
S timto tématem poji, je nadmérné uzivani dezinfek¢énich prostiedkl, 1é¢iv a antibiotik,
coz zvySuje tvorbu bakteridlni rezistence. Infekéni onemocnéni zptisobena multirezistentnimi
kmeny bakterii, jsou zavaznym problémem, jelikoZ odolnost rezistentnich bakterii stale stoupa
a néktera antibiotika jiz na mikroorganismy nejsou G¢inna. Bakterie ziskavaji rezistenci
riznymi mechanismy, napf. mutacemi, novymi genetickymi informacemi nebo také ristem
v biofilmu.

Biofilmy piedstavuji slozit&jsi seskupeni bakterii. V prostiedi biofilmu bakterie mezi
sebou komunikuji a jsou chranény pied skodlivymi vlivy z vnéjsiho prostiedi. Na rozdil od
planktonnich bakteridlnich bunék maji bakterie v biofilmu vyhodné&jsi podminky pro rist a
rezistenci. Vykazuji vysokou toleranci viuci Sirokému spektru antibiotik, a tak jsou pfic¢inou
onemocnéni, akutnich a chronickych infekei lidi i ZivoCichti. Diky rezistenci biofilmu
K antibiotikiim i dal§im ochrannym mechanismim je obtizné jej odstranit.

V soucasné dobé jsou proto studovany ucinky novych antimikrobialnich latek
z rostlinnych extraktl, které by byly schopny inhibovat tvorbu a rtist bakterii. Dale je také zajem
o blizsi studium a porozuméni piisobeni biofilmu na hostitele a jeho imunitni systém. Cilem
vyzkumu je zlepsit veskeré 1é¢ebné postupy, taktéz podpofit vyzkum novych antimikrobnich
IéCiv a objasnit pochopeni problému antimikrobidlni rezistence.

Piedmétem této diplomové prace je shrnout obecné poznatky o rodu Arcobacter a tvorbé
bakteridlniho biofilmu. V teoretické ¢asti prace je dale uveden i piehled metod pouzivanych
pro studium a detekci bakterialniho biofilmu. Posledni ¢ast se zamétuje na olivové oleje a latky
Vv nich obsaZenych, které se podileji na antimikrobialnim G¢inku olivovych olejt.

V experimentalni Casti je prace zaméfena na tvorbu biofilmu v prostiedi extraktl
z olivovych oleju, ke které bylo vybrano Sest kment arkobaktert, dale jeden grampozitivni
a gramnegativni mikroorganismus pro srovnani s arkobaktery. Experimentalni ¢ast je doplnéna
o kultivaéni metodu, kde byla sledovana schopnost extraktli z olivovych oleji inhibovat

bakterialni rust.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 ROD ARCOBACTER

Mikroorganismy, které se dnes tadi do rodu Arcobacter, byly prvné izolovany roku
1977, a to z potracenych plodi dobytka. AvSak arkobaktery byly v té dobé povazovany
za bakterie nalezici do rodu Campylobacter (Fera et al. 2004). Teprve po taxonomickych
zménach byly tyto bakterie zafazeny do nové vzniklého rodu Arcobacter od roku 1991 (Fisher
et al. 2014). Nyni jsou arkobaktery zac¢lenény spolu skampylobaktery do celedi
Campylobacteraceae, tiidy Epsilonproteobacteria (Giacometti et al. 2015).

2.1.1 Morfologie

Vzhledem k morfologii a genetickym vlastnostem maji bakterie rodu Arcobacter mnoho
spoleéného s kampylobaktery i helikobaktery (Fera et al. 2004). Burnky arkobakterti jsou
spirdlovité nebo mirné zakfivené ty¢inky o rozmérech 0,4-0,6 x 0,5-2 um. V mikroskopu
pozorujeme nevétvici se tyCinky a ve starSich kulturach ptfechazeji spirdlovité buiky
na kokoidni formy (Houf et al. 2005). Bunky arkobakteri netvoii pouzdra ani spory.
U nékterych kmeni Ize pozorovat tvorbu biofilmu. Vétsina druht je pohybliva, a to z pravidla
prostfednictvim polarniho bi¢iku na jednom konci buniky (Kim et al. 2010). Dle jednoho
ze z&kladnich barveni v mikrobiologii, Gramova barveni, jsou arkobaktery zatazeny mezi

gramnegativni bakterie (G-), a to diky struktuie jejich bakterialni stény (Silha et al. 2016).

) ]
A
Obréazek €. 1: Arcobacter cibarius Obrazek ¢. 2: Arcobacter halophilus
(ptevzato z Houf et al. 2005). (ptevzato z Donachie et al. 2005).
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2.1.2 Patogeneze a faktory virulence

K posouzeni patogenity arkobakteri je zapotiebi vyhodnotit potencialni faktory
virulence (Houf a Stephan 2007). Ub¢hlo nékolik let od samotné charakterizace rodu
Arcobacter, ale mechanismy patogenity a faktory virulence nejsou stale zcela popsany
a pochopeny (Levican et al. 2013). Jsou zatim ziskané pouze omezené informace o patogenité
téchto bakterii, tudiz je malo studii o in vitro adhezi, invazivité a cytotoxicité (Ho et al. 2006).
Specifickd adheze k tkanovym buiikkam je proto povazovana za jeden ze zékladnich faktori
virulence pro vétSinu bakterialnich patogent (Houf a Stephan 2007). Jejich schopnosti adheze,
invazivity a cytotoxicity byly studovany u ¢tyf druhti arkobakterd (A. butzleri, A. cryaerophilus,
A. skirrowii a A. cibarius) s pouzitim riznych bunéénych linii (HEp-2, HeLa, INT407, CHO
a Caco-2). Vysledky ukazaly zna¢nou variabilitu v adhezi, invazivité a toxicité v zavislosti
na kmenech i studovanych bunéénych liniich (Levican et al. 2013). Dalsi probihajici védecké
studie napomahaji k porozuméni jejich mechanismtim t¢inku i patogenity (Miller et al. 2007).
Druhy arkobakterti piisobi cytotoxicky a jsou schopné ménit morfologii bun¢k. Arkobaktery
pravdépodobné obsahuji toxické molekuly (<10 kDa) a produkuji toxiny, ale jaka je povaha
téchto toxinl, to doposud nebylo objasnéno. Moznym divodem pro omezené znalosti
molekularnich mechanismti a patogenity arkobakteri je to, ze se mirné 1i§i od vice
prostudovanych zastupci Campylobacter. Informace o patogenité arkobaktert tedy vychazi
hlavné ze znalosti ziskanych z druhit Campylobacter a dalSich gastrointestinalnich patogent
(Ho et al. 2006, Lehner et al. 2005).

Diky kompletni genomové sekvenaci kmene Arcobacter butzleri RM4018 byly ziskany
informace o fyziologii a piedevs§im genech, které jsou spojené s virulenci, coz naznacuje,
7ze A. butzleri je volné Zijici mikroorganismus, ktery je opravnéné Kklasifikovan jako

potencionalné patogenni (Miller et al. 2007).
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Obrazek €. 3: Vizualizace genomu — kmene A. butzleri RM4018 (ptevzato z Miller et al. 2007).

Ziskané informace z genomové sekvenace A. butzleri RM4018 slouzi k usnadnéni

a urCeni novych druhi rodu Arcobacter a zaroven ke studiu jejich patogeneze (Collado et al.

2011). Indukce exprese interleukinu-8, ktery je povazovan za hlavni faktor virulence, byla

detekovana u A. butzleri, A. cryaerophilus, A. skirrowii a A. cibarius. Taktéz byla odhalena

ptitomnost nékolika domnélych gent virulence, jako jsou ciaB, ¢j1349 a cadF. Pravé tyto geny
jsou homologicke s geny, které nesou mikroorganismy tzce ptibuzné arkobakterim (Douidah

et al. 2011). Geny ciaB v genomu Campylobacter spp. kéduji invazivni protein. Gen cj1349

v C. jejuni koduje proteiny, které umoziuji adhezi k hostitelskym buitkam tim, Zze se navazuji

na fibronektin a cadF protein. Navic existuji homology s genem irgA, ktery koduje vnéjsi
membranovy protein ve Vibrio cholerae a hecA gen, ktery kdduje vldknity hemaglutinin

uropatogenni Escherichia coli. Vyskyt téchto gent a jejich potencialni korelace s moznosti
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adheze nebo invazivity v lidskych bunécnych linii byla studovana u vSech druh Arcobacter
spp., a to je cilem i studii nadchéazejicich (Douidah et al. 2011, Levican et al. 2013).

Analyzy sekvenci 16S rRNA gent naznacuji, ze dalsi potencionalni nové druhy rodu
Arcobacter zistavaji stale nepopsany (Collado a Figueras 2011, Lehner et al. 2005, Prouzet-
Mauléon et al. 2006).
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Obrazek €. 4: Pasobeni A. butzleri v bunééné linii HT-29 (pievzato z Collado a Figueras 2011).

Mechanismy pasobeni a faktory virulence rodu Arcobacter se zkoumaji
na raznych bunénych liniich. Napfiklad na obrdzku ¢. 4 je uvedeno pisobeni arkobakterti
na stfevni epitelialni buiiky. Arkobaktery prokazaly schopnost produkovat cytotoxické latky
(Musmanno et al. 1997), a také schopnost snizit expresi claudinu v TJ s naslednou dysfunkci
epitelialni bariéry a soubézného zvyseni paracelularniho transportu (Douidah et al. 2011). Jako
testovany bakterialni kmen byl zvolen A. butzleri v lidskych stfevnich epitelialnich bunikach
HT-29 (Biicker et al. 2009, Collado a Figueras 2011).
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2.1.3 Laboratorni diagnostika

Bakterie rodu Arcobacter se lisi od blizce piibuznych kampylobakterti rozdilnymi
moznostmi rustu (Lehner et al. 2005). Arkobaktery jsou schopné rust za aerobnich
i mikroaerofilnich podminek a pfi teplotach, které jsou v rozmezi 15-37 °C (Kucerova et al.
2016, Stampi et al. 1999). Rist téchto bakterii byl pozorovan také za nizsich teplot, a to dokonce
pii 5 °C, coz odpovida napt. teploté podzemnich vod (Silha et al. 2014).

Co se tyka biochemickych vlastnosti, tak arkobaktery patii mezi mikroorganismy
produkujici oxidazu, produkce katalazy je variabilni. Zadny z arkobakterti naopak neprodukuje
ureazu, vyjma jednoho kmene, kterym je A. nitrofigilis (Houf et al. 2005, Kuc¢erova et al. 2016,
Kim et al. 2010).

Tabulka €. 1: Vysledky vybranych biochemickych a kultiva¢nich testti pro nékteré zastupce
Arcobacter spp.; + pozitivni; - negativni; +/- variabilni vysledek (ptevzato z Kim et al. 2010).

A. marinus | A. halophilus | A. nitrofigilis | A. butzleri | A. skirrowii | A, cibarius | A. cryaergphilus
kataldza - - + + + +f- +
uredza - - + - . - -
redukce
+ + + + + . +/-
nitratd /
hemolyza - - - +/- T . +/-
aerobni
rust
anaerobni ) ' N . . N '
rast

Pro kultivaci se pouzivaji razné druhy kultiva¢nich médii, kterd mohou byt obohacena
0 krev nebo serum. K identifikaci se vyuzivaji také selektivné-diagnostické piady (Kim et al.
2010).
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2.1.3.1 Vhodna média pro kultivaci

Pro bakterie rodu Arcobacter je vhodna kultivace na plotnach SBA (Sheep blood agar)
pii teplot¢ 37 °C, ktera je pro jejich rust optimalni, avSak rast je mozny pii teploté
1040 °C. Kultivace probiha po dobu tfi dni. Narostlé kolonie jsou nepravidelné, Sedé
a maji priblizné 4 mm v pruméru (Kim et al. 2010).

Arkobaktery mohou takeé rust na krevnim agaru za aerobnich podminek
pii 30 °C po dobu 48 hodin. Kolonie maji pramér 2 az 4 mm, jSOU béZové az téméf bilé barvy
se zaoblenymi okraji. VSechny kmeny rostou na krevnim agaru pii laboratorni teploté 25 °C
i 37 °C za aerobnich i mikroaerobnich podminek bez vyznamnych rozdilt. Naopak téméf zadné
kmeny arkobaktera nerostou na krevnim agaru za anaerobnich podminek pii 30 °C (Levican et
al. 2015, Collado a Figureas 2011).

Na TSA (Tryptic Soy Agar) agaru, ktery byl obohaceny 0 5 % ov¢i krve jsou vyrostlé
kolonie bez zény hemolyzy. Bakterialni kmeny na TSA produkuji oxidazu, katalazu a redukuji
dusi¢nany. Pfi kultivaci na agarovém TSA médiu se netvoii sulfan. Kolonie arkobakteri jsou
ovalné a vyristaji v bézové barvé. Doba inkubace na TSA agaru je 48 hodin (Levican et al.
2015, Collado a Figureas 2011).

Vsechny kmeny arkobakert mohou byt kultivovany na agaru M-H (Mdller-Hinton)
za aerobnich podminek po dobu 48 hodin a pfi teploté 30 °C, kde vyristaji jako mlééné kolonie
kulatého tvaru s rovnym okrajem (Silha et al. 2016).

Za aerobnich podminek pii 30 °C také vSechny kmeny rostou na CCDA agaru
(Campylobacter deoxycholate Agar) (Levican et al. 2015, Collado a Figueras 2011).

Jako selektivni médium se vyuziva Butzlerovo médium obsahujici M-H agar

s 5 % ov¢i krve a cefoperazonem (Vandenberg et al. 2004).
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2.1.4 Vyskyt a vyznam

Bakterialni rod Arcobacter je v poslednich letech stale zkoumangjsi, protoze néktefi
ze zastupcu jsou povazovani za potencidlni enteropatogeny. Arkobaktery maji Sirokou
rozmanitost vyskytu i hostiteld, z nichz né&které patogenni druhy mohou zpusobit
gastrointestinalni poruchy, mastitidy, aborty, endokarditidy, bakterémie a sepse u zvitat
a piedevsim i lidi (Kucerova et al. 2016). V soucasné dobé je zndmo vice nez 25 druhu
arkobaktera (Houf et al. 2005, Kim et al. 2010, Levican et al. 2015). Diky rozmanitému vyskytu
jisté budou izolovany nové druhy arkobaktert a rod Arcobacter se tak rozroste o dalsi zastupce
(Fera et al. 2008).

2.1.5 Zastupci rodu Arcobacter

Mezi patogenni druhy arkobaktert se zpravidla fadi A. butzleri, A. cryaerophilus,
A. skirrowii a A. cibarius, avsak pouze druhy A. butzleri, A. cryaerophilus, A. skirrowii
a A. thereius byly spojeny s lidskym onemocnénim (Silha et al. 2014). Tyto mikroorganismy
mohou ohrozit zdravi lidi a existuji potvrzeni o spojeni téchto bakterii a humannich chorob
(Collado et al. 2009). Prvni klinicky pfipad napadeni lidského organismu zpusobeného
A. cryaerophilus byl popsan v roce 1988, a to prijmové onemocnéni muze (Hsueh et al. 1997).

Mnoho druht arkobaktert bylo izolovano z masa, nejvice z masa dribeziho,
kde prevalence vyskytu dosahuje az 96 %. Pfitomnost arkobakterii se prokazala také
v prostiedi zpracovani driibeze i vodnich zdrojich. Jak jiz bylo zminéno tyto mikroorganismy
prezivaji i pti chladnickovych teplotach, a tak mohou i snaze kontaminovat Cerstvé potraviny
(Mcdonnell a Russell 1999, Silha et al. 2014).

Dalsi druhy byly izolovany z lidské stolice a exkrementli zvifat trpicich chorobami
gastrointestinalniho traktu, dale pak z abortovanych ploda skotu, a to zejména A. butzleri,
A. cryaerophilus, A. skirrowii, A cibarius, A. thereius a A. trophiarum (Silha et al. 2016).

Dokonce se podafilo vyizolovat tyto mikroorganismy z motského prostiedi. Mezi
zastupce patii A. marinus, A. molluscorum, A. mytili, A. ellisii, A. bivalviorum (Levican et al.
2012). K nepatogennim druhiim patii napt. A. nitrofigilis a A. halophilus, které byly izolovany
z ruznych mist, ale ani vjednom ptipadé se nejednalo o lidi ¢i zvifata. Mezi dalsiho
nepatogenniho zastupce patii napi. A. defluvii izolovany z odpadnich vod (Levican et al. 2012).

Mezi zcela nové Kklasifikované =zastupce se ftadi A. cloaceae, A. suis,

A. anaerophilus, A. ebronensis a A. aquimarinus (Levican et al. 2012, Silha et al. 2014).
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2.1.6 Antimikrobialni odolnost

Antimikrobialni citlivost kmena Arcobacter neni doposud fadné probadana. Ackoli
testovani citlivosti k ATB u bakterii rodu Campylobacter a Arcobacter neni standardizovano,
je vyuzivana pievazné diskova diftizni metoda. Siroké spektrum antimikrobialnich latek, véetnd
makrolidt, chloramfenikolu, tetracyklinti, aminoglykosidi, chinolont aj. maji antimikrobialni
potencial proti témto bakterialnim rodam (Hsueh et al. 1997).

I kdyz v medicing a dalSich védnich oborech je velké mnozstvi védeckych poznatkd,
stale jsou infekéni nemoci jednou z nejéastéjSich pticin onemocnéni a imrtnosti na celém svéte.
Hrozba riznych infekei zpisobenych potravinami vede k Castému pouzivani dezinfekénich
prosttedki, coz vyvolava obavy z moznosti vzniku bakterialni rezistence. Doporucena opatieni
ke sniZeni kontaminace potravin zahrnuji biologickou bezpeénost a hygienu, jak ve vyrobnim
prumyslu, tak i v domacnostech (Kucerova et al. 2016, Mcdonnell a Russell 1999).

Sifeni infekénich onemocnéni, ktera jsou zptisobena multirezistentnimi kmeny bakterii,
popifipadé bakteridlnimi izolaty, je zdvaznym problémem zejména proto, Ze se
v poslednich letech zna¢né zvysSila odolnost bakterii proti Sirokému spektru antibiotik.
Rezistence bakterie ziskavaji mutacemi, ziskem novych genetickych informaci, horizontalnim
pfenosem gentl, expresi tichych gent, riistem v biofilmu atd. (Silha et al. 2014). Je potieba
novych antimikrobialnich latek nebo novych piistupt, které by mohly pomoci vyfesit tento

problém (Kucerova et al. 2016).
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2.2 BIOFILM A JEHO VYZNAM

Biofilm je spolecenstvi mikroorganismti vV mezibunééné hmoté, které adheruje na umély
nebo nativni povrch. Bakterialni biofilmy se tvofi tak, ze se jednobunééné mikroorganismy
shromazd’uji, aby vytvotily mnohovrstevné shluky (mikrobialni komunitu), které je ohrani¢ené
vrstvou exopolysacharidii. Bakteridlni buiiky v biofilmu vykazuji vlastnosti odlisné
od planktonnich bungk, zejména zvySenou rezistenci na antimikrobialni latky a dezinfekce.
Schopnost ristu mikroorganismt v biofilmu je téz spojovana s pfirozenou rezistenci k i¢inktim
antibiotik, coz je z klinického hlediska povazovano za dulezity faktor virulence (Mah a O’Toole
2001).

Biofilmy se tak diky svym schopnostem mohou tvofit prakticky kdekoliv. Snadno se
vytvareji na lékarskych implantitech jako jsou katetry, kloubni ndhrady a hlavice, srde¢ni
implantaty, kontaktni coc¢ky apod. Infekce mohou byt Casto léCeny pouze odstranénim
implantatu, coz zvysuje naroky na pacienta a nasledné naklady na 1é¢bu. Zavazné onemocnéni
pusobené bakterialnimi biofilmy jsou infekce krevniho ob&hu. Bakterie rostouci v biofilmu
unikaji obrannym schopnostem hostitele a odoldvaji antimikrobialni 1écbé€. Schopnost rastu
bakterii v biofilmu je spojovana s piirozenou rezistenci téchto biofilma k ucinkim antibiotik
(Quave et al. 2008, Mah a O’Toole 2001). Biofilmy jsou odolné vuaci bakteriofagam
i antimikrobialnim latkam, proto jsou biofilmové infekce rezistentni k antimikrobialni terapii
a imunitnimu systému hostitele, coz muze zpusobovat zna¢né potize (Prescott et al. 2005).
Bakterialni biofilmy jsou také spojeny s velkym procentem (65 %) nozokomialnich infekci
(Licking 1999).

Mikroorganismy, které tvoii biofilm se vyskytuji téméf ve vSech ptirodnich
ekosystémech, mohou se tvotit v prirodnim i pramyslovém prostiedi. Bakterie, které rostou
v biofilmu, jsou n€kolikanasobné rezistentnéjsi, nez planktonni buiiky (Bassler 1999, Hoyle
a Costerton 1991).

Na druhou stranu, tvorba biofilmu ma i pozitivni vliv. Bakterie v trvicim traktu
¢loveéka, tvoii na povrchu stievni sliznice ochranou bariéru (stfevni mikrobiom), ktery chrani
sttevo pred kolonizujicimi mikroorganismy. Ddle se tvorby biofilmil vyuZziva u ¢isténi vod.
Ptitomnost biofilm snizuje obsah amonnych ionti, a to zajiStuji nitrifikacni bakterie,

které amonné ionty oxiduji (Dubanek a Chvala 2001).
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2.2.1 Tvorba biofilmu

Studie jednotlivych druhti biofilma ukazaly, ze se biofilmy vytvareji ve vice krocich.
Tvorba biofilmu muzZe byt povazovana za vyvojovy proces, ktery sdili nékteré rysy jinych
bakterii, avSak v ptirodnim prostiedi je biofilm témét vzdy multidruhova mikrobialni komunita
ukryvajici bakterie, které sdileji geneticky materiél a spolupracuji v ramci biofilmu. Ptirozeny
biofilm je tedy vysoce diferencovany a propracovany systém (Watnick a Kolter 2000).

Samotny vznik biofilmu lze rozdélit do nékolika kroki — adheze bunék
na povrch, nasledna akumulace a tvorba mikrokolonii a maturace biofilmu (Busscher
a Mei 1997). Vyvoji biofilmu obvykle predchazi vznik pelikuly, tj. vrstvy iontii a molekul
biologického ptivodu, které se diky fyzikalnim interakcim vazi na Cisty povrch. Pelikuly
vznikaji v prostiedi, které je bohaté na organické latky, a to téméf béhem nékolika minut. Zato
v organicky chudsich prostfedich vznikaji v fadu nékolika hodin. Souc¢ésti tvorby pelikuly jsou
proteiny, napf. albuminy, dale pak glykoproteiny, ionty Na*, K*, a makromolekuly. Pelikuly
usnadniuji vazbu bakterii a jejich pfitomnost zjisti planktonni bakterie zcela nahodné (faze

atrakce) nebo s pomoci receptorti. Poté dochazi k fazi adheze a pozdéji k fazi akumulace
(Costerton et al. 1995).

2.2.1.1 Adheze bunék na povrch

V pocatecni fazi adheze se uplatiiuji povrchové struktury bakterii jako biciky, pili,
proteiny, lipopolysacharidy (LPS) a velice vyznamné exopolysacharidy (EPS) (Sutherland
2001). Pocatecni vazba je také ovlivnéna pfiblizenim bakterii k povrchu (Watnick a Kolter
2000) a je zprostiedkovana riznymi mechanismy, napf. diftzi, elektrickym néabojem
vznikajicim mezi povrchem a bakteriemi (tvorba vodikovych mustkl, ucastni se Van der
Waalsovy sily a elektrostaticka pfitazlivost) i aktivnim pohybem pomoci bi¢iku ¢i pasivnim
pohybem (Davey a O Toole 2000). Bakterie mohou tvofit piechodna spojeni nebo spolupracuji
s jinymi mikroorganismy, které jiz jsou pfipojené k povrchu. Toto pfechodné spojeni umoznuje
bakteriim hledat misto, kde by se dale usadily (Watnick a Kolter 2000). Nasledné
mikroorganismy pevné adheruji za vzniku specifickych chemickych vazeb nebo jde o interakce
mezi receptorem bakterie a adhezinem na povrchu uréenému k osidleni, které jsou specifické
pro kazdy bakterialni druh (Costerton 1999). Nejprve je adheze bakterii reverzibilni, slaba
a bakterialni bunky jest¢ mohou osidleny povrch opustit a vratit se zpét do planktonni formy
(Maier et al. 2009).
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2.2.1.2 Maturace biofilmu

K adherujicim bakteriim se pfidavaji dalsi adhereujici bakterie, které tvofi stabilni ¢leny
mikrokolonie, dochazi Kk rozrustani a dalSimu déleni (Watnick a Kolter 2000). Po adhezi
bakterie aktivuji geny, které produkuji polysacharidy a exopolymery, které tvoii spolecné
s bakteriemi zakladni stavebni slozku biofilmu. Dochdzi k mnozeni bakterii a ke vzajemné
koagregaci (Davey a O Toole 2000). Diky vyrazné produkci EPS doch&zi k dozrévani biofilmu
(Sutherland 2001, Ahimou et al. 2007). Béhem nékolika hodin, nékdy az dni vznika
trojrozmérna struktura biofilmu s houbovitymi strukturami bakterii a exopolysacharidi,
tvofend dutinami a kanalky, které umoziuji pfisun zivin i do hlubSich vrstev biofilmu.
K bakteridlnimu biofilmu se mohou dale navazovat i dal$i druhy mikroorganismii. Po dosazeni
ur¢ité¢ bunééné denzity se z vytvoreného biofilmu zacinaji oddélovat jednotlivé buiikky nebo
1 celé shluky s ¢astmi biofilmu. Uvolnéné bunky se dostanou zpét do prostiedi a mohou
kolonizovat dal$i povrchy, které jsou vhodné pro uchyceni biofilmu (Watnick a Kolter 2000).
Takto vznika v biofilmu dynamicka rovnovaha, ktera je regulovana zivinami a podminkami
vné&jsiho prostiedi, ale i bakteriemi — tj. systtmem quorum-sensing (Davies et al. 1998)
¢i produketi latek, které rozruSuji strukturu samotného biofilmu (Villverde et al. 1997). Aktivuji
se také geny pro syntézu enzymu degradujicich hlenovou matrici (Hudcova 2007), které
podnécuji uvolnéni bunék z biofilmu (Busscher a Mei 1997).

Kmen, ktery je schopen tvotit biofilm, je obecné povazovan za virulentngjsi. Mnoho
autort se shoduje v tvrzeni, Ze biofilmy tvoii pfedevsim izolaty z hemokultur (Arciola et al.
2002). Co se tyka hodnoceni moznosti efektivni 1écby infekci zpisobenych mikroorganismy
v biofilmové struktufe, je tfeba znat citlivost k antimikrobidlnim latkdm mikroorganismi
v biofilmu. Pfi stanoveni citlivosti biofilmpozitivnich bakterii k ATB se uziva minimalni
biofilm eradikujici koncentrace antibiotika — MBEC (koncentrace antimikrobialnich latek,
ktera zcela likviduje buriky v biofilmu) a minimalni biofilm inhibujici koncentrace — MBIC
(koncentrace antimikrobialnich latek, ktera zastavuje jejich rist a mnozeni) (Bardouniotis et al.
2001). MBEC a MBIC jsou vii¢i hodnotdm minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni
baktericidni koncentrace (MBC) stanovenym béznym postupem na planktonni populaci vyssi
az o Ctyii fady. Tomuto tématu se vénuje mnoho autorti, ale zatim stale neexistuje standardni

metodika ke stanoveni MBEC a MBIC (Hola et al. 2004).
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2.2.1.21  Quorum sensing

System QS (quorum sensing) je dulezity mechanismus regulace genové exprese
a komunikace mezi bakteriemi v biofilmu (Hassan et al. 2011). Bakterie maji svou vlastni
podobu komunikace. Komunikaci bakterii je vysilani a ptijem chemickych signala (Shrout a
Nerenberg 2012). Jedna se o jakési vnimani mnozstvi bakterii v daném spolecenstvi, které
mikroorganismim umoziuje reagovat a ovliviiovat Zivot v populaci a adaptaci
na zivotni podminky (Duan a Surette 2007). Pojmenovani quorum sensing vychazi z poznatku,
Ze vSe zavisi na bakterialnich bunkach, které museji dosahnout urcité minimalni populace, aby
doslo k zahajeni komunikace (Shrout a Nerenberg 2012). Vse je zalozeno na produkci
signalnich molekul nazyvanych autoinduktory, které zvysuji svoji koncentraci v zavislosti
na bunécéné denzité (Bassler 1999). Roste-li mnozstvi bakteridlnich buné€k, tmémé stoupa
i koncentrace autoinduktorti. Dosazenim minimalni stimula¢ni koncentrace autoinduktoru vede
ke zméné genové exprese, ¢imZ se muze ovlivnit chovani bakterialnich bun¢k (Miller a Bassler
2001, Reading a Sperandio 2006).

Grampozitivni a gramnegativni bakterie vyuzivaji QS pro regulaci fyziologickych
aktivit. Tyto procesy zahrnuji virulenci, konjugaci, produkci antibiotik, sporulaci a tvorbu
biofilmu. Obecné¢ plati, Ze gramnegativni bakterie pouzivaji acylované homoserinové laktony
jako autoinduktory a grampozitivni bakterie pouzivaji ke komunikaci rtizné oligopeptidy.
Komunikace pomoci QS prostiednictvim autoinduktort se vyskytuje jak uvniti biofilmu, tak
i vné mezi bakterialnimi druhy, kde bakterialni autoinduktory dokazi vyvolat specifické reakce
hostitelskych organismi. A¢koli povaha chemickych signald a mechanismi cilovych receptorti
QS bakterii se lisi, tak schopnost vzajemné komunikace umoznujici bakteriim koordinovat
expresi genu a tedy i chovani celého spoleCenstvi je stejnd (Bassler 1999, Golz et al. 2012,
Miller a Bassler 2001). Existuje n¢€kolik typu signalizaénich mechanismt QS, které bakterie
vyuzivaji (Shrout a Nerenberg 2012).

28



2.2.1.3 Struktura biofilmu

Struktura biofilmu je podminéna vlastnostmi prostiedi, ve kterém se nachazeji
mikroorganismy a dostupnosti zivin, kysliku ale i dal§imi druhy bakterii. Slozeni biofilmu se
lisi, rizna je i distribuce EPS v aerobnich a anaerobnich ¢astech (Mah a O’Toole 2001).
Samostatné bakterie, které adheruji na povrch jsou zakladni jednotkou biofilmu. Také jednou
ze zakladnich slozek jsou vodni kanalky, které tvoii ob&hovy systém, proudéni vody kanalky
zajistuje piisun zivin a vyménu metabolitt. Extracelularni hmota obsahuje polysacharidovou
matrix dalsi organické i anorganické slozky. Matrix udrzuje buiky v biofilmu a podili se na
adhezi. K dal§im funkcim EPS matrix patii zejména ochrana bakteridlnich bun¢k pied ATB,
UV zéfenim, zménou pH a dehydrataci (Ahimou et al. 2007). V prostiedi s vysokym obsahem
zivin jsou biofilmy mnohem kompaktnéjsi a silngjsi, biofilm ziskdvd porézni strukturu

s dutinami a kanalky a shluky bakterialnich bun¢k (Donlan 2001).

oddélovani
pusobenim
\ biosurfaktanta

\

oddélovani

komponent
/ z biofilmu

Obrazek €. 5: Tvorba a struktura biofilmu (pfevzato z Busscher a Mei 1997).
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2.2.2 Metody stanoveni a dukazy biofilmu

K prikazu tvorby biofilmu se pouziva celd fada metod, a to piedevSim fenotypové
metody, pii kterych se prokazuje rust a tvorba biofilmu biofilm-pozitivnich bakterii a nasledné
se vznikla vrstva biofilmu obarvi a detekuje. Nejcastéji se vyuziva kolorimetricka metoda —
barveni pomoci krystalové violeti, kterd je Siroce pouzivand pro méfeni tvorby biofilmu (Niu
a Gilbert 2004). Vyuzitelné jsou i metody genotypové, pii kterych se dokazuje pfitomnost gentl,

které jsou zodpovédné za tvorbu biofilmu (Christensen et al. 1982).

2.2.2.1 Fenotypové metody
2.2.2.1.1 Mikroskopické metody

Mezi mikroskopické metody, které jsou vyuzivané pro sledovani tvorby biofilmi se
vyuziva elektronova mikroskopie, mikroskopie atomarnich sil i klasicka svételna mikroskopie,
u které se bakterialni buiiky a biofilm zvyrazni barvivy (Christensen et al. 1985). Déle se
vyuziva fluorescenéni mikroskopie pro studium prostorového uspoiadani biofilmu, a to jak
bakterialnich bunék, tak i polysacharidové matrix (Hassan et al. 2011). Tuto techniku Ize také
vyuzit k odliSeni zivych bunék od mrtvych bunék. Pti studiu biofilmt se pouziva konfokalni
rastrovaci laserova mikroskopie (CSLM), kterd poskytuje ostry obraz, je vhodna také
pro zobrazeni struktur, které jsou ukryté pod biofilmem a poskladanim miZzeme vytvofit
3D-strukturu (Chandra et al. 2001).

Obrézek ¢. 6: Elektronova mikrofotografie E. coli tvofici biofilm

(ptevzato z Research from Harvard University 2013).
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2.2.2.1.2 Christensenova metoda — zkumavkova metoda

Christensenova zkumavkova metoda je metoda prikazu tvorby biofilmu. Vybrany
mikroorganismus je kultivovdn ve zkumavce sTSB  (tryptonosojovy  bujon)
a vznikla biofilmova vrstva je obarvena (Christensen et al. 1982). Jako alternativni medium
vhodné pro kultivaci je vyuzivané i BHI (Brain Heart Infusion) (Mulder a Degener 1998).
Kultiva¢ni médium se zaockuje mikrobidlni suspenzi o bunééné densité 0,5-1 dle
McFarlandovy zakalové stupnice, pipetuje se 100 pl do 2 ml média TSB nebo BHI,
aby vyslednd denzita bakteridlnich bunék v kultivatnim médiu odpovidala
10°-107 bun&k/ml. Se silng&jsi bakterialni suspenzi roste i mira vrstvy biofilmu (Freeman et al.
1989, Stepanovic et al. 2001). Zaockované médium se inkubuje Vv rozmezi
24 az 48 hodin, v zavislosti na mikroorganismu a fyzikalnich podminkach (Hassan et al. 2011).
Teplota inkubace je obvykle 37 °C (Stepanovic et al. 2003). Po skoncené inkubaci jsou
zkumavky vyprazdnény a promyty fosfatovym pufrem (pH 7,2), lze pouzit
i fyziologicky roztok, aby se vyplavily nezachycené buriky, nésleduje zafixovani zkumavek
(Baldassarri et al. 1993) a obarveni. Vrstva biofilmu se barvi po dobu 20 minut, a to nejéastéji
krystalovou violeti, dale pak safraninem, karbolfuchsinem nebo trypanovou modii. Zkumavky
s obarvenou vrstvou v celé ¢asti zna¢i biofilm-pozitivni kmeny, jako biofilm-negativni jsou

hodnoceny zkumavky bez obarvené vrstvy (Freeman et al. 1989, Hassan et al. 2011).

a) b) C)

Obrazek & 7: Christensenova zkumavkova metoda: a) silnd tvorba biofilmu, b) stiedni tvorba
biofilmu, c) negativni tvorba biofilmu (pfevzato z Goldman 2009).
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Christensenova zkumavkova metoda se bézné provadi ve sklenénych ¢i v plastovych
zkumavkéch. Nevyhodou vsak je, Ze metoda nedosahuje ptesné kvantifikace biofilmu,

vysledky jsou spiSe subjektivni (Christensen et al. 1982).

2.2.2.1.3 Christensenova metoda — v mikrotitra¢nich desti¢kach

Metoda Vv mikrotitracnich destickdch je =zalozena na stejném principu jako
Christensenova zkumavkova metoda. Kultivace vybraného mikroorganismu probiha
v mikrotitra¢ni destice, a to ve stejném kultivatnim médiu (TSB nebo BHI). Nasleduje
inkubace, zafixovani a obarveni (Hassan et al. 2011). Narast biofilmu je méfen
spektrofotometricky, ¢im vétsi nartst biofilmu, tim je vétsi i odezva (Christensen et al. 1985).
Vyuzivangjsi je vSak upraveny postup, kdy se barvivo vymyje destilovanou vodou a do jamek
se prida ethanol. Zbarveni jamek v mikrotitraéni desti¢ce se méfi opét spektrofotometricky
(vInové délka A = 595 nm). Absorbance jednotlivych jamek se potom porovnava s tzv. cut off
value, ktera se vypocita na zakladé absorbance jamek negativni kontroly (Knobloch et al. 2002,

Stepanovic et al. 2000).

2.2.2.1.4 Kultivace na agaru s kongo ¢erveni

Dalsi metodou, ktera slouzi k rozliSeni biofilm-pozitivnich a biofilm-negativnich
bakterii je kultivace na agaru s kongo ¢erveni (Hassan et al. 2011, Kaiser et al. 2013). Agarové
médium je ptipraveno z mozko srdcové infuze, sachardzy a kongo ¢ervené, tedy barviva, které
specificky vaze polysacharidy (Hassan et al. 2011, Ruzi¢ka et al. 2006). Bakterie tvotici EPS
(bakterie biofilm pozitivni) rostou v ¢ernych koloniich s vyraznou precipita¢ni zéonou, kdezto
bakterie biofilm negativni tvofi lesklé cervené kolonie. Metoda kultivace na agaru s kongo

¢erveni je rychla, citliva a reprodukovatelna (Freeman et al. 1989, Knobloch et al. 2002).

Non bio-film producers

Bio-film producers

Obrazek ¢. 8: Pozitivni producent biofilmu S. epidermidis ATCC 35984 a negativni
producent S. epidermidis ATCC 12228 (pievzato z Niveditha et al. 2012).
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2.2.2.2 Genotypové metody

2.2.2.2.1 Geny asociované s tvorbou biofilmu

Ve vyvoji biofilmu ma dtlezitou roli skupina povrchovych proteind, prvni byl stanoven
Bap (biofilm-associated protein) Staphylococcus aureus. Samotna tvorba biofilmu je
komplikovand, na procesu tvorby se totiz podili mnoho gent. Geny spojené s tvorbou biofilmu
u nékterych bakterii Ize prokazat pomoci metody PCR. ProtozZe pfitomnost genu zodpovédného
za tvorbu biofilmu nezarudi, jestli bude gen spojeny s tvorbou biofilmu skute¢né exprimovan
a testovany kmen bude biofilm pozitivni (Knobloch et al. 2002). Prikazy genti zodpovédnych
za tvoreni biofilmu se pouzivaji napf. u stafylokoku, které nesou pro tvorbu biofilmu cely
soubor genti. Souhrnné je soubor oznacovan jako ica operon a nese geny icaA, icaD, icaB, icaC
a represivni gen icaR (Kaiser et al. 2013). U rodu Escherichia gen CsgBAC kdduje tvorbu
biofilmu. Kli¢ové geny indukujici tvorbu biofilmu byly prokdzané pouze u stafylokokil

(Frebourg et al. 2000).

2.2.2.3 Dalsi metody detekce biofilmu

Metoda MALDI
Metoda MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption lonisation) se pouziva pro studium
biofilmu a zisku sloZeni extracelularni matrix, dale pro studium proteinti, dal§ich molekul

Vv biofilmu i samotnych planktonickych bun¢k (Hefford et al. 2005).

CDC biofilmovy reaktor

CDC biofilmovy reaktor slouzi k tvorbé a studiu biofilmd. Cely systém se sklada
ze sklenéného reaktoru, v jeho vic¢ku je 8 drzakd s tzv. matrici pro biofilm, ktera muze byt
z riznych materialti. Reaktor je pfipojen k nadobé se sterilnim kultivacnim médiem a tok
kultivacniho média je zajistén peristaltickou pumpou. Ke kvantifikaci mnozstvi biofilmu
a biofilm-pozitivnich mikroorganismti je biofilm uvolnén z matrice pomoci ultrazvuku
a intenzivniho vifeni. Poté dochazi ke kvantifikaci po¢tu mikroorganismu pozitivnich na tvorbu
biofilmu, pomoci desitkové fedici fady a aplikace na kultiva¢ni media (Macia et al. 2014,
Donlan 2001).
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RDR rotacni diskovy reaktor

Rotaéni diskovy reaktor (RDR) mé& ve spodni ¢asti rotujici disk a obsahuje tyCovy
magnet, ktery umoziuje rotaci disku a cirkulaci kultivacniho média. Cirkulace rtistového média
je dale zajisténa systémem hadicek a peristaltickou pumpu. RDR slouzi pro studium odstranéni
narostlého biofilmu a latek, které budou schopné rust biofilmu inhibovat. Po dob¢ inkubace
pro formaci studovaného biofilmu se reaktor zastavi a rotani disk se vynada. Sterilni pinzetou

se odstrani matrice z disku a ponofi se do fyziologického fosfatového pufru (Donlan 2001).

Metody molekularni biologie

Nejvyuzivanéjs$i metodou stanoveni v buné¢né biologii je PCR. Metoda multiplexni
polymerazové fetézové reakce (MPCR) byla vyuzita a optimalizovana pro detekci biofilmu
za pouziti interkala¢nich barviv ethidium monoazidu (EMA) a propidium monoazidu (PMA)
(Hruskova et al. 2013, Pan a Breidt 2007).
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2.2.3 Tvorba biofilmu u arkobakteru

Biofilmy poskytuji podporu pro patogenni bakterie, a to v jejich pieziti ve stresujicim
prostiedi. Byly publikovany studie, které se zabyvaly distribuci, genetickou rozmanitosti
a odolnosti vici antibiotikiim, taktéz schopnosti tvorit biofilm u arkobakterti (Duarte et al.
2015). Schopnost arkobakteri adherovat k inertnim povrchiim byla slabsi, negativni vliv méla
u nékterych druhti aerobni atmosféra. Celkové vysledky ukazuji na schopnost kmenu
Arcobacter tvofit biofilmy a taktéz pusobit jako sekundarni kolonizatory (Ferreira et al. 2013).

Pro dalsi experimenty na potvrzeni tvorby biofilmu byl vyuzit A. butzleri ATCC 49616
a dalsi izolaty arkobakterti z driibeze. A. butzleri byl inkubovan v BHI nebo M-H bujonu
po dobu 18 hodin pii 37 °C. Kultury byly zfedény a pieneseny do mikrotitracni desticky.
Sterilni BHI nebo M-H zivny bujon slouzil jako negativni kontrola. Desticka byla déale
inkubovana pii 37 °C po dobu 24 az 72 hodin. Po inkubaci byly buiikky promyty a obarveny
krystalovou violeti, poté se desticka vysusila a proméfila se absorbance. Sledovala se tvorba
biofilmu na nerezovych kuponech, které byly umistény do zkumavek. Mnozstvi biofilmu se
zvySovalo spole¢né s teplotou a taktéz i inkubacni dobou. A. butzleri ATCC 49616 vytvofil
biofilm na nerezové oceli pii 5, 10 i 21 °C po 24 hodinach inkubace (Kjeldgaard et al. 2009).

Dale pak lze vyuzit jiz zminénou PCR reakci s interkala¢nimi barvivy, kde analyzou
kment rodu Arcobacter, Ize zjistit, jestli jsou vybrané kmeny biofilm pozitivni ¢i nikoliv.
Z vysledku vyplyva, ze mezi druhy bakterii v rodu Arcobacter je zna¢nd variabilita (Hruskova
et al. 2013).
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2.3 ANTIMIKROBIALNI LATKY A JEJICH UCINEK

V prirodnim prostiedi existuji bakterie pfevazné v biofilmové struktuie. Jak jiz bylo
uvedeno, biofilmy mohou zahrnovat populace jednoho druhu bakterii nebo populace smisené.
Bakterie v biofilmech jsou extrémné odolné vuci antibakteridlnim ¢inidlim a zptisobuji vazné
problémy pro antimikrobialni terapii, proto je z hlediska védy velky zajem o studium
antimikrobidlnich latek (Plyuta et al.2013).

Mikrobiologové zkoumaji antimikrobialni G¢innost celé fady rostlinnych sloucenin,
které jsou ziskané z bylin, kofeni, oleju i potravin, dale samozicjmé z kdvy, ¢aje a vina. Mélo
by byt podrobeno studiim vice rostlinnych sloucenin k uréeni Géinnosti v systémech celého
organismu, véetné studie toxicity, jakoz i posouzeni G¢inki na normalni mikrofléru. Také
alternativni mechanismy prevence a 1é¢ba infekci by méla byt zahrnuta v pocatecni fazi studii
(Cowan 1999). Nasledné je uvedené potadi dle antimikrobialni aktivity napoji a pochutin
(Brenes et al. 2007, Medina et al. 2007, Okabe et al. 2003).

Coca Cola
vino pivo
ocet >  panensky olivovyolej > > &a > ,
olivovy olej kava

ovocné dzusy

Obrazek ¢. 9: Antimikrobidlni aktivita vybranych produktt (pfevzato z Brenes et al. 2007).
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2.3.1 Antimikrobialni latky

Rostlinné antimikrobidlni latky jsou sekundarni metabolity a mnoho z nich patii mezi
fenoly nebo jejich substituované derivaty (Cowan 1999). Kromé téchto sloucenin vykazuji
antimikrobidlni aktivitu takeé chinony, flavonoidy, kumariny, terpeny a alkaloidy (Collado et al.
2009). Sekundarni metabolity slouzi jako obranné latky s riznymi mechanismy proti
mikroorganismiim, hmyzu nebo bylozravcim (Cowan 1999, Villverde et al. 1997).

Z téchto duivodu se provadi screening latek, které by mohly potencialné zabranit tvorbé
biofilmu a problémim s rezistenci k ATB. Fenolické slouceniny inhibuji rist mnoha druhi
mikroorganismii, ale navzdory tomu je pusobeni fenolickych sloucenin na mikroorganismy
stale malo prostudované, a to zejména vliv rostlinnych fenolickych latek na bakterialni biofilmy
(Brenes et al. 2007).

Ptirozenym procesem, kterym obecné potraviny prochazi je kontaminace a nésledna
degradace fadou mikroorganismti. Vyskyt bakterii v potravinach zavisi na mnoha faktorech
jako je pH, aw, teplota, obsah chemickych latek a konzervaénich latek (Sheth et al. 1988).
Po pfirodnich konzervac¢nich latkach, které by mohly zabrénit ristu nepfiznivych
mikroorganisml nebo zpozdit néstup poSkozeni potravin, se zvySuje poptavka mezi vyrobci
(Medina et al. 2007). Problémem je, Ze pocet ohnisek alimentarnich onemocnéni stéle roste
(Brenes et al. 2007).

2.3.2 Slouceniny s antimikrobidlnimi a¢inky

2.3.2.1 Fenoly a polyfenoly

Fenolicke latky, které jsou produkovany rostlinami, maji schopnost ovlivitovat adhezi
bakterii, mezibuné¢¢nou komunikaci a tvorbu biofilmu (Villverde et al. 1997).

Katechol a pyrogallol jsou hydroxylované fenoly, toxické pro mikroorganismy.
Katechol ma dvé hydroxy skupiny a pyrogallol mé tti hydroxy skupiny. Hydroxylové skupiny
na fenolech jsou povazovany za zdroj antimikrobialni u¢innosti, zvySena hydroxylace tedy vede
ke zvyseni antimikrobialni G¢innosti. Eugenol je zastupce nachazejici se v hiebickovém oleji

a je povazovan za bakteriostaticky proti fad¢ bakterii (Cowan 1999).
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2.3.2.2 Chinony

Chinony jsou aromatické slouceniny se dvéma oxoskupinami. Vyskytuji se
v piirodé a jsou vysoce reaktivni. Kromé toho, Ze poskytuji zdroj stabilnich volnych radikalu,
je znamo, ze chinony tvoii s n€kterymi aminokyselinami v bilkovinach komplexy, coz ¢asto
vede k inaktivaci proteint a ztraté jejich funkce. Z tohoto dtivodu je

rozsah antimikrobialnich G¢inka chinont Siroky (Nowicka et al. 2009).

2.3.2.3 Flavonoidy a katechiny

Jsou to uc¢inné antimikrobialni latky proti Sirokému spektru mikroorganismu. Jejich
¢innost je pravdépodobné zplisobena schopnosti reagovat s extracelularnimi a rozpustnymi
bilkovinami a s komplexem bakterialni buné¢né stény. Vice lipofilni flavonoidy mohou narusit
také mikrobialni membrany (Cowan 1999, Rice-Evans et al. 1996).

Katechiny jsou flavonoidy, které se vyskytuji v zeleném caji. Uz davno bylo zjisténo,
Ze Caje pusobi antimikrobialné a Zze obsahuji smés katechinovych slou¢enin. Tyto slouéeniny
napiiklad inhibovaly Vibrio cholerae O1, Streptococcus mutans, shigelly a dalsi
mikroorganismy v in vitro testech. Katechiny inaktivovaly cholerovy toxin ve V. chloreae

a inhibovaly bakterialni glukosyltransferazy v S. mutans (Cowan 1999).

2.3.2.4 Taniny a kumariny

Hydrolyzovatelné taniny jsou zalozeny na kyselin¢ galové, obvykle jako vicecetné
estery D-glukézy, zatimco ¢etnéjsi kondenzované taniny pochézeji z flavonoidnich monomert.
Alternativné mohou byt taniny tvofeny polymeraci chinonovych jednotek (Pleszczyfiska
a Szczodrak 2005).

Kumariny jsou fenolické latky vyrobené z kondenzovanych benzenovych
a a-pyroneovych kruht. Jejich vyznam pochazi pievazné z jejich antitrombotické,
protizanétlivé a vazodilata¢ni schopnosti. Warfarin je zvlasté znamy kumarin, ktery je pouzivan

jako peroralni antikoagulant a také mtze mit antivirovy a antimikrobialni ucinek (Keating
a O’Kennedy 1997, O’Kennedy a Thornes 1997).
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2.3.2.5 Terpenoidy a esencialni oleje

Terpeny nebo terpenoidy jsou u¢inné proti mnohym bakteriim, viriim a téz ptsobi na
protozoa. Mechanismus pisobeni terpend neni plné¢ znam, pravdépodobné dochazi k poruseni
membrany lipofilnimi slouceninami. Vé&dci nasli v potravindch terpenoidy pfitomné
v éterickych olejich rostlin, napt. v oleji z bazalky, kapsaicin z chilli papricek, ktery ma Siroké
spektrum biologickych aktivit u ¢lovéka nebo diterpén a afromodial z kamerunského kofeni
(Cowan 1999, Wan et al. 1998).

2.3.3 Olivoveé oleje a antimikrobialni testovani

Existuje n€kolik druhii olivovych oleji, prvnim z nich je panensky olivovy olej,
ktery se ziskava ptimo z Cerstvych oliv za pomoci piesné definovanych postupt, kdy teplota
neptesahuje 25 °C. Dale smés olivového oleje a rafinovaného olivového oleje a také olivovy
olej ziskany z pokrutin. VSechny olivové oleje obsahuji stejné mnozstvi mastnych kyselin,
ale dilezité je, ze maji rlizny obsah fenolickych sloucenin. Obsah fenolickych slouenin je
podstatné vyssi v panenském olivovém oleji. ZaleZi i na odridé oliv, to také urcuje fenolické
slozeni a kvalitu panenského olivového oleje. Poziti fenolickych sloucenin obsazenych
Vv olivovém oleji mize ptispét k vyvazeni sttevni mikroflory (Medina et al. 2006).

Testuje se i cela fada oleji, které jsou obohacené o jiny olej ¢i pfimé&si. Slunecnicovy
olej bez ptidavku olivového oleje, kofeni nebo bylin nevykazuje antimikrobidlni u¢inky.
U olivovych oleji to neplati, rizné slozky oleje jsou zodpovédné za baktericidni ucinek.
Nejvyssi baktericidni aktivita byla zjiSténa u extra panenského olivového oleje, nasledovaného
olejem olivovym a olejem z pokrutin. Mezi testované mikroorganismy patfila cela fada
grampozitivnich 1 gramnegativnich kment. Jediny mikroorganismus, ktery pfezil expozici
ve vybranych olejich byla Candida albicans. Piekvapivé byl extrakt z olivovych listi schopen
inhibovat rast C. albicans. Uginné latky extraktu z olivovych listd se 1isi od sloucenin
v olivovych olejich, extrakt zlisti oliv byl mnohem vice inhibujici pro rast E. coli,
nez pro C. albicans. Co se tyka testovanych bakterii, vétSina z nich pfezila maximalné
hodinovou inkubaci v panenském olivovém oleji. Antimikrobialni latky olivovych oleji
vykazuji baktericidni ¢inky pro S. aureus, L. monocytogenes, slabsi pro S. eterica a S. sonnei.
Olivovy olej vykazuje silnou antibakterialni aktivitu proti potravinafskym patogentim, ale musi

byt zohlednéna také jeho fenolicka aktivita, pH a dalsi faktory (Medina et al. 2006).
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2.3.4 Antimikrobialni acinky olivovych oleja

Vytazky z olivového oleje byly pouzivany v medicing po cela staleti, ale teprve koncem
Sedesatych let devatenactého stoleti zacali védci piisuzovat olejiim antimikrobialni u¢innost,
zejména fenolickym slou¢eninam (Kalemba a Kunicka 2003). Studii o antimikrobialni aktivité
polyfenolt olivovych olejt je velice malo, spise jde o studie, které jsou zaméteny na identifikaci
slozek fenolti zodpovédnych za antimikrobialni aktivitu. Byly popsany ¢tyfi slouceniny, které
jsou nejvice zodpoveédné za antimikrobidlni aktivitu, a to hydroxytyrosol, tyrosol, oleuropein
a ligstrosid. PredevSim se jedna o jejich aglykony a dialdehydické formy, které maji silnou
bakteriocidni aktivitu (Medina et al. 2007). Hydroxytyrosol a tyrosol, vsak nejsou hlavnimi

fenolickymi ¢inidly v panenském olivoveém oleji (Brenes et al. 2007).

R,

NcHO

”()n{j(
Mc\/\

CHO
Dialdehydic form of decarboxymethyl oleuropein aglycon (R,=OH)

Dialdehydic form of decarboxymethyl ligstroside aglycon (R,=H)

Obrizek & 10: Chemicka struktura hlavnich polyfenoli v olivovém oleji (pievzato z Brenes et al. 2007)

Oleuropein je jednou z hlavnich fenolickych slou¢enin obsazenych v olivovém oleji. Je
tvofeny glukézou, kyselinou elenolovou a hydroxytyrosolem. Jeho pouziti jako pfirozené
antimikrobialni pfidatné latky v potravinach je vSak omezeno kvili silné hotké chuti.
Baktericidni uc¢inek je pfisuzovan dal§im slouceninam oleje a jednoduchym fenolam.
Oleuropein, katechiny, kyselina chlorogenova, karvacrol, cinnamaldehyd a thymol jsou mimo
jiné, nejvice piirozené se vyskytujici fenolické slouceniny s antimikrobialni aktivitou (Brenes
et al. 2007).

Baktericidni u¢innost mnoha typti olivovych oleju byla sledovana proti mikroorganismu
in vitro. Nejvyssi antimikrobialni aktivita byla pozorovana v panenskych olivovych olejich,
nasledovaly olivové oleje a oleje, u kterych klesal obsah fenolickych slou¢enin.
Antimikrobialni U¢inek je obecné vyssi proti grampozitivnim bakteriim, oproti gramnegativnim
bakteriim (Medina et al. 2006).
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Silné baktericidni aktivita vyvoland polyfenoly olivoveho oleje proti potravinaiskym
patogenium, byla hodnocena u kment Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Salmonella enterica subs. enterica, Yersinia sp. a Shigella sonnei. Tyto poznatky oteviraji
moznost vyuziti olivového oleje k potlaceni riistu mikroorganismul a tim menSimu poSkozeni
potravin (Brenes et al. 2007). Olivovy olej vykazuje baktericidni u¢inek nejen proti skodlivym
bakteriim, ale také proti prospésnym mikroorganismiim. AvsSak ne vSechny oleje, které jsou
klasifikované jako olivové oleje maji shodné baktericidni uc¢inky. Tato aktivita zavisi na obsahu

nékterych fenolickych sloucenin (Medina et al. 2006).

2.3.5 Antimikrobialni acinky esencialnich olejii na arkobaktery

V minulosti byl zkouman inhibi¢ni G¢inek nékterych aromatickych latek z rostlinnych
olejii na kmeny rodu Arcobacter. Pro testovani byly vyuzity tfi kmeny Arcobacter butzleri, dva
kmeny Arcobacter cryaerophilus a jeden kmen Arcobacter skirrowii. Nejvétsi inhibici
vykazoval cinnamaldehyd, nasledné thymol, carvaclor, kyselina kofeinova, kyselina taninova
a eugenol. Tyto slouceniny vykazuji antimikrobialni aktivitu proti riznym mikroorganismum.
Taktéz byly zkoumany koncentrace tii nejsilnéjSich aromatickych latek rostlinného oleje.
Celkové byl cinnamaldehyd nejucinngj$i proti vSem testovanym arkobakterim, kromé
A. butzleri, kde byly vysledky smiSené. Aktivity thymolu a carvacrolu byly zavislé
na koncentraci a na bakteridlnim druhu. Také bylo zjisténo, Ze byliny a 1é¢ivé rostlinné extrakty
pusobily jako G¢inné inhibitory na v§echny kmeny rodu Arcobacter. Na zaklad¢é pokust bylo
tedy zjisténo, ze cinnamaldehyd nejvice inhiboval rist Arcobacter spp. Protoze arkobaktery se
chovaji rtzné v reakci na organické slouceniny, vysledky jedné studie by mély byt
interpretovany s opatrnosti, proto je tieba provést dalsi studie, které pomohou objasnit zptisob

piisobeni cinnamaldehydu na riizné druhy bakterii rodu Arcobacter (Cervenka et al. 2008).
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3  EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Materiél, p¥istroje, pomiicky

3.1.1 Chemikalie

Ethanol 96 %
Octan sodny
oxalat amonny
NaCl

KCI

KH2PO4
NaHPO4 12H,0

krystalova violet’

3.1.2 Technické vybaveni

Analytické vahy

Autoklav PS 20 A

Biologicky termostat

Biologicky termostat ST 3 COMF/S
Centrifuga Z 300 K

Horkovzdus$ny sterilizator STERIMAT
Chladnicka RK 6201 BW
Chladnicka ZRA 40100 WA
McFarland densitometr

Mikropipety automatické
Mikropipety automatické
Sterilizator parni Sterilab 25 |
Sterilizéator parni Sterimat Plus 25 |
Tecan Infinite® 200 PRO

Ttepacka a vortex IKA MS 3 Digital

Ttepacka Vornado vortex
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Lach-ner, Neratovice, CR
Lachema, Neratovice, CR
PENTA, CR

PENTA, CR

PENTA, CR

PENTA, CR

PENTA, CR

Alchema, Brno, CR

Kern, Némecko
BMT, CR
MMM-Group, Kanada
POL-EKO, Polsko
Hermle, Némecko
BMT, CR

Gorenje, Slovinsko
Zanussi, CR

Biosan, USA
Discovery, Némecko
Eppendorf, Némecko
BTM, CR

BTM, CR

Tecan, Svycarsko
IKA, USA
Benchmark, USA



3.1.3 Pomiicky

Bézné plastoveé, sklenéné a kovové laboratorni potieby

Mikrotitra¢ni desti¢ky, 96 jamek s plochym dnem, PE SPL Life Sciences Co., Korea

3.1.4 Zivna média a pouzité roztoky

e TSA (Trypton Soya Agar) — HiMedia, Indie

slozeni:
enzymaticky hydolyzat kaseinu 15 g/
sOjovy pepton 59/
chlorid sodny 59/l
agar 15 g/l

pH (25°C)=7,3+0,2
Pro pifipravu TSA pidy byla navazena praskova smés v poméru 40 g smési na 1000 ml
destilované vody. Vznikly roztok byl autoklavovan pti 121 °C po dobu 15 minut a po ochlazeni

na cca 50 °C rozlit do Petriho misek.

e M-H agar (Mueller Hinton Agar) — HiMedia, Indie

sloZeni:
hovézi masova infuze z 300 g/l
kysely hydrolyzat kaseinu 17,5 g/l
skrob 1,59/
agar 17 g/l

pH(25°C)=7,3+£0,1
Pro pifipravu M-H pudy byla navazena praskova smés v poméru 38 g smési na 1000 ml
destilované vody. Vznikly roztok byl autoklavovan pti 121 °C po dobu 15 minut a po ochlazeni

na cca 50 °C rozlit do Petriho misek.
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e BHI bujon (Brain Heart Infusion Broth) — HiMedia, Indie

slozeni:
teleci mozkové infuze z 200 g/l
hovézi srdcova infuze z 250 g/l
proteasovy pepton 10 g/l
chlorid sodny 59/l
hydrogenfosfore¢nan (di)sodny 2,5 g/l
dextrosa 29/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. Vznikly roztok byl autoklavovan pii 121 °C po dobu 15 minut.

e Fyziologicky roztok
Pro piipravu fyziologického roztoku byl navazen chlorid sodna v poméru 8,5 g na 1000 ml

destilované vody. Vznikly roztok byl autokldvovan pii 121 °C po dobu 15 minut.

e Krystalova violet’
Pro pfipravu krystalové violeti bylo navazeno 2,5 g praskové krystalové violeti, ktera byla

rozpusténa ve 100 ml ethanolu, a takto pfipraveny roztok se smisil se 400 ml 1% oxalatu

amonneho.

e PBS pufr

slozeni:
NaCl 8¢
KCI 0,29
KH2PO4 0,29
NaHPO4-12H,0 2,99

Jednotlivé slozky byly navazeny dle zadani a rozpustény v 1000 ml destilované vody.
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3.2 Bakterialni kmeny

V diplomove praci bylo Kktestovani vyuzito 8  bakterialnich kment,
které pochazeji ze Sbirky mikroorganismi Univerzity Goteborg ve Svédsku (kmeny oznatené
CCUG), z Ceské sbirky mikroorganismii Masarykovy Univerzity v Brné (kmeny oznatené
CCM), interni sbirky mikroorganismu Univerzity Pardubice (kmeny ozna¢ené UPa) a ze Shirky
mikroorganismt Univerzity Gent v Belgii (kmeny oznac¢ené LMG). Jedna se o nasledujici

kmeny:
Arcobacter butzleri CCUG 30484
Arcobacter butzleri UPa 2013/8
Arcobacter cryaerophilus CCM 7050
Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13
Arcobacter lanthieri LMG 28517
Arcobacter thereius LMG 24488
Escherichia coli CCM 3954
Staphylococcus aureus CCM 4223
Vsechny testované kmeny byly uchovany naockované na TSA agaru v Petriho miskach
pti chladnickova teploté. Pro delsi dobu uskladnéni byly kmeny zaockovany do BHI bujonu
a kultivovany v termostatu pti 25 °C. Béhem prace byly z bujonu mikroorganismy vyoc¢kovany
op¢t na TSA agar, jednalo se o kmeny, se kterymi se pracovalo omezenou dobu, aby se
zabranilo zménam mikroorganismim diky ¢astému pasazovani.

Pred kazdym testovanim byly kmeny pieoCkovany na TSA agar a kultivovany.
U arkobakterti probihala kultivace pii 30 °C po dobu po dobu 48-72 hodin. V piipadé E. coli
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a S. aureus byla kultivace 24 hodin pti 37 °C. Pro testovani antimikrobialnich ucink olej byla
pfipravena bunééna suspenze ve fyziologickém roztoku o denzité¢ odpovidajici stupni ¢. 1
McFarlandovy zakalové stupnice (108 cfu/ml), ktera byla dle potieby experimentu upravena
desitkovym fedénim. Pro kontrolu skuteéné denzity bylo vyofkovano 100 ul suspenze
103 cfu/ml na TSA agar.

Pro sledovéni tvorby biofilmi bylo pracovano sbunéénou suspenzi o denzité

0,5 McFarlandovy zékalové stupnice.

3.3 Testované vzorky

Do diplomové prace byly zahmuty vzorky olivovych olejii z obchodni sité v CR.
Piiprava extrakta z oleju probihala vzdy dle postupu uvedeného v kap. 3.4 tak, aby byla

zajisténa reprezentativnost vzorki v danych experimentech.

Tabulka €. 2: Vzorky olivovych oleji vyuzité pro experiment.

Nazev Vyrobce / distribuce Zemé puvodu

Olej Ballester Master Martini CE s.r.0., CR Spanélsko
(extra panensky)

Olej Kyosos H. M. WEIHS, Videii, AUT Recko
(extra panensky)

Olej Ondoliva Urzante, S. L., ESP Spanélsko
(extra panensky 20 % + olivovy 80 %)

Olej Borges Borges Branded Foods, S.L.U., ESP  Spanélsko
(extra panensky + rafinovany olivovy)

Olej z pokrutin Basic, Albert, CR Spanélsko
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Obrazek €. 11: Vzorky oleju pro experimentalni ¢ast studie (foto autor).

3.4 Priprava olejovych extrakti

Vzorek oleje se smisil v poméru 1:1 s PBS pufrem. Takto vznikla smés se
intenzivné promichala na vortexu (3-5 min), a poté byla centrifugovana (9000 rpm) po dobu
3 minut. Po probé&hlé centrifugaci byla odpipetovana vodna faze do sterilni zkumavky, se

kterou se pokracovalo dale v experimentu.
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3.5 Piezivani vybranych bakterii v olejovych extraktech

Byla piipravena mikrobialni suspenze vybraného kmene o bakterialni denzité
odpovidajici stupni ¢. 1 dle McFarlandovy zdkalove stupnice. Pro toto testovani byla bakterialni
suspenze nafedéna desitkovym fedénim z podate¢ni denzity 108 cfu/ml na 108 cfu/ml. Samotné
testovani probihalo tak, ze se smisilo 900 ul odebrané vodné faze po extrakci oleje a 100 pl
bakterialni suspenze. Po ur¢ité expozici bylo provedeno vyockovani 100 pl na povrch M-H

agaru.

Pro experiment byly zvoleny nasledujici ¢asové expozice:

to = 0 minut
ts = 5 minut
ti0 = 10 minut
tz0 = 30 minut
teo = 60 minut
tan = 3 hodiny
teh = 6 hodin

tosn = 24 hodin

Tyto casové expozice byly zvoleny pro vSechny zastupce rodu Arcobacter,
pro nékteré vzorky bylo u kmend S. aureus a E. coli nutné casovou expozici zvysit
az na 48-72 hodin. Kultivace probihala pti 30-37 °C po dobu 48-72 hodin. Vsechny

experimenty byly provedeny v dubletu a experiment byl opakovany 2x.

3.6 Priprava biofilma — Christensenova metoda v MT destickach

Kazdy bakterialni kmen byl testovan na tvorbu biofilmu v prostiedi vSech testovanych
vzorkl oleji. Nejprve byla ptipravena vodna faze olejoveho extraktu, a to dle postupu
uvedeneho v kap. 3.4. Poté byla pfipravena bakterialni suspenze o denzité¢ 0,5 McFarlandovy

zakalové stupnice, ktera se posléze pipetovala do mikrotitra¢ni desticky.
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3.6.1 Priprava mikrotitrac¢ni desticky

1) Do prvniho sloupecku mikrotitra¢ni desti¢ky bylo napipetovano 90 pl BHI bujénu. Prvni
sloupecek slouzil tak slouzil jako pozitivni kontrola (PK).

2) V druhém sloupecku bylo napipetovano 180 pl vodné faze extraktu oleje.

3) Do jamek 3.-12. sloupec¢ku bylo opét napipetovano 90 pl BHI bujénu.

4) Poté se vzdy preneslo 90 ul z 2. sloupecku do 3., tzn. pokracovalo se dvojkovym Fedénim
do posledniho sloupecku a zbyly objem byl vyhozen do odpadu. Takto vznikla v destié¢ce
koncentraéni fada, kdy v kazdé pouici daného sloupce byla stejnd koncentrace vodné faze
extraktu oleje.

5) Zvolena koncentra¢ni fada vodné faze extraktu oleje: 90 %; 45 %; 22,5 %; 11,25 %;
5,625 %; 2,813 %; 1,406 %; 0,703 %; 0,352 %; 0,176 %; 0,088 %.

6) Do kazdé jamky takto piipravené desticky bylo napipetovano 10 pl bunééné suspenze,

tzn. objem v kazdé jamce byl 100 ul.

90 pl BHI bujoénu

7/
/7
/

©

180 ul vodné faze olejového extraktu ( 90 % vodna faze)

Obrazek ¢. 12: Piiprava mikrotitraéni desti¢ky pro stanoveni biofilmové aktivity.
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3.6.2 Christensenova metoda — barveni biofilmu

1)
2)

3)
4)
5)

6)

7)
8)

Po zaloZeni desticky byla proméiena absorbance pti A = 595 nm na pfistroji Tecan.

Poté byla desti¢ka opatiena vickem a uzaviratelnou félii a nechala se inkubovat v termostatu
pii 30 °C po dobu 3 dnt.

Po probéhlé kultivaci byla opét proméiena absorbance pii A = 595 nm na pfistroji Tecan.
Déle byl obsah celé desti¢ky vytiepan do odpadu.

Nasledné byla desti¢ka 3x opatrné promyta destilovanou vodou a mikrotitra¢ni desti¢ka
byla vysusena 45 minut v termostatu.

Po vysuseni bylo do desticky pipetovano 100 pl 2 % octanu sodného, ktery zafixoval
vytvofeny biofilm. Octan sodny se nechal pisobit 15 minut.

Op¢t se obsah desticky vytfepal do odpadu.

Takto upravena desticka byla barvena krystalovou violeti, do kazdé jamky bylo pipetovano

100 pl krystaloveé violeti, ktera se nechala pusobit 15 minut.

N

23 . 4 ' L — S A 11

- r 2 —

Obrazek ¢. 13: Barveni desti¢ky krystalovou violeti (foto autor).
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9) Obarvena desticka se 5x opatrné promyla destilovanou vodou a nechala se vysusit po dobu

30 minut.

Obrazek €. 14: Obarveny biofilm na sténach a dné jamek mikrotitraéni desti¢ky (foto autor).

10) Dale byl pipetovan 96 % ethanol o objemu 200 pl, desticka se nechala zvortexovat 5 minut.
11) Pripravila se nova desti¢ka, do které bylo piepipetovano 100 ul z desti¢ky pavodni,

samoziejmé byla zachovéana i stejna pozice jamek.

Obrazek €. 15: Piipravena desticka na proméieni absorbance (foto autor).

12) Poslednim krokem bylo proméfeni absorbance pti A = 595 nm na pfistroji Tecan. Tmavsi
zabarveni jamky zndzorfiovalo silngjsi tvorbu biofilmu.

13) Namétené vysledky byly zpracovany do grafu.
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3.7 Stanoveni antioxida¢ni kapacity vodné faze olejovych extrakti

3.7.1 Princip stanoveni

Vhodn¢ nafedény roztok olivového oleje byl piidan k ¢erstvé pfipravenému roztoku
DPPH radikdlu. Pii vlnové délce 517 nm byl sledovan dbytek absorbance
a dochézelo k odbarveni fialového roztoku DPPH radikalu (zcela redukovany roztok DPPH
radikalu je Zluté zbarven) vlivem antioxida¢nich latek obsazenych v olivovém oleji. Vysledky
byly na zaklad¢ spektrofotometrické analyzy pii 517 nm vyjadfeny jako % inhibice DPPH

radikalu.

3.7.2 Pracovni postup

Do 100 ml odmérné baiky byl pfipraven zakladni roztok latky Trolox
0 koncentraci 250 pg/ml v 95 % ethanolu. Z tohoto zékladniho roztoku byla pfipravena
kalibra¢ni fada o koncentracich 5, 10, 15, 20 a 25 pg/ml do 10 ml odmérnych banék, vSe bylo
doplnéno destilovanou vodou po rysku a dikladné promichano.

Ke stanoveni antioxida¢ni kapacity bylo do zkumavek s vickem pipetovano
500 pl vzorku oleje, dale 500 pl kalibraénich roztoki a do posledni zkumavky bylo pipetovano
500 pl destilované vody, ktera slouZila jako slepy pokus. Do vSech zkumavek se poté ptidalo
davkovac¢em HandyStep 5 ml methanolického roztoku DPPH radikalu o koncentraci 25 pg/ml.
Vse se ponechalo 20 minut reagovat na temném misté pti laboratorni teploté. Pfesné po 20
minutach se zméfil ubytek absorbance pii 517 nm.

K proméfeni pfipravenych a zreagovanych vzorkl byl pouzit program VISIONIite
Fixed. Do pfistroje byla vlozena kyveta s destilovanou vodou a prométeno pozadi. Postupné
byly proméfeny vSechny kalibraéni roztoky od nejkoncentrovanéjSiho po nejméné

koncentrovany, pote vzorky olivovych olejt, a nakonec slepy pokus.
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3.7.3 Vyjadreni vysledki

Metoda vyuzivajici redukce DPPH radikélu ke stanoveni antioxida¢ni kapacity je brana
jako orienta¢ni, tak vysledky byly uvadény v procentech DPPH radikalu inhibovaného

pti reakei (%). Vypocet byl proveden dle nasledujiciho vztahu:

ASp_AVZ .

| (%) = 100

sp

Hodnota Asp byla absorbance slepého pokusu a Av; byla absorbance vzorku (resp.
kalibracnich roztokt). Byla sestavena kalibra¢ni fada vcetné pfislusné rovnice regrese,
korelacniho koeficientu a nasledné vypocteny hodnoty antioxidacni kapacity pro vzorky

olivovych olejt.
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4  VYSLEDKY A DISKUZE

Rostouci pocet ohnisek onemocnéni zpusobenych patogeny je velkym problémem,
proto jsou zkoumany antimikrobidlni vlastnosti mnoha rostlinnych latek (napf.
rostlinnych oleja a latek z nich izolovanych, bylin a kofeni), které by piispély k feSeni
mikrobidlni rezistence. Nové poznatky ohledné antimikrobialnich latek, které by byly schopny
tento problém eliminovat a piispét k 1é€bé onemocnéni, jsou cilem této prace.

Jelikoz dochazi k vzestupu resistence nékterych patogent, je ziejmé, Ze je zapotiebi
vyzkumu, které by pomohly objasnit povahu rezistence patogeni K antibiotikiim, a také
problematiku mikrobialnich biofilmii (Paraje 2011).

Jiz po staleti jsou znamy piiznivé zdravotni u¢inky extraktl z mnoha druhti rostlin,
které se pouzivaji jako ochucovadla v potravinach. Olivové oleje, zejména panenské olivové
oleje s vysokym obsahem fenolickych slou¢enin mohou také inhibovat rist patogennich
bakterii. Také bylo zjisténo, Ze olivové oleje byly schopny inhibovat bakterie a tento u¢inek
nebyl pozorovan u jinych oleju (napft. z kukufice, sluneénice, soji, fepky a baviny) (Brenes et
al. 2007).

NapIni mé diplomové prace bylo zhodnotit antimikrobialni U¢innost extrakti z péti
olivovych oleju na vybrané bakteridlni kmeny. Extrakty byly testovany pomoci kultivaénich

metod a modifikovanou Christensenovou metodou.

4.1 Kultivaéni metoda — piezivani vybranych bakterii v olejovych
extraktech

Schopnost rastu a piezivani v 90 % olejovych extraktech byla sledovana u Sesti kmend
rodu Arcobacter, a to konkrétné Arcobacter butzleri CCUG 30484, Arcobacter butzleri UPa
2013/8, Arcobacter cryaerophilus CCM 7050, Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13,
Arcobacter lanthieri LMG 28517 a Arcobacter thereius LMG 24488. Déle bylo
testovani provedené také u kmenu srovnavacich (Escherichia coli CCM 3954
a Staphylococcus aureus CCM 4223). Vysledky jsou uvedeny v grafech ¢. 1-15. Vzdy se
pracovalo s Cerstvé piipravenou bakterialni kulturou a zivnymi médii, aby byly minimalizovany
odchylky ve vysledcich. Byla dodrzovana stejna teplota i delka inkubace. U testovanych
extraktd byla taktéz sledovana jejich sterilita pfed kazdym testovanim. Na zakladé testovani
byly zjistény udaje o antibakteridlni aktivité olejovych extraktt vii¢i kazdému bakterialnimu

kmenu.
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4.1.1 Olivovy olej Ballester

V nasledujicich grafech jsou zaznamenany pocty prezivsich bunék po Casové expozici,

ve vodné fazi olivového oleje Ballester (graf ¢. 1-2).
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Graf ¢. 1: Pfezivani vybranych kment rodu Arcobacter v ptitomnosti 90 % vodné faze oleje Ballester.
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Graf €. 2: Pfezivani srovnavacich kment v ptitomnosti 90 % vodné faze oleje Ballester
A — Escherichia coli CCM 3954, B — Staphylococcus aureus CCM 4223.
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V grafu ¢. 1 je zaznamenana zavislost piezivani vybranych kment akrobakterti
v prostiedi olejového extraktu z oleje Ballester. Jak je patrné z grafu, mezi expozici
10-30 minut doslo k velkému poklesu zivotaschopnosti bun¢k a po delsi expozici uz nebyly
kmeny schopné piezivat. A. butzleri UPa 2013/8 byl nejodolnéj$im z testovanych arkobakteri
a prezival expozici i 30 minut, a to v poétu 3x10% cfu/ml. Rist kmene A. cryaerophilus CCM
7050 byl jako u vétsiny akrobakterd potlacen po 30 minutach, naopak izolat A. cryaerophilus
UPa 2013/13 vykazoval vétsi odolnost, Kmen A. thereius CCM 24488 vykazoval druhou
nejvetsi odolnost, po 5 minutach svij rast zvysil a 1 po 30 minutach byl schopen piezivani.
Nejmén¢ aktivnim kmenem byl A. lanthieri LMG 28517, po deseti minutach byl jeho rast velmi
sniZen a v dalsi Casové expozici uz kmen nebyl viibec schopen kolonie tvofit.

Trend vysledkid casovych zavislosti na prezivani bunék byl klesajici u vSech vybranych
kment arkobaktert. Extrakt z oleje Ballester byl schopen inhibovat rist v§ech kment jiz v Case
teo, citlivéj$i kmeny jiz pii Case tzo. To tedy dokladd, ze tento olivovy extrakt obsahoval
antimikrobidlni latky, diky kterym byla schopnost pfezivani arkobaktert pln¢ potlacena jiz po
jedné hodiné expozice.

Co se tykd srovnavacich mikroorganismii (graf ¢. 2), testovany kmen
Escherichia coli CCM 3954 byl schopen v olejovém extraktu piezivat po jedné hoding,
a to v poctech 4,9x10% cfu/ml. Tento kmen byl dokonce schopen piezivat expozici 24 hodin.
Dochézelo tedy k postupné inhibici bun¢k E. coli, avak podstatné pomaleji nez u arkobaktert.

Staphylococcus aureus CCM 4223 byl extraktem inhibovan neucinnéji. Kompletni
inhibice byla viditelna jiz po 10 minutach, ale uz po 5 minutach expozice byl rist kmene
potlacen na velice nizkou hodnotu poctu bunék, ktera odpovidala poctim akrobaktert
az po 30 minutach expozice.

Celkové byl extrakt z oleje Ballester byl antibakteridln€é nejucinnéjSim ze vSech
testovanych extraktli proti vybranym bakterialnim kmenim. U ostatnich testovanych extrakti

byla zaznamendna niZsi antimikrobidlni u¢innost viici testovanym kmentm.

56



Pocty prezivsich bunék (cfu/ml)

4.1.2 Olivovy olej Kyosos

V nasledujicich grafech jsou zaznamenany pocty prezivsich bunék po Casové expozici,

ve vodné fazi olivového oleje Kyosos (graf ¢. 3—4).
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Graf &. 3: Pfezivani vybranych kment rodu Arcobacter v ptitomnosti 90 % vodné faze oleje Kyosos.
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Graf ¢&. 4: Piezivani srovnavacich kmeni v ptitomnosti 90 % vodné faze oleje Kyosos
A — Escherichia coli CCM 3954, B — Staphylococcus aureus CCM 4223.
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V grafu ¢. 3 je zaznamenana zavislost prezivani arkobakteri v extraktu z oleje Kyosos.
Jako jediny z testovanych arkobakterti byl kmen A. butzleri UPa 2013/8 schopen piezivat
i po jedné hodiné expozice. Naopak sbirkovy kmen A. butzleri CCUG 30484 byl mnohem vice
citlivy a jiz po 30 minutach expozice v daném prostiedi byly pocty Zivotaschopnosti bunék
vpoétu 1x10® cfu/ml. Zavislost piezivani sbirkového kmene A. butzleri a izolatu
A. butzleri v extraktu oleje Kyosos byla pro tyto dva kmeny piesné opacna oproti extraktu
Ballester. Kmen A. cryaerophilus CCM 7050 mél pribéh piezivani velice podobny jako
u predchoziho extraktu, ale jeho riist byl potlacen az po jedné hodin€ expozice. U izolatu
A. cryaerophilus UPa 2013/13 byla inhibice rychlejsi, po péti minutach bylo piezivani velmi
eliminovano a celkové se jednalo o nejrychlej§i inaktivaci ze vSech arkobakteri,
jiz po 30 minutach expozice doslo k Gplné inhibici. Pfezivani A. thereius LMG 24488 bylo plné
potlaceno také po triceti minutach expozice. Trend vysledkl ¢asovych zavislosti byl klesajici
u zminénych kmend arkobakterd. Vyjimku tvofil kmen A. lanthieri LMG 28517, ktery
vykazoval ptezivani na konstatnti trovni az do 30 minut expozice, avSak po 60 minutach byl
jiz i tento kmen inhibovan. Extrakt z oleje Kyosos byl schopen inhibovat rist v§ech kmeni jiz
v Case teo. Kmeny A. cryaerophilus UPa 2013/13 a A. thereius LMG 24488 dokonce Vv Case tzo.
To potvrzuje, Ze tento olivovy extrakt obsahoval dostatek antimikrobidlnich latek, diky kterym
byla schopnost ristu potlatena. Extrakt z oleje Kyosos vykazoval velice podobné ucinky jako
extrakt z oleje Ballester.

V pfipadé¢ srovnavacich mikroorganismu (graf ¢. 4), byl testovany kmen
Escherichia coli CCM 3954 schopen piezivat expozici po 1 hodiné, dokonce i po 24 hodinach,
aviak to jiz pouze V poctu 4,5x10! cfu/ml. Trend riistu je opét klesajici a riist u tohoto kmene
je podobny jako u ptedchoziho extraktu z oleje Ballester.

Na zvoleny kmenem Staphylococcus aureus CCM 4223 (graf ¢. 4), pusobil extrakt
neu¢inngji. S. aureus nebyl schopen piezivat po 30 minutach. Z ¢ehoz vyplyva, ze extrakt
z oleje Kyosos opét obsahoval antimikrobialni latky, které nejlépe inhibovaly grampozitivni

bakterii.
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Pocty prezivsich bunék (cfu/ml)

4.1.3 Smésny olej Ondoliva

V nasledujicich grafech jsou zaznamenany pocty prezivsich bunék po casové expozici,

ve vodné fazi smésného olivového oleje Ondoliva (graf ¢. 5-6).

50000
M A. butzleri CCUG 30484
45000
A. butzleri UPa 2013/8
40000
— A. cryaerophilus CCM 7050
£ 35000
‘-g A. cryaerophilus UPa 2013/13
~ 30000 _
o A. thereius LMG 24488
>
o]
25000
S A. lanthieri LMG 28517
> -
55 20000 L]
>8 ]
o =
2 15000
>0
[e]
a.
10000
0 % AR e
t0 t5 t10 t30 t60 t3h téh t24h

Casova expozice (min, hod)

Graf &. 5: Piezivani vybranych kment rodu Arcobacter v ptitomnosti 90 % vodné faze oleje Ondoliva.
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Graf &. 6: Piezivani srovnavacich kment v ptitomnosti 90 % vodné faze oleje Ondoliva
A — Escherichia coli CCM 3954, B — Staphylococcus aureus CCM 4223.
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Z divodu nizsi antimikrobidlni aktivity dalSich vzorkd olejovych extraktl bylo dale
zvoleno vice expozi¢nich ¢asu pro jednotliva testovani, jak je patrné z nasledujicich grafa
¢. 5-10. V grafu ¢. 5 byla zaznamendna zavislost piezivani arkobakteri v extraktu
ze smésného oleje Ondoliva. Po 3 hodinach doslo k znacnému snizeni schopnost piezivani
arkobakter( a plna inhibice nastala az po 6 hodinach expozice. Podobny pribéh jako kmen
A. butzleri CCUG 30484 vykazoval i izolat A. butzleri UPa 2013/8, ktery ale dokazal piezivat
i po 6 hodinach, a to v podtech 4,9x10? cfu/ml. Byl jedinym akrobakterem, ktery po takto
dlouhé expozici piezival. Kmeny A. cryaerophilus CCM 7050 a A. cryaerophilus UPa 2013/13
mély pribeh prezivani velice podobny, jejich pfezivani bylo silné potlaceno po 3 hodinach
expozice. Po Sesti hodinach ani jeden kmen nebyl schopen pfezivat. Ve srovnani s pfedchozimi
extrakty byl trend piezivani A. lanthieri LMG 28517 i A. thereius LMG 24488 vyssi. Dokonce
kmen A. lanthieri LMG 28517 byl velmi odolnym kmenem, a po tficeti minutach piezival
nejvice ze viech testovanych arkobakterti. Zadny z kmenti nepfezival po 24 hodinach. Trend
vysledkl casovych zévislosti byl klesajici u vSech vybranych kmenti arkobakteri. Extrakt
z oleje Ondoliva byl schopen inhibovat rist vSech kmenti az po 6 hodinach, coz potvrzuje nizsi
schopnost inhibice oproti pfedchozim extrakttim.

Testovany srovnavaci kmen Escherichia coli CCM 3954 (graf €. 6) byl schopen piezivat
po viech zvolenych expozicich, dokonce tvofil kolonie po 24 hodinach v poétu 2x102 cfu/ml.
Trend ristu je opét klesajici, priib&h prezivani u tohoto kmene je podobny jako u pfedchoziho
extraktu z oleje Kyosos.

Druhy zvoleny srovnavacim kmenem Staphylococcus aureus CCM 4223 (graf €. 6), byl
schopen pieZivat po 6 hodinach, viditelna inaktivace byla aZ po 24 hodinach expozice, cozZ je
oproti piedchozim extraktiim podstatné pomalej$i inhibice. Na oba srovnavaci mikroorganismy
m¢él tento extrakt podobné ucinky, 1épe vSak inhiboval S. aureus CCM 4223. Extrakt nebyl
schopen potlacit rist po krat$i expozici. Z ¢ehoz vyplyva, ze extrakt z oleje Ondoliva nebyl
dostate¢né silny, aby znemoznil piezivani vybranych mikroorganismii, jako extrakty z oleje

Ballester a Kyosos.
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Pocty prezivsich bunék (cfu/ml)

4.1.4 Rafinovany olej Borges

V nasledujicich grafech jsou zaznamenany pocty prezivsich bunék po Casové expozici,

ve vodné fazi rafinovaného oleje Borges (graf ¢. 7-8).
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Graf ¢&. 7: Piezivani vybranych kment rodu Arcobacter v pfitomnosti 90 % vodné faze oleje Borges.
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Graf €. 8: Piezivani srovnavacich kment v pfitomnosti 90 % vodné faze oleje Borges
A — Escherichia coli CCM 3954, B — Staphylococcus aureus CCM 4223.
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V grafu ¢ 7 je zaznamendna zavislost piezivani arkobakterd v extraktu
z rafinovaného oleje Borges. Jak muzeme vidét v grafu, nejvice prezivani kmene
A. buzleri CCUG 30484 bylo az do hodinové expozice téméf konstantni. AZ po 3 hodinach
doslo k velkému snizeni pieZivani a po 6 hodinach uz tento kmen nebyl v tomto vzorku schopen
vibec piezivat. Kmen A. butzleri UPa 2013/8 prezival taktéz konstantné, az po 30 minutach
dochézelo k nejvétsi inaktivaci bunék Po Sesti hodinach dokazal piezivat pouze v poétech
1,9x10? cfu/ml. Odlisny pribéh prezivani vykazoval kmen A. cryaerophilus CCM 7050, ktery
po 10 minutach expozice piezivani zvysil. Dokonce byl schopen ptezivat po 6 hodinach
expozice v podtech 1,1x10° cfu/ml. Stejné tak i izolat A. cryaerophilus UPa 2013/13, ktery
vykazoval konstantni priibéh pfezivani az do jedné hodiny. Byl schopen piezivat po 6 hodinach
expozice, kdy tvoiil téméf 2x10% cfu/ml, nejvice ze viech testovanych arkobakterd. Trend
vysledku piezivani se u kmene A. lanthieri LMG 28517 vyznamné nelisil, nejvétsi inaktivace
probéhla az po 24 hodindch expozice. Kmenem, ktery byl nejdiive inhibovan byl
A. thereius LMG 24488, jiz po 30 minutach expozice doslo ke snizeni pfezivani a jako jediny
z arkobakterti neptezival po 3 hodinach expozice. Trend vysledkii ¢asovych zavislosti byl
klesajici a nejvyznamnéjsi inhibice u akrobakterd probéhla az po 6 hodinach. Extrakt z oleje
Borges byl schopen inhibovat rist v§ech kmenti az po 24 hodinéch.

Co se tyka srovndvaciho kmene Escherichia coli CCM 3954 (graf ¢. 8), byl schopen
prezivat po vSech zvolenych ¢asovych expozicich, dokonce piezival po 24 hodinach,
a po 48 hodinach pteZzivani jesté znasobil na podet 2x10* cfu/ml. Extrakt z oleje Borges tedy
nebyl schopen rust E. coli CCM 3954 vubec inhibovat. E. coli dosahovala nejvyssich pocta
prave v extraktu z oleje Borges.

Dalsi zvoleny srovnavaci kmene Staphylococcus aureus CCM 4223 (graf ¢. 8),
vykazoval viditelnou inhibici az po 24 hodinach jako v pfedchozim extraktu. Z ¢ehoZz vyplyva,
ze extrakt z oleje Borges dokazal rust S. aureus oproti E. coli potladit. Antimikrobialni
vlastnosti extraktu oleje Borges byly velmi slabé oproti pfedchozim extraktiim, coz naznacuji

1 vysoké hodnoty pfeZivani u srovnavacich mikroorganismi.
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Pocty prezivsich bunék (cfu/ml)

4.1.5 Olej z pokrutin

V nasledujicich grafech jsou zaznamenany pocty prezivsich bunék po Casové expozici,

ve vodné fazi oleje z pokrutin (graf ¢. 9-10).
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Graf €. 9: PfeZivani vybranych kmenti rodu Arcobacter v ptitomnosti 90 % vodné faze oleje z pokrutin.
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Graf ¢&. 10: Pfezivani srovnavacich kment v pfitomnosti 90 % vodné faze oleje z pokrutin
A — Escherichia coli CCM 3954, B — Staphylococcus aureus CCM 4223.
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Pro posledni kultivaci (graf ¢. 9) byla zaznamenana zavislost pfezivani arkobakterii
v extraktu oleje z pokrutin. Ze vSech testovanych extrakti byla zaznamenana nejvyssi aktivita
A. buzleri CCUG 30484 praveé v extraktu z pokrutin. Trend piezivani zacal zna¢né klesat
po jedné hodin¢€ expozice, ale po 6 hodinach expozice byl stile kmen schopen piezivat
V poctech 6,7x10% cfu/ml. Kmen A. butzleri UPa 2013/8 dosahoval téméf konstantniho trendu
pfezivani az do jedné hodiny, po 3 hodinich expozice byla zaznamenana silnd inhibice,
po 6 hodinach expozice byl kmen taktéz schopen piezivat. Stejné tak i kmen A. cryaerophilus
CCM 7050 vykazoval podobny pribéh jako kmeny predchazejici, az do jedné hodiny expozice
vykazoval témét konstantni prubéh prezivani, ale po 6 hodinach expozice uz skoro nebyl
schopen piezivat. Kmen A. cryaerophilus UPa 2013/13 vykazoval taktéz obdobny prib&h
piezivani, piezival po 6 hodindch expozice v poctech 1,1x10% cfu/ml. Kmen A. lanthieri
LMG 28517 vykazoval odlisny prabéh, po 3 hodinach expozice byl prezivat nejvice ze vSech
testovanych arkobaktert, taktéz ptezival nejvice i po 6 hodinach expozice. Naopak kmenem,
ktery byl nejvice citlivym byl A. thereius LMG 24488, ktery témé&f nepiezival
po 3 hodinach expozice. Extrakt z oleje z pokrutin byl schopen inhibovat rist v§ech kment
az po 24 hodinach. To tedy potvrzuje, ze tento olivovy extrakt byl také malo uc¢inny a piezivani
nebylo potlaceno dfive stejné jako u extraktu Borges.

Srovnavaci mikroorganismu Escherichia coli CCM 3954 (graf ¢.10) vykazoval takika
neménnou zavislost prezivani. Tento kmen byl schopen piezivat po vSech zvolenych ¢asovych
expozicich, dokonce piezival po 72 hodinach expozice v poétu 2x10* cfu/ml. Extraktem
z pokrutin nedoslo k Zadnému ovlivnéni u kmene E. coli CCM 3954. Extrakt oleje z pokrutin
tedy nebyl schopen piezivani viibec inhibovat ani nijak ovlivnit.

Dalsi srovnavaci mikroorganismus, jimz byl kmen Staphylococcus aureus CCM 4223
(graf €. 10) snizil trend prezivani aZ po 24 hodinach expozice. Byl schopen pieZivat
i po 48 hodinach expozice v poétu 2,5x10° cfu/ml. Z toho plyne, Ze extrakt oleje z pokrutin
dokazal rast S. aureus oproti E. coli potladit.

Antimikrobidlni vlastnosti extraktu oleje z pokrutin byly velmi slabé, coz je zifejmé
ze vSech grafi. Extrakt oleje z pokrutin byl nejslabSim ze vSech testovanych oleji a nedokézal
plné potlacit prezivani vSech testovanych mikroorganismt. CoZ koresponduje i s dalsi studii

(viz kap. 4.5), stanoveni antioxida¢ni kapacity oleju.
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4.1.6 Diskuze ke kultivacnimu hodnoceni antimikrobidlniho G¢inku olejovych

extraktu

Jiz bylo publikovano né€kolik studii o antimikrobialni G¢innosti vybranych oleju, bylin,
koteni. Latky v olivovém oleji, zejména dialdehydova forma dekarboxymethylu, tj. oleuropein
vykazuje silné baktericidni ucinky (Brenes et al. 2007). Baktericidni u¢innost mnoha rtiznych
typt olivovych oleju byla studovana proti n¢kolika mikroorganismu in vitro (Medina et al.
2006).

Brenes et al. (2007) uvadi, Ze vSechny testované bakterie byly citlivé na panensky
olivovy olej, pficemz ucinek byl obecné vyssi proti grampozitivnim nezli gramnegativnim
bakteriim.

Grampozitivni  bakterie byly taktéz citlivgjsi viaci éterickym olejim  vice
nez gramnegativni bakterie, Staphylococcus aureus a Listeria monocytogenes patiili mezi
nejcitlivéjsi bakterie (Gutierrez et al. 2008). Silna inhibi¢ni aktivita byla zaznamenana také proti
kmentm Salmonella enterica subs. enterica, Yersinia sp. a Shigella sonnei. Olivové oleje navic
vykazovaly baktericidni G¢inky proti stievnim mikroorganismiim Escherichia coli
a Clostridium perfringens (Brenes et al. 2007).

Toto tvrzeni potvrzuje vysledky z mé studie, bakterie S. aureus byla inhibovana
v extraktu z olivovych oleji nejdiive a neptezivala takovou expozici jako ostatni testované
gramnegativni bakterie. Escherichia coli nebyla schopna piezivat po 24 h expozici v extraktech
z extra panenskych olivovych oleja.

Radford et al. (1991) potvrdil rychlejsi devitalizaci S. enterica a L. monocytogenes ve
vejcich a majonéze, ktera byla vyrobena z panenského olivového oleje nez v té, kterd byla
pfipravena ze sluneénicového oleje. Naproti tomu vSechny buniky L. monocytogenes byly
usmrceny po 30 minutdch v panenském olivovém oleji (Brenes et al. 2007). V mé studii
grampozitivni bakterie S. aureus dokazala taktéz piezivat v extraktu z panenského olivového
oleje pouhych 30 minut.

Esencialni oleje, stejné jako olivové oleje jsou znamé pro své antimikrobialni
2016). Ela et al. (1996) naptiklad testovali 16 éterickych olejui s antimikrobialni uc¢innosti proti
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Aspergillus niger a Candida albicans, a to pomoci
difdzni metody. Zjistili, Ze bazalka a petrzel inhibovala rist S. aureus, E. coli, A. niger
a C. albicans (Ela et al. 1996, Elgayyar et al. 2001). V dalsi studii byly sledovany
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antimikrobidlni Uc¢inky 32 esencialnich oleji. Bylo zjisténo, Zze oregano bylo nejucinnéj$im
inhibitorem proti kvasinkdm (Conner a Beuchat 1984).

Medina et al. (2006) provedli dva experimenty, které hodnotily vliv fenolickych latek
na preziti vybranych mikroorganismii. Vysledky z prvniho experimentu potvrdily, ze ptezivani
S. sonnei bylo vyssi, pokud se zvySoval pomér pufru pii tvorbé extraktu z olivového oleje,
I z extraktu oleje z pokrutin. S tim souvisi, ze koncentrace polyfenoli klesala v extraktu
S vys§im obsahem pufru. V druhém experimentu byla srovnévana baktericidni u¢innost smési
olej—pufr a Cistého extraktu, opét byl testovan olivovy olej a olej z pokrutin. Piekvapivé pieziti
S. enterica v extraktu z olivového oleje bylo nejrychleji inaktivovano, dokonce vicenasobné,
nez ve smé&si olivovy olej—pufr. Extrakt oleje z pokrutin vykazoval podobné ucinky jako smés
olivovy olej—pufr, nejpomalejsi inaktivace byla stanovena u smési olej z pokrutin—pufr.
Olivovy olej vykazoval silnou antibakteridlni aktivitu a polyfenolovou aktivitu, se
kterou ale souvisi i dalsi faktory (napft. pH a teplota).

V dalsi studii byla zjisténa silna aktivita olejovych extrakti bohatych na fenolické
slouCeniny proti bakterii H. pylori. Latky z olivového oleje mohou pronikat do zalude¢ni §t'avy
a zUstavaji stabilni celé hodiny v kyselém prostiedi. Testované latky z oleje pusobily silné
baktericidné proti osmi testovanym kmentm H. pylori. Z testovanych fenolickych slouc¢enin
ve vodné fazi byl nejvice pfitomen hydroxytyrosol. Baktericidni koncentrace fenolickych
slou¢enin z oleji byla mnohem nizsi nez koncentrace fenolickych sloucenin z ¢aje, vina
a rostlinnych vytazkt. Extrakty byly u¢inné dokonce proti n€kterym kment, které jsou odolné
na antibiotika. Neju¢inngjsi latkou proti tomuto mikroorganismu z olivového oleje byla
vyhodnocena dialdehydova forma aglykonu dekarboxymethyl ligstrosid. Koncentrace
antibiotik, ktera jsou potiebna k usmrceni této bakterie je nizsi, ovSem olivovy olej je potravina
a ne lécivo, a proto jeho baktericidni aktivita by méla byt povazovana pouze za preventivni
(Romero et al. 2007).
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4.2 Vliv olejovych extrakti na biofilmovou aktivitu vybranych bakterii

4.2.1 Stanoveni ,,cut of score“ BHI bujonu

Mikrotitracni desticka pro ur¢eni hodnoty BHI bujonu byla pfipravena identicky,
jako desticka pro ptipravu biofilmu. Zjisténim hodnoty, kterou vykazuje BHI bujon a jeho
slozky v procesu barveni krystalové violeti bylo mozné ziskat skuteény a realny pohled
na tvorbu biofilmu jednotlivych sledovanych kment.

Byla proméfena absorbance na piistroji Tecan a vypocten median (0,123) a smérodatna
odchylka (0,0103) z naméfenych vysledki. Hodnota medidnu ze vSech méfeni byla nasledné

vynesena do grafii a znazornéna ¢ervenou barvou.

Tabulka €. 3: Vysledné hodnoty absorbanci kryst. violeti v desti¢ce po obarveni nezaotkovaného BHI bujonu.

A B C D E F G H
1 0,1163 0,1198 0,1216 0,1289 0,1244 0,1185 0,1246 0,1165
2 0,1261 0,1196 0,1259 0,1278 0,1267 0,0839 0,1252 0,1271
3 0,1181 0,1209 0,1246 0,1208 0,1215 0,1201 0,1255 0,1208
4 0,1217 0,1295 0,1265 0,1251 0,1258 0,1143 0,1158 0,1191
5 0,1220 0,1230 0,1241 0,1190 0,1206 0,1165 0,1199 0,1174
6 0,1198 0,1243 0,1250 0,1255 0,1262 0,1240 0,1246 0,1282
7 0,1159 0,1161 0,1246 0,1187 0,1189 0,1172 0,1275 0,1251
8 0,1200 0,1221 0,1238 0,1181 0,1204 0,1187 0,1150 0,1245
9 0,1206 0,1138 0,1231 0,1196 0,1157 0,1233 0,1238 0,1233
10 0,1177 0,1209 0,1148 0,1149 0,1232 0,1280 0,1296 0,1268
11 0,1221 0,1264 0,1245 0,1229 0,1271 0,1232 0,1260 0,1189
12 0,1146 0,1274 0,1239 0,1207 0,1219 0,1235 0,1259 0,1229
Tabulka €. 4: Vysledné hodnoty absorbanci kryst. violeti v desti¢ce po obarveni nezaotkovaného BHI bujénu.
A B C D E F G H
1 0,1223 0,1257 0,1260 0,1254 0,1258 0,1273 0,1270 0,1218
2 0,1515 0,1562 0,1689 0,1613 0,1722 0,1616 0,1586 0,1680
3 0,1196 0,1163 0,1252 0,1177 0,1243 0,1238 0,1269 0,1511
4 0,1131 0,1281 0,1324 0,1272 0,1256 0,1386 0,1187 0,1422
5 0,1157 0,1281 0,1225 0,1209 0,1156 0,1202 0,1222 0,1294
6 0,1198 0,1188 0,1169 0,1202 0,1257 0,1201 0,1210 0,1188
7 0,1190 0,1166 0,1096 0,1197 0,1207 0,1319 0,1244 0,1270
8 0,1564 0,1210 0,1239 0,1154 0,1177 0,1318 0,1196 0,1300
9 0,1200 0,1135 0,1153 0,1151 0,1250 0,1262 0,1210 0,1188
10 0,1152 0,1137 0,1166 0,1145 0,1189 0,1224 0,1297 0,1250
11 0,1151 0,1212 0,1237 0,1162 0,1214 0,1318 0,1200 0,1259
12 0,1172 0,1286 0,1150 0,1265 0,1182 0,1253 0,1210 0,1302
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4.2.2 Vysledky tvorby biofilmu pro jednotlivé olivove oleje

Pro zjisténi tvorby biofilmu byla pouzita modifikovana Christensenova metoda.
Christensenova metoda a jeji modifikace patii k nejcastéji vyuzivanym metoddm pro prikaz
biofilmu. Tato metoda je vhodnd pro prikaz grampozitivnich 1 gramnegativnich
mikroorganismi. Vyhoda oproti zkumavkové metodé je piedevsim v interpretaci a vysledky
nejsou zatizeny subjektivni chybou pii odectu (Christensen et al. 1985)

Casto vyuzivana doba kultivace pii stanoveni biofilmové aktivity je 18 hodin
(Christensen 1982). Dale se vyuziva také kultivace 24-48 hodin (Freeman et al. 1989, Mulder
a Degener 1998). V publikacich, které se zabyvaji studiem biofilmu se ¢asto autofi neshoduji,
jaké médium je pro tvorbu biofilmu nejvhodné&jsi. Napiiklad je pro tvorbu biofilmu vhodné
zvolit TSB médium (Baldassari et al. 1993). Dale Ize zvolit MHB médium (Duarte et al. 2015)
nebo BHI bujon (Knobloch et al. 2002). Kultivaéni teplota, ktera je idealni pro tvorbu biofilmu
je 30-37 °C (Duarte et al. 2015, Freeman et al. 1989, Stepanovic et al. 2001).

Schopnost tvorby biofilmu byla sledovana u Sesti kment rodu Arcobacter a kment
srovnavacich (viz kap. 3.2), a to pii zvolenych koncentracich vodnych extrakti (viz obrazky
¢. 16-23).
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4.2.2.1 Tvorba biofilmu kmene Arcobacter butzleri CCUG 30484

Na obrazku ¢. 16 jsou wuvedeny vysledky tvorby biofilmu u kmene
Arcobacter butzleri CCUG 30484 v ptitomnosti vodnych extraktu pfipravenych z vybranych
vzorku oleji. Hodnota, vypovidajici o extrakty neovlivnéné biofilmové aktivité daného kmene,
se pohybuje v hodnotach A =0,120-0,150. Dany kmen je tedy biofilmpozitivnim kmenem.

Schopnost Arcobacter butzleri navazat se k riznym povrchim a velmi snadno tvofit
biofilm, potvrzuji Cetné studie. Vysledky ukazuji, ze pocet bunék clenénych do biofilmu
Arcobacter butzleri zavisi na délce expozice a také teploté (Assanta et. al 2002).

Trend tvorby biofilmu zaznamenany pro ruzné koncentrace olejového extraktu byl
viceméné podobny pro vSechny testované vzorky olejovych extraktl. Biofilmova aktivita byla
zpravidla na témér konstantni urovni, avsak ke zvySené tvorbé biofilmu dochézelo pii nejvyssi
koncentraci testovanych extraktl. To lze vysvétlit stresovymi podminkami, ve kterych jiz
bakterie nedokéazaly piezivat v planktonni form¢ a ihned tvofily biofilmovou strukturu.
V ptipadé vodného extraktu z oleje Ondoliva (graf C) je patrny vyrazny narist tvorby biofilmu
az k hodnoté Asgs = 0,32 jiz pii koncentraci 0,088 %. To tedy doklada, ze olivovy extrakt
koncentraci. Avsak v dalSich vyssich koncentracich extraktu, které byly sledovany ve vztahu

ke tvorbé biofilmu, jiz dochazelo k postupnému snizovani biofilmové aktivity.
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Obrazek ¢. 16: Tvorba biofilmu kmene Arcobacter butzleri CCUG 30484 v ptitomnosti extraktl z oleji

A — extrakt z oleje Ballester, B — extrakt z oleje Kyosos, C — extrakt z oleje Ondoliva, D — extrakt z oleje Borges,

E — extrakt z oleje z pokrutin; ¢ervena linie — hodnota absorbance BHI bujonu (Asgs = 0,125)
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4.2.2.2 Tvorba biofilmu kmene Arcobacter butzleri UPa 2013/8

Na obrazku ¢. 17 jsou zaznamenany kiivky tvorby biofilmu u kmene Arcobacter butzleri
UPa 2013/8 v ptitomnosti vodnych extraktl pfipravenych z vybranych vzork oleji. Hodnota,
vypovidajici o extrakty neovlivnéné biofilmové aktivit¢ daného kmene, se pohybuje
v hodnotach A =0,125-0,255. Dany kmen je tedy biofilmpozitivnim kmenem.

Trend tvorby biofilmu zaznamenany pro rtizné koncentrace olejového extraktu byl
viceméné podobny pro v§echny testované vzorky olejovych extrakti. Biofilmova aktivita byla
zpravidla na téméf konstantni urovni, avSak ke zvySené tvorbé biofilmu dochézelo pii nejvyssi
koncentraci testovanych extrakti. To lze vysvétlit stresovymi podminkami, ve kterych jiz
bakteriec nedokazaly piezivat v planktonni formé a ihned tvofily biofilmovou strukturu.
Ve vodném extraktu z oleje Ballester (graf A) byl zaznamenan narist tvorby biofilmu
koncentraci (45%) doslo ke snizeni biofilmové aktivity. V piipadé vodného extraktu z oleje
Ondoliva (graf C) je opét patrny vyrazny narlst tvorby biofilmu aZ k hodnoté Asgs = 0,28,
jiz pti koncentraci 0,088 %. To tedy doklada, ze olivovy extrakt obsahoval latky, na které tento
kmen reagoval zvySenou tvorbou biofilmu jiz pfi nejnizsi koncentraci. Avsak v dalSich vyssich
koncentracich extraktu, které byly sledovany ve vztahu ke tvorbé biofilmu, jiz dochazelo
K postupnému snizovani biofilmové aktivity. V grafu D, ve vodném extraktu z oleje Borges
byla zaznamendna rostouci biofilmova aktivita az do koncentrace 45 % a s nejsilnéjsi
koncentraci vodného extraktu doSlo k prudkému sniZeni biofilmové aktivity aZz k hodnoté

A595 = 0,22.
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Obrazek ¢. 17: Tvorba biofilmu kmene Arcobacter butzleri UPa 2013/8 v ptitomnosti extrakti z oleji
A — extrakt z oleje Ballester, B — extrakt z oleje Kyosos, C — extrakt z oleje Ondoliva, D — extrakt z oleje Borges,

E — extrakt z oleje z pokrutin; ¢ervena linie — hodnota absorbance BHI bujonu (Asgs = 0,125)
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4.2.2.3 Tvorba biofilmu kmene Arcobacter cryaerophilus CCM 7050

Na obrazku ¢. 18 jsou wuvedeny vysledky tvorby biofilmu u kmene
Arcobacter cryaerophilus CCM 7050 vV pfitomnosti pfipravenych vodnych extraktd
z vybranych vzorkl oleji. Hodnota, vypovidajici o extrakty neovlivnéné biofilmové aktivité
daného kmene, se pohybuje vhodnotach A = 0,120-0,170. Dany kmen je tedy
biofilmpozitivnim kmenem.

Trend tvorby biofilmu zaznamenany pro rizné koncentrace olejového extraktu byl
velice podobny pro vSechny testované vzorky olejovych extraktl, nebyly zaznamenany zadné
odchylky. Biofilmova aktivita byla zpravidla na téméf konstantni urovni, avSak ke zvysené
tvorbé biofilmu dochazelo pii nejvyssi koncentraci testovanych extrakti. To lze vysvétlit
stresovymi podminkami, ve kterych jiz bakterie nedokazaly piezivat v planktonni formé a ihned
tvofily biofilmovou strukturu. Ve vodném extraktu z oleje z pokrutin (graf E) byl zaznamenén
silny nartst tvorby biofilmu pii nejvyssi testované koncentraci 90 %, a to az k hodnoté
Asgs = 0,22. Ze vSech testovanych extrakti bylo nejvétsi viditelné zvySeni zaznamenano prave
u extraktu z pokrutin. To tedy doklada, ze olivovy extrakt obsahoval latky, na které tento kmen

reagoval zvySenou tvorbou biofilmu az pfi nejvyssi testované koncentraci.
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Obrazek ¢. 18: Tvorba biofilmu kmene Arcobacter cryaerophilus CCM 7050 v ptitomnosti extraktd z oleji
A — extrakt z oleje Ballester, B — extrakt z oleje Kyosos, C — extrakt z oleje Ondoliva, D — extrakt z oleje Borges,

E — extrakt z oleje z pokrutin; ¢ervena linie — hodnota absorbance BHI bujonu (Asgs = 0,125)



4.2.2.4  Tvorba biofilmu kmene Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13

Na obrazku ¢. 19 jsou zaznamenany vysledky tvorby biofilmu u kmene
Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13 v pfitomnosti vodnych extraktu, které byly pfipraveny
z vybranych vzorkl oleji. Hodnota, vypovidajici o extrakty neovlivnéné biofilmové aktivité
daného kmene, se pohybuje vhodnotach A = 0,120-0,170. Dany kmen je tedy
biofilmpozitivnim kmenem.

Trend tvorby biofilmu zaznamenany pro rtizné koncentrace olejového extraktu byl
obdobny pro vSechny testované vzorky olejovych extraktd, nebyly zaznamenany zadné
vyznamné zmény v trendu vSech ziskanych kiivek. Biofilmova aktivita byla zpravidla na témét
konstantni urovni, ke zvySené tvorbé biofilmu dochéazelo pii nejvyssi koncentraci vSech
testovanych extrakti. To lze vysvétlit stresovymi podminkami, ve kterych jiz bakterie
nedokazaly piezivat v planktonni formé a ihned tvoftily biofilmovou strukturu.

Trend naméfenych vysledki tvorby biofilmu byl u kmene A. cryaerophilus
UPa 2013/13 ve srovnani se ziskanymi vysledky biofilmu u A. cryaerophilus CCM 7050 témg&f
analogicky.
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Obrazek €. 19: Tvorba biofilmu kmene Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13 v piitomnosti extraktl z oleji
A — extrakt z oleje Ballester, B — extrakt z oleje Kyosos, C — extrakt z oleje Ondoliva, D — extrakt z oleje Borges,

E — extrakt z oleje z pokrutin; ¢ervena linie — hodnota absorbance BHI bujonu (Asgs = 0,125)



4.2.2.5 Tvorba biofilmu kmene Arcobacter lanthieri LMG 28517

Uvedené vysledky (graf ¢. 20) odpovidaji tvorbé biofilmu u kmene Arcobacter lanthieri
LMG 28517 v pfitomnosti pfipravenych vodnych extraktti z vybranych vzorkt oleji. Hodnota,
vypovidajici o extrakty neovlivnéné biofilmové aktivit¢ daného kmene, se pohybuje
okolo hodnoty A = 0,125. Dany kmen je tedy biofilmpozitivnim kmenem.

Trend tvorby biofilmu zaznamenany pro rtizné koncentrace olejového extraktu byl
témer podobny pro vSechny testované vzorky olejovych extraktl. Biofilmova aktivita byla
zpravidla na téméf konstantni Grovni, avSak ke zvySené tvorbé biofilmu mirné¢ dochazelo
pii nejvyssi koncentraci testovanych extraktii. To lze vysvétlit stresovymi podminkami,
ve kterych jiz bakterie nedokazaly ptezivat v planktonni formé a ihned tvofily biofilmovou
strukturu. V piipad¢ vodného extraktu z oleje Ondoliva (graf C) je patrny vyrazny narust
tvorby biofilmu az k hodnoté Asgs = 0,21 jiz pfi koncentraci 2,813 %. To tedy doklada,
ze olivovy extrakt obsahoval latky, na které tento kmen reagoval zvySenou tvorbou biofilmu
jiz pti tak nizké koncentraci. V dalSich vys$Sich koncentracich extraktu, které byly sledovany
ve vztahu ke tvorbé biofilmu, byla biofilmova aktivita konstantni az do koncentrace 45 %
(Asos = 0,219), s nejvyssi koncentraci ale naopak dochazelo k prudkému snizeni biofilmové

aktivity na hodnotu Asgs = 0,145.
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Obrazek ¢. 20: Tvorba biofilmu kmene Arcobacter lanthieri LMG 28517 v pfitomnosti extraktl z oleju
A — extrakt z oleje Ballester, B — extrakt z oleje Kyosos, C — extrakt z oleje Ondoliva, D — extrakt z oleje Borges,

E — extrakt z oleje z pokrutin; ¢ervena linie — hodnota absorbance BHI bujonu (Asgs = 0,125)
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4.2.2.6 Tvorba biofilmu kmene Arcobacter thereius LMG 24488

Na obrazku ¢. 21 jsou uvedeny vysledky tvorby biofilmu u kmene Arcobacter thereius
LMG 24488 v ptitomnosti pfipravenych vodnych extraktti z vybranych vzorkt oleji. Hodnota,
vypovidajici o extrakty neovlivnéné biofilmové aktivit¢ daného kmene, se pohybuje
v hodnotach A =0,125. Dany kmen je tedy biofilmpozitivnim kmenem.

Trend tvorby biofilmu zaznamenany pro rtizné koncentrace olejového extraktu byl
takika stejny pro vSechny testované vzorky olejovych extraktl. Biofilmova aktivita byla
zpravidla na témét konstantni irovni, nedochazelo k zadnému vyznamnému vykyvu biofilmové
aktivity, avSak ke zvySené tvorbé biofilmu mirn¢ dochazelo pii nejvyssi koncentraci
testovanych extraktd. To lze vysvétlit stresovymi podminkami, ve kterych jiz bakterie
nedokézaly prezivat v planktonni formé¢ a ihned tvoftily biofilmovou strukturu. Vsechny
testované extrakty z olejii viceméné vyznamné neovlivnily priabéh biofilmové aktivity u tohoto

kmene.
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Obrazek ¢. 21: Tvorba biofilmu kmene Arcobacter thereius LMG 24488 v ptitomnosti extraktd z oleju
A — extrakt z oleje Ballester, B — extrakt z oleje Kyosos, C — extrakt z oleje Ondoliva, D — extrakt z oleje Borges,

E — extrakt z oleje z pokrutin; ¢ervena linie — hodnota absorbance BHI bujonu (Asgs = 0,125)
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4.2.2.7 Tvorby biofilmu kmene Escherichia coli CCM 3954

Na obrazku ¢. 22 jsou uvedeny vysledky tvorby biofilmu u kmene Escherichia coli
CCM 3954 v ptitomnosti vodnych extrakti z vybranych vzorkl oleji. Hodnota, vypovidajici
o extrakty neovlivnéné biofilmové aktivit¢ daného kmene, se pohybuje v hodnotach
A =0,125-0,162. Dany kmen je tedy biofilmpozitivnim kmenem.

Trend tvorby biofilmu zaznamenany pro rtizné koncentrace olejového extraktu byl
podobny pro vSechny testované vzorky olejovych extraktli. Biofilmova aktivita byla témér
na konstantni urovni, ke zvySené tvorbé biofilmu dochdzelo pfi nejvyssi koncentraci
testovanych extraktii. To lze vysvétlit stresovymi podminkami, ve kterych jiz bakterie
nedokézaly piezivat v planktonni formée a ihned tvofily biofilmovou strukturu.

V ptipadé vodného extraktu z oleje Ballester (graf A) je patrny nartist tvorby biofilmu
extrakt obsahoval latky, na které tento kmen reagoval zvySenou tvorbou biofilmu
jiz pti tak nizké koncentraci. V dalSich vys$Sich koncentracich extraktu, které byly sledovany
ve vztahu ke tvorb¢ biofilmu, byla biofilmova aktivita konstantni az do nejvyssi testované
koncentrace 90 %. V nejslabsich vodnych extraktech (graf D a E) byla biofilmova aktivita
taktka konstatnti, ale poté byl zaznamendm vysoky ndrlst biofilmové aktivity u nejsilné;si

testované koncentrace (90 %) az k hodnotdm Asgs = 0,230-0,265.
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Obrazek ¢. 22: Tvorba biofilmu kmene Escherichia coli CCM 3954 v piitomnosti extrakti z oleju

A — extrakt z oleje Ballester, B — extrakt z oleje Kyosos, C — extrakt z oleje Ondoliva, D — extrakt z oleje Borges,

E — extrakt z oleje z pokrutin; ¢ervena linie — hodnota absorbance BHI bujonu (Asgs = 0,125)
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4.2.2.8 Tvorba biofilmu kmene Staphylococcus aureus CCM 4223

Na obrazku ¢. 23 jsou uvedeny vysledky tvorby biofilmu u kmene Staphylococcus
aureus CCM 4223 v pritomnosti pfipravenych vodnych extraktti z vybranych vzorka oleju.
Hodnota, vypovidajici o extrakty neovlivnéné biofilmové aktivité¢ daného kmene, se pohybuje
v hodnotach A = 0,201-0,559. Dany kmen je tedy biofilmpozitivnim kmenem. Hodnoty
absorbance tedy znaci, ze kmen vykazoval nejvétsi biofilmovou aktivitu ze vSech zvolenych
mikroorganisma.

Trend tvorby biofilmu zaznamenany pro rizné koncentrace olejového extraktu byl
podobny pro vSechny testované vzorky olejovych extrakti. Biofilmova aktivita byla témér
na konstantni trovni, ke zvySené tvorb€ biofilmu dochazelo pfi koncentraci 22,5 % u vSech
testovanych extraktl. Zavislost naméfenych vysledkt u kmene Staphylococcus aureus CCM
4223 byl velice zajimava.

V piipadé vSech vodnych extraktl z olejli bylo nejzajimavéjsi casti rozmezi koncentraci
22,5 %90 %. Jak je patrné ze vSech grafli, vysoky nartst tvorby biofilmu zacal od koncentrace
22,5 %. U 45 % koncentrace byla naméfena biofilmova aktivita nejvyssi pro vSechny olejové
extrakty. To tedy doklada, ze olivové extrakty obsahovaly latky, na které tento kmen reagoval
zvySenou tvorbou biofilmu. Vyhodnocené absorbance biofilmové aktivity dosahovaly rozmezi
Asgs = 0,400-0,830. V nejvyssich koncentracich extraktl, které byly sledovany ve vztahu
ke tvorbé biofilmu, biofilmova aktivita prudce klesla az k hranici ¢ervené linii. CoZ znaci,

ze biofilmova aktivita byla zna¢né potlacena.

83



€

Absorbance pfi 595 n

Absorbance pfi 595 nm

Absorbance pfi 595 nm

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

©
©

m
o
[

Absorbance pti 595 n
© 0 o o o o
N W A~ 1 OO N

©
N

°
o

O & Ao N D LD © 0 o
P PP PP WS o

© H D P D AHL D090 D

R YV
Q. Q. N. I». (,). NN ’\/
Koncentrace vodného extraktu oleje (%) Koncetrace vodného extraktu oleje (%)

0.9
0.8

0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Absorbance pfi 595 nm

© O O
S P A2 P

Koncetrace vodného etraktu (%) Koncentrace vodného extraktu oleje (%)

O @ A0 PP DO D0 oD O P A D PP DD
PR A PV 9 F XA @ &V

Q P A0 OV & O OO H M 9 O O

SORONIR S LN SN IO B R S MRS

SN PN
Koncentrace vodného extraktu oleje (%)

Obrazek ¢. 23: Tvorba biofilmu kmene Staphylococcus aureus CCM 4223 v piitomnosti extraktii z olejt

A — extrakt z oleje Ballester, B — extrakt z oleje Kyosos, C — extrakt z oleje Ondoliva, D — extrakt z oleje Borges,

E — extrakt z oleje z pokrutin; ¢ervena linie — hodnota absorbance BHI bujonu (Asgs = 0,125)
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4.2.3 Diskuze k vlivu olejovych extrakti na biofilmovou aktivitu bakterii

Biofilmova aktivita zavisela na daném extraktu, na ktery mikroorganismus reagoval
zvySenou, ¢i snizenou tvorbou biofilmu. Podobné chovani v extraktech vykazovaly kmeny
A. butzleri a také kmeny A. cryaerophilus. Zvolené extrakty nebyly tak silné, aby dokézaly
tvorbu biofilmu u arkobakterti a E. coli pln¢ potlacit. Co se tyka kmene S. aureus, pouze 90 %
olejové extrakty dokézaly biofilmovou aktivitu snizit. Stejné tak jako u kultivacni metody,
potlaceni tvorby biofilmu bylo efektivnéjsi pro grampozitivni mikroorganismus.

Rostlinné vytazky vykazuji omezenou bakteriostatickou aktivitu a ve skute¢nosti mnohé
extrakty podporuji rast planktonnich forem bakteridlnich bunék. Extrakty by mély mit
co nejvyssi obsah antimikrobialnich latek, aby byly schopny inhibice tvorby biofilmu (Quave
et al. 2008). Navic vétsina studii o antimikrobialni aktivité je omezena na analyzu
bakteriostatickych a baktericidnich vlastnosti rostlinnych extraktd. Dale se zkoumaji
mechanismy, jako napf. snizeni tvorby biofilmu prostfednictvim inhibice quorum sensing
(Quave et al. 2008, Rasmussen a Givskov 2006).

Byla studovana antimikrobialni a antibiofilmova aktivita koriandrového esencialniho
oleje a jeho hlavni slou¢eniny linaloolu proti kmentim Campylobacter jejuni a Campalobacter
coli, a také jejich vliv na systém QS. Vysledky studie prokazaly, ze obé slou¢eniny vykazuji
aktivitu proti kampylobakteram a inhibuji tvorbu biofilmu in vitro. Kromé toho vysledky
poukazuji na antibakterialni, antibiofilmovou aktivitu. CoZ naznacuje, ze koriandrovy extrakt
a linalool, by se mohly pouzivat v potravinaiském pramyslu, aby se prodlouzila skladovatelnost
potravin bez nutnosti chemickych piisad nebo konzervacnich latek (Duarte et al. 2016).

ProtoZe jsou akrobaktery velice podobné kampylobaktertim, s velkou pravdépodobnosti
by se pfi testovani akrobaktert dospélo k obdobnym vysledkim, proto by bylo zajimavé
otestovat prezivani a tvorbu biofilmu akrobakterti v extraktu koriandrového esencialniho oleje.

V dalsi studii bylo prokazano, Ze latka kurkumin, kterd byla extrahovana z kurkumy,
inhibuje tvorbu biofilmu uropatogent. Dokaze ovliviiovat QS u Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus mirabilis a Serratia marcescens. Potencial antibiofilmové aktivity
kurkuminu na uropatogeny, stejn¢ tak i jeho ucinnost proti vytvofenym biofilmim, byla
zkouman pomoci svételného mikroskopu a konfokélniho laserového skenovaciho mikroskopu.
Zjistilo se také, Ze 1é¢ba kurkuminem potlacuje faktory, které souvisi s QS, jako je produkce
exopolysacharidti, produkce alginatu a motilita uropatogenti. Dale bylo zdokumentovano,

ze kurkumin zvysuje citlivost kment na konven¢ni antibiotika (Packiavathy et al. 2014).
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V jiné studii byl zkouman t¢inek farnesolu na methicilin rezistentni a dalsi kmeny
S. aureus. Farnesol je latka s antimikrobidlnimi vlastnostmi, ktera inhibuje QS u zminénych
mikroorganismi. Pfi testovani Zivotaschopnosti a pii stanoveni tvorby biofilmu bylo
prokazano, ze farnesol inhibuje tvorbu biofilmu a ohroZuje integritu bunééné membrany.
Inhibice tvorby biofilmu byla Gspé&sné zaroven pii zvySovani antimikrobialni t¢innosti vSech
antibiotik, ke kterym byly kmeny citlivé. Bylo provedeno synergické testovani farnesolu
a gentamicinu na vytvotené biofilmy, které byly vystaveny riznym koncentracim obou latek.
Pozorovana senzibilizace rezistentnich kmenti na antimikrobialni latky a pozorovany
synergicky ucinek s gentamicinem naznacuji potencidlni aplikaci farnesolu jako adjuvantniho
terapeutického c¢inidla pro prevenci infekci souvisejicich s biofilmem a pro podporu zvraceni
rezistence vuéi 1ékiim. Zasadni je potieba rozvoje novych antimikrobialnich latek k 1é¢bé
rostouciho poctu infekci, kde odolnost vici antibiotikiim pfedstavuje vaznou hrozbu
v ptipadech, kdy se jedna pravé o biofilmy (Jabra-Rizk et al. 2006).

Dalsi studie potvrzuji, ze rostlinné extrakty a esencialni oleje maji antimikrobialni
potencidl, kterého by §lo vyuzit jako preventivni nebo 1é¢ebné terapie pro fadu onemocnéni.
I kdyz je to povzbudivé, je potieba dalsich klinickych studii. Je dulezité zjistit, zda by byl
1é¢ebny postup s extrakty vyhodny, bud’ samostatné nebo v kombinaci s konvenéni terapii.
Zejména studie, které se zabyvaji dostate¢nou ucinnosti, standardizaci extraktt a obsahu

ucinnych latek by ptinesly velkou hodnotu (Palombo 2009).
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4.3 Antioxida¢ni kapacita olejovych extraktu

Namétfené hodnoty pro kalibraéni zavislost byly zaznamenany do tabulky,
I (%) byla vypoctena dle nésledujiciho vztahu a déle byla vynesena do grafu:

Hodnota slepého vzorku ¢inila Asp = 0,587

Tabulka ¢. 5: Kalibracni fada — naméfené absorbance a

vypocitané hodnoty I (%)

¢ (ug/ml) A 1(%)
5 0,556 5,281
| (%) = Asp=Avz oo 10 0,508 13,458
Asp 15 0,473 19,421
20 0,452 22,998
25 0,375 36,116
40
35 ]
30
25
. @ y =1.4242x - 1.908
£ 20 . R2=0.9622
15
o,
10 ’
5 @’
0
0 5 10 15 20 25 30

Koncetrace Troloxu (ug/ml)

Graf ¢. 11: Kalibracni zavislost inhibice (%) na koncentraci latky Trolox.

87



Z rovnice regrese byly dale vypocitany hodnoty antioxidacni kapacity pro jednotlivé
vzorky olivovych oleji. Olivovy olej Ballester a Kyosos nebylo potieba pro piipravu vzorku
béhem méieni fedit do zvoleného rozsahu kalibra¢ni fady. Ostatni vzorky olejovych extraktu
bylo tieba upravit, jelikoz antioxida¢ni kapacita byla velmi slaba, proto se pro experiment

pouzily vzorky 3x koncentrovang;jsi.

Tabulka €. 6: Naméfené a vypocitané hodnoty antioxidacni kapacity pro vzorky olivovych extrakta.
vzorek * Vysledek ** Korekce
extraktu (ng/ml) (ng/ml)

A Primér A 1(%)

0,403
Ballester 0,403 0,4027 31,403 20,71 20,71
0,402

0,537
Kyosos 0,538 0,5373 8,461 4,601 4,601
0,537

0,452
Ondoliva 0,452 0,452 22,998 14,809 4,94
0,452

0,536
Borges 0,537 0,5363 8,631 4,721 1,57
0,536

0,543
pokrutiny 0,542 0,5427 7,553 3,963 1,32
0,543

* Antioxida¢ni kapacita (pg/ml).

** Antioxidaéni kapacita po zohlednéné upravé vzorku pied métenim (pug/ml).
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4.3.1 Diskuze k antioxida¢ni kapacité olejovych extrakti

Wilkins a Board uvedli, Ze vice nez 1 340 rostlin je zndmych jako potencialni zdroj
antimikrobidlnich a antioxida¢nich latek, ale jen malo jich bylo doposud védecky studovano
(Wilkins a Board 1989).

Brenes et al. testovali vodny extrakt z panenského olivového oleje, ktery vykazoval
nejsilngjs$i antibakterialni ucinky, poté vino, olivové oleje a cCajové vytazky. Nejvyssi
antimikrobidlni aktivitu z oleji vykazovaly panenské olivové oleje, nasledovaly olivové oleje
a oleje z pokrutin (Brenes et al. 2007). Coz potvrzuje i vysledky z nasi studie, nejvyssi
antimikrobidlni kapacitu vykazoval panensky olivovy olej.

Béhem n¢kolika poslednich let jsou latky s antioxida¢nimi G¢inky V popiedi zajmu
odbornikid nejen v medicing, ale i potravinaistvi, zejména diky pozitivnimi G¢inkiim na lidské
zdravi. Jsou to latky, které ve vhodné koncentraci dokazi zabranit oxidaci substratu.
Nahromadénim reaktivnich forem kysliku, dochdzi ke vzniku oxida¢niho stresu. Lidsky
organismus vyuziva antioxidac¢ni latky, aby eliminoval pravé reaktivni formy kysliku. Pro svoji
ochranu organismus nevyuzivd pouze antioxidanty, které se syntetizuji v téle, ale pfedevSim
antioxidanty z potravy (ovoce, zelenina, lusténiny, oleje aj.) (Fidler a Kolafova 2009). Mezi
nejvyznamnéjsi pfirodni antioxidanty patii vitamin E, vitamin C, fenolové latky a dalsi.
Antioxidanty, které se do potravin dodavaji by mély byt zdravotné¢ nezavadné a Gcinné
v nizkych koncentracich.

Antioxida¢ni aktivita je schopnost latky nebo smési latek inhibovat oxida¢ni degradaci
riznych sloucenin. Antioxida¢ni kapacita popisuje dobu trvani antioxida¢niho u¢inku,
ale antioxida¢ni aktivita je charakterizovana jako dynamika prubéhu antioxida¢niho procesu
pfi ur¢ité koncentraci antioxidantu. Antioxida¢ni ucinek latek je dan specifickou strukturou.
Kromé struktury ovliviiuje antioxidaéni aktivitu antioxidantii i pH a teplota (Sulc et al. 2007).

Poslednim testovanim bylo tedy stanoveni antioxida¢ni kapacity olejovych extraktd.
Ze ziskanych vysledki této diplomové prace vychazi, ze nejvyssi hodnoty antioxidacni
kapacity dosahoval extrakt zoleje Ballester, ktery dosahoval antioxida¢ni kapacity
20,71 pg/ml. Poté extrakt z oleje Kyosos 4,601 pg/ml, extrakt ze smésného oleje Ondoliva
4,94 pg/ml, extrakt z rafinovaného oleje Borges 1,57 pg/ml a extrakt z oleje z pokrutin
1,32 pg/ml. Vyznamna antioxidacni aktivita byla zjisténa u vétSiny olivovych extraktd, a to
souvisi i s jejich fenolickym obsahem (McDonald et al. 2001). Proto by bylo vyhodné zjistit,
jakeé presné fenolické latky v olejovych extraktech jsou nejvice zodpovédné za antimikrobidlni

aktivitu a také jejich pfesné mnozstvi.
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5 ZAVER

V této diplomové praci byla experimentaln¢ sledovana tvorba biofilmu v prostredni
vodnych extrakti z oleju a dale byla za pomoci kultivaéni metody sledovana schopnost bakterii
piezivat v pritomnosti vodnych extraktl z oleji. Naplni mé prace bylo zhodnotit G¢innost péti
vodnych extrakt z olivovych oleji proti osmi bakterialnim kmeniim. Experiment probihal se
Sesti vybranymi zastupci rodu Arcobacter a dvéma srovnavacimi mikroorganismy, jednalo se
o gramnegativni (E. coli CCM 3957) a grampozitivni (S. aureus CCM 4223) bakterii.

Vsechny vodné extrakty vykazovaly antimikrobialni schopnosti béhem kultiva¢nich
experimentt. Nejcitlivéj§im kmenem k testovanym extraktiim byl S. aureus CCM 4223, naopak
nejvice rezistentni bakterii byla E. coli CCM 3957. Nejodolngjsi bakterii z vybranych
arkobaktert v kultivaéni metodé byl A. butzleri CCUG 30484, naopak kmenem, ktery
neptezival v takové mife byl A. thereius LMG 24488, tento kmen byl vétSinou nejrychleji
inaktivovan olejovym extraktem. Ze v8ech testovanych extrakti byla nejvétsi antimikrobialni
kapacita zaznamenana u extraktu z extra panenského olivového oleje Ballester, ktery dokazal
inhibovat vSechny testované mikroorganismy, a to po 1 hodiné expozice. Extrakt z oleje
Ballester dosahoval antioxida¢ni kapacity 20,71 pg/ml. Naopak nejslabsi antimikrobialni
kapacitu vykazoval olej z pokrutin, u kterého se podatilo inhibovat pln€ pouze arkobaktery, ale
aZz po 24 hodinach expozice. Extrakt oleje z pokrutin dosahoval antioxidac¢ni kapacity
1,32 pg/ml.

VSechny testované bakteridlni kmeny byly biofilmpozitivni, srovnavaci
mikroorganismy vykazovaly oproti arkobakterim silngjsi tvorbu biofilmu. Ve tvorbé
bakterialniho biofilmu byl nejaktivnéjsi bakterii S. aureus CCM 4223, na tento kmen extrakty
ze vsech olejui pusobily velice podobné. Pii 45 % koncentraci vsech extrakta byla tvorba
biofilmu S. aureus potlacena na limitni hranici tvorby biofilmu, a poté se jiz tvorba biofilmu

nezvysila. U kmenu A. butzleri doslo v extraktu z oleje Ondoliva k znaénému zvyseni tvorby

cv v

v

koncentraci. U akrobaktert a E. coli CCM 3957 v rozmezi 45-90 % koncentraci extrakti
mnozstvi bakteridlniho biofilmu stouplo, coz ziejmé znacilo snahu bakterii o pfeziti
V neptiznivych podminkéch a rychlé soustfedéni do odolné&jsi formy biofilmu. Nejintenzivné;si
nariist biofilml u gramnegativnich bakterii byl detekovan prevazné u slabsSich extraktd. Zde

jsme se presveéddili, Zze jednotlivé bakterialni druhy se zna¢né lisi v narocich na kultivacni
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podminky a tim padem i v kvantité a kvalité vytvoireného biofilmu. Doposud se testovanim
olejovych extraktl na arkobaktery i dal$i mikroorganismy zabyvalo limitni mnozstvi praci a
bylo dosazeno minimalnich vysledku, proto by bylo zajimavé dale praci rozvinout a obohatit
tak ziskané informace. V piipadé n€kterych olivovych extrakri by se mohlo jednat o vyznamné

a u¢inné latky, které by byly urcené pro dalsi testovani. Aby mohly tyto slouceniny najit

vvvvv
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7 PRILOHY

Tabulky experimentalné naméfenych hodnot pro sestaveni grafii tvorby biofilm v ptitomnosti

jednotlivych extrakti:
Extrakt z oleje Ballester:

1) Arcobacter butzleri CCUG 30484

median 0121 0,119 0114 0111 0,109 0,114 0114 0113 0,116 0116 0115 0,142
medidn bez Gpravy | 0,121 0,19 0,114 0,111 0109 0113 0114 0113 0116 0115 0,115 0,143
smérodatna odchylka| 0,0038  0,0056  0,0028  0,0025 0,0027 0,0025 0,0023 0,0022 0,0028 00032 0,0029  0,0054

2) Arcobacter butzleri UPa 2013/8

median 0,161 0,64 062 0,160 0,160 0,159 0,157 052 0,156 0,144 0,131 0,150
medidnbez dpravy | 0,163 0,171 0,62 0,160 0,162 0,157 0,157 0152 0,153 0,143 0,131 0,150
smérodatna odchylka| 0,0084 0,0050 0,0055 0,0083 0,0100 0,005 0,0047 00052 0,0062 0,0041 0,0041 0,0032

3) Arcobacter cryaerophilus CCM 7050

medién 0,127 0,126 0122 0123 0124 0127 0,123 0123 0,125 0,127 0,129 0,148
medidn bez dpravy | 0,127 0,128 0,122 0,123 0125 0,127 0,123 07125 0,125 01127 0,127 0,152
smérodatnd odchylka| 0,0032  0,0039 0,0036 0,0027 0,0023 0,025 00042 00072 00040 00046 00062 0,0072

4) Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13

medién 0,126 0,121 0,121 0,118 0,119 0,121 0,121 0,120 0,122 0,126 0,124 0,161
medidn bez dpravy | 0,126 0,123 0,121 0,118 0,119 0,122 0,120 0,120 0,122 0,128 0,124 0,161
smérodatnd odchylka| 0,0019  0,0053 0,0050 0,0053 0,0043 0,0123 0,0063 0,0024 0,0047 0,0090 0,0103 0,0065

5) Arcobacter lanthieri LMG 28517

medién 0123 0,120 0125 0,123 04123 0123 0,120 0122 0,117 0123 0,118 0,134
medidn bez dpravy | 0,120 0,20 0,125 04123 0,123 0123 0120 0,121 0,117 0,123 0,118 0,133
smérodatna odchylka| 0,0056 0,0022 0,0055 0,0044 0,0056 0,0070 0,0066 00038 0,0049 00050 0,0043 0,0070
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6) Arcobacter thereius LMG 24488

median 0,125 0,113 0,117 0,118 0,118 0,119 0,119 0,119 0,116 0,118 0,119 0,141
median bez Upravy 0,123 0,113 0,117 0,118 0,118 0,120 0,119 0,119 0,116 0,118 0,119 0,140
smérodatna odchylka| 0,0058 0,0021 0,0025 0,0036 0,0019 0,0038 0,0029 0,0033 0,0047 0,0025 0,0028  0,0081

7) Escherichia coli CCM 3954

median 0,145 0,142 0,148 0,143 0144 0,44 0141 0157 0147 0141 0155 0,174
median bez Gpravy | 0,149 0,141 0,47 0,143 0,143 0,145 0,143 0,147 0,154 0,41 0,151 0,171
smérodatnd odchylka| 0,0138  0,0065 00119 0,0120 00122 00131 00117 00167 0,202 00132 00124 0,0144

8) Staphylococcus aureus CCM 4223

median 0,201 0,150 0,155 0,155 0,153 0,145 0,159 0,157 0,167 0,181 0,461 0,149
median bez Upravy | 0,194 0,150 0,153 0,155 0,153 0,156 0,155 0,157 0,167 0,180 0,439 0,151
smérodatnd odchylka| 0,0292  0,0053 0,0142 00198 0,0065 00112 0,0089 00081 00090 00162 0,0749 0,0067

Extrakt z oleje Kyosos:

1) Arcobacter butzleri CCUG 30484

medidn 0,136 0,128 0,130 0,131 0,132 0,133 0,132 0,126 0,127 0,124 0,128 0,145
median bez dpravy | 0,136 0,129 0,131 0,131 0,132 0,133 0,130 0,126 0,127 0,124 0,128 0,144
smérodatnd odchylka| 0,0047  0,0036 0,0020 0,0026 0,0038 0,0047 0,0072 00071 0,0037 0,0040 0,0041  0,0060

2) Arcobacter butzleri UPa 2013/8

median 0,206 0,188 0,189 0,177 0,178 0,181 0,167 0,171 0,157 0,152 0,147 0,138
median bez dpravy | 0,206 0,188 0,189 0,181 0,180 0,180 0,169 0,171 0,158 0,161 0,156 0,136
smérodatnd odchylka| 0,0357 0,0215 00207 00270 00121 0019 00123 00170 00161 0,0222 0,0253  0,0056

3) Arcobacter cryaerophilus CCM 7050

median 0,117 0,117 0,120 0,115 0,119 0,118 0,116 0,115 0,118 0,115 0,115 0,130
median bez dpravy | 0,117 0,117 0,120 0,116 0,119 0,117 0,117 0,115 0,114 0,115 0,113 0,130
smérodatnd odchylka| 0,0039 0,0042 0,0041 0,0040 0,0025 0,0067 0,0058 0,0024 0,0046 00023 0,0030 0,0097
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4) Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13

median 0,128 0,123 0,123 0,124 0,125 0,124 0,123 0,123 0,122 0,120 0,122 0,159
median bez upravy 0,125 0,123 0,123 0,122 0,126 0,124 0,123 0,123 0,119 0,118 0,122 0,159
smérodatna odchylka| 0,0093 0,0059 0,0111 0,0075 0,0066 0,0051 0,0028 0,0042 0,0070  0,0050  0,0068 0,0098

5) Arcobacter lanthieri LMG

median 0117 0,115 0,109 0120 0118 0,117 0114 04119 0115 0,118 0116 0,132
medidnbez dpravy | 0,117 0,115 0,109 04120 0,118 0,117 0114 04119 01115 0117 0116 0,132
smérodatna odchylka| 0,0012 0,032 0,0026 00032 0,0026 00036 00028 0,0026 00019 0,017 00041 0,0021

6) Arcobacter thereius LMG 24488

medidn 0,120 0120 0,125 0,121 0,123 0124 0128 0121 0123 0118 0,114 0,132
medidn bez Gpravy | 0,121 0,120 0,124 0128 0125 0125 0128 04121 0,123 0,120 0,114 0,135
smérodatnd odchylka| 0,0032  0,0039  0,0043 0,0052 0,0044 00055 00027 00070 00051 0,0052 0,0041 0,0077

7) Escherichia coli CCM 3954

medién 0,116 0,119 0,119 0,124 0,120 0,120 0,121 0,119 0,116 0,114 0,116 0,158
medidn bez Gpravy | 0,118 0,119 0,119 0,122 0,120 0,120 0,122 0,119 0,118 0,115 0,117 0,157
smérodatnd odchylka| 0,0052 0,0022 0,0048 0,0096 0,0028 0,0034 0,0034 00036 00054 0,0043 0,0055 0,0090

8) Staphylococcus aureus CCM 4223

median 0,352 0,416 0,374 0,407 0,423 0,368 0,322 0,304 0,250 0,396 0,486 0,137
median bez Gpravy | 0,358 0,421 0,377 0,407 0476 0,396 0,343 0,374 0,307 0,396 0,486 0,137
smérodatna odchylka| 0,0422 0,0609 00591 0,005 0,0771 0,0883 00726 00722 0,0720 0,0550 0,0888  0,0199

Extrakt z oleje Ondoliva:

1) Arcobacter butzleri CCUG 30484

medién 0,130 0,317 0280 0,248 0229 0,203 0,191 07154 0,148 0,129 0,125 0,174
median bez Gpravy | 0,132 0,319 0,288 0258 0,233 0204 0,183 0,163 0,148 0,136 0,128 0,180
smérodatnd odchylka| 0,0091  0,0144 0,205 00228 0,0145 00112 00182 00181 00122 00181 00152 0,0198
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2) Arcobacter butzleri UPa 2013/8

medién 0,152 0,278 0,251 0,229 0,210 0,184 0,177 0,157 0,150 0,142 0,143 0,145

median bez Gpravy | 0,152 0,278 0,252 0,230 0,227 0,193 0,172 0,185 0,151 0,150 0,147 0,145
smérodatna odchylka| 0,0078 0,0132 0,0110 0,0305 0,0214 0,0134 0,0132 0,0230 0,0101 0,0154 0,0098 0,0090

3) Arcobacter cryaerophilus CCM 7050

median 0,119 0,129 0,128 0,127 0,123 0,121 0,121 0,118 0,117 0,117 0,118 0,148

medidn bez pravy | 0,119 0,127 0,128 0,127 0,123 0,121 0,121 0,118 0,117 0,117 0,118 0,149
smérodatna odchylka| 0,0027  0,0048  0,0055 0,0070 0,0031 0,0021 0,0030 0,0022 00034 0,0046 0,0042  0,0099

4) Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13

medidn 0119 0121 0121 0,118 0,120 02122 0124 0122 0,121 0,120 0,117 0,140
mediénbez Gpravy | 0,119 0,21 0,123 0,118 0,120 04122 0124 0122 0,121 0,121 0,117 0,140
smérodatné odchylka| 0,0027 0,0038 0,0050 0,0042 0,0032 00039 0,0035 00040 0,0030 0,0050 0,005 0,0059

5) Arcobacter lanthieri LMG 28517

median 0117 0161 0,163 0,154 0,149 0,50 0,211 0211 0,207 0218 0219 0,145
0,117 0162 0166 0,157 04150 0,150 0,211 0,206 0,205 0225 0224 0,148
smérodatna odchylka| 0,0038  0,0072 00215 0,0168 00211 00064 00267 00226 0,0085 00184 00091 0,0130

median bez Upravy

6) Arcobacter thereius LMG 24488

medidn 0113 0113 0115 0114 0116 0120 0121 0127 0119 04122 0119 0,138
median bez Gpravy | 0,113 0,114 04115 0118 0,120 0125 0,126 04130 0120 0122 0121 0,138
smérodatna odchylka| 0,0032 0,057 00148 00110 00110 00110 00116 00106 00066 0,0030 0,0087 0,0108

7) Escherichia coli CCM 3954

medidn 0,161 0,177 0,164 0,164 0,160 0,153 0,145 0,154 0,146 0,165 0,175 0,194
median bez tpravy 0,164 0,175 0,164 0,164 0,161 0,155 0,145 0,154 0,146 0,161 0,167 0,205

smérodatnd odchylka| 0,0122 0,0109 0,0181 0,0155 0,0148 0,0088 0,0069 0,0121 00141 0,0122 0,0188  0,0490

8) Staphylococcus aureus CCM 4223

median 0,299 0,220 0,159 0,172 0,146 0,152 0,162 0,147 0,151 0,212 0,391 0,142
0,267 0,203 0,209 0,195 0,149 0,152 0,158 0,145 0,151 0,195 0,385 0,144
smérodatna odchylka| 0,0703  0,0354 0,0505 0,0206 0,0172 0,0236 00131 0,0140 0,0089 0,0342 0,0266  0,0427

median bez Gpravy
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Extrakt z oleje Borges:

1) Arcobacter butzleri CCUG 30484

median 0,155 0,150 0,55 0153 0,164 0,158 0,155 0,156 0,156 0,156 0,157 0,190
medinbez dpravy | 0,155 0,150 0,56 0,153 01164 0,158 0,155 0,156 0,156 0,158 0,155 0,196
smérodatn odchylka| 0,0056 0,0029 0,0054 0,0030 0,0059 0,0075 00064 0,0067 00072 0,0099 0,0048 0,0314

2) Arcobacter butzleri UPa 2013/8

median 0,258 0,249 0,256 0,258 0,273 0,258 0,258 0,272 0,300 0,317 0,341 0,220
median bez Gpravy 0,262 0,253 0,259 0,260 0,273 0,258 0,254 0,277 0,293 0,301 0,318 0,220
smérodatna odchylka| 0,0252  0,0152 0,0213 0,0154 0,0135 0,0249 00306 0,0277 00193 0,0282 0,0423 0,0454

3) Arcobacter cryaerophilus CCM 7050

medidn 0170 0,171 0175 0,179 04182 0,178 0,179 0185 0,177 0171 0,164 0,184
medidn bez dpravy | 0,170 02171 0,175 0179 0,182 04179 0,180 0,184 0,177 0171 0164 0,184
smérodatna odchylka| 0,0051 0,0032 0,0053 0,0030 00068 0,0084 00048 0,0089 00029 0,0043 00043 0,0073

4) Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13

median 0,179 0,189 0,198 0,207 0,190 0,177 0,174 0,181 0,179 0,173 0,155 0,190
medién bez Upravy 0,179 0,193 0,198 0,207 0,188 0,181 0,187 0,185 0,181 0,173 0,154 0,190
smérodatna odchylka| 0,0067 0,0313 0,0095 00144 00111 0,0095 0,0114 00067 00093 00082 00052 0,0140

5) Arcobacter lanthieri LMG 28517

median 0,116 0118 0,125 0127 0,126 0118 0,122 0117 0,118 0117 0115 0,139
medidnbez dpravy | 0,116 0,118 0,125 0,127 0126 0,118 0122 0116 01117 0116 0,115 0,153
smérodatné odchylka| 0,0057  0,0054 0,0038 0,0035 0,0064 0,0048 00044 00038 00021 0,0054 00028 0,0739

6) Arcobacter thereius LMG 24488

median 0,117 0,116 0,118 0,115 0,114 0,114 0,112 0,112 0,112 0,108 0,113 0,135
median bez Gpravy 0,113 0,117 0,118 0,115 0,114 0,114 0,113 0,112 0,112 0,108 0,113 0,148
smérodatna odchylka| 0,0060 0,0042 0,0022 0,0020 0,0019 0,0029 0,0033 0,0016 0,0050 0,0021 0,0015 0,0378
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7) Escherichia coli CCM 3954

median 0,162 0,169 0,157 0,158 0,171 0,159 0,165 0,152 0,133 0,141 0,138 0,265

median bez Gpravy | 0,162 0,166 0,156 0,158 0,166 0,159 0,164 0,152 0,133 0,140 0,138 0,248
smérodatna odchylka| 0,0095 0,0090 0,0092 0,0138 00162 00159 00191 0,0119 00107 00076 0,0092 0,0254

8) Staphylococcus aureus CCM 4223

median 0,559 0,681 0,683 0,750 0,702 0,693 0,714 0,694 0,583 0,633 0,825 0,150
median bez upravy | 0,559 0,681 0,686 0,778 0,702 0,693 0,699 0,685 0,604 0,674 0,812 0,153
smérodatna odchylka| 0,0589  0,0617 0,444 0,1205 0,0508 0,1099 00739 0,399 00769 00,1273 0,1031  0,0124

Extrakt z oleje z pokrutin:

1) Arcobacter butzleri CCUG 30484

median 0119 0114 0121 0122 0119 0113 0117 0114 0115 0118 0119 0,155
median bez tpravy | 0,119 0,114 0,122 02122 0119 04116 0117 0,114 0,115 0,118 01119 0,155

smérodatnd odchylka| 0,0057 00112 00049 00034 00036 00050 0,0048 000035 000030 0,0045 0,0041 0,0187

2) Arcobacter butzleri UPa 2013/8

median 0,127 0,126 0,129 0,125 0,128 0,129 0,127 0,120 0,123 0,127 0,133 0,166
median bez Gpravy | 0,127 0,126 0,128 0,125 0,129 0,129 0,127 0,123 0,124 0,123 0,133 0,177
smérodatna odchylka| 0,0034 0,0037 0,0044 00,0070 0,0085 0,0043 0,0054 0,0057 0,0050 0,0059 0,0075 0,0205

3) Arcobacter cryaerophilus CCM 7050

median 0,135 0,114 0,118 0,122 0,127 0,137 0,125 0,139 0,134 0,133 0,133 0,220

median bez upravy | 0,137 0,114 0,118 0,122 0,128 0,137 0,127 0,138 0,139 0,133 0,135 0,230
smérodatnd odchylka| 0,0078 0,0041  0,0054 0,0028 0,0067 00082 00078 0,0083 00153 00106 0,0101 0,0375

4) Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13

medién 0122 0128 0124 0126 0129 0125 0114 0116 0120 0118 0116 0,145
medidnbez Gpravy | 0,122 0128 0122 0124 0127 04125 0115 0117 0121 0119 0118 0,144

smérodatna odchylka| 0,0060 0,0047 0,0043 0,0052 00064 0,0038 0,0060 0,0043 0,0032 0,0050 0,0057 0,0093
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5) Arcobacter lanthieri LMG 28517

median 0,117 0,124 0,125 0,126 0,127 0,122 0,125 0,121 0,120 0,119 0,123 0,134
median bez Gpravy | 0,117 0,124 0,125 0,126 0,127 0,122 0,125 0,123 0,120 0,119 0,123 0,138
smérodatna odchylka| 0,0030 0,0060 0,0057 0,0026 0,0061 0,0058 0,0059 0,0044 0,0061 0,0029 0,0053 0,0361

6) Arcobacter thereius LMG 24488

median 0122 0,119 0118 0124 0,127 0,127 07124 0124 0121 0,119 0113 0,135
medidn bez Gpravy | 0,123 04119 0118 0,124 0,27 04129 0125 0,124 0,121 0120 0,114 0,137
smérodatna odchylka| 0,0068 00036  0,0029 00030 0,032 0,0062 0,0050 0,0048 00045 00038 00048 0,0071

7) Escherichia coli CCM 3954

median 0,141 0,139 0,140 0,124 0,125 0,122 0,125 0,125 0,125 0,120 0,127 0,231
median bez Gpravy | 0,141 0,138 0,137 0,130 0,127 0,126 0,127 0,128 0,126 0,120 0,127 0,232
smérodatna odchylka| 0,0055 0,0078 0,0134 0,0208 0,0073 00095 00071 0,0163 0,0075 0,0060 0,0059 0,0211

8) Staphylococcus aureus CCM 4223

median 0,307 0,255 0,259 0,273 0,280 0,254 0,244 0,235 0,276 0,380 0,452 0,134
median bez Upravy 0,310 0,210 0,259 0,273 0,301 0,214 0,244 0,235 0,280 0,376 0,490 0,140
smérodatna odchylka| 0,0444  0,0401 0,0634 00643 00542 00435 0,0280 0,0377 00236 00639 10,0824 0,0294
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