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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva antibakterialnimi latkami e jejich G¢innosti na mikroorganizmy
dutiny ustni. V teoretické ¢asti je popsana piitomnost mikroorganizmu ve form¢ mikrobi-
alniho zubniho plaku, dale jsou popsany esencidlni oleje, jejich ziskavani a slozeni. Také
jsou zde uvedeny metod, pomoci kterych lze stanovit konkrétni mikroorganizmy dutiny

ustni a metody pro inhibici téchto mikroorganizmii.

Prakticka cast je tedy zaméfena ne konkrétni stanoveni mikroorganizmia dutiny Ustni, na
schopnost tvorby biofilmu témito mikroorganizmy. Déle byla zji§tovana antibakterialni
ucinnost vybranych esencidlnich oleji pomoci diskové difuzni metody a pomoci mikro-

dilu¢ni metody.

Kli¢ova slova: zubni plak, mikroorganizmy dutiny uUstni, esencialni olej, antibakteridlni

ucinek

ABSTRACT

This diploma thesis deals with effect of antibacterial substances on microorganisms in
mouth. Theoretical part describes presence of microorganisms in form of microbial dental
plaque. Further, essential oils, their manufacture and basic components are described. This
part describes methods enabling to specify particular microorganisms and methods for

inhibiting activity of these microorganisms.

Practical part is focused on specifying particular mouth microorganisms and their ability to
create biofilm. Next antibacterial effect of particular essential oils was tested by disk di-
ffusion method and microdilution method.

Keywords: Plaque, microorganisms of the oral cavity, essential oil, antibacterial activity
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UvVOD

Mikroorganizmy, kolonizujici dutinu Gstni, maji schopnost tvofit takzvany mikrobialni
plak. Zubni plak lze oznadit jako nejdéle znamy mikrobialni biofilm, tedy strukturované
spoleCenstvo mikroorganizmi, pro jehoz vznik je zésadni adherence mikroorganizmi
K riznym povrchiim. Zastoupeni mikrobidlnich druhl ovliviuje vlastnosti zubniho plaku.
Béhem vyvoje plaku maji nejveétsi zastoupeni grampozitivni koky a ty€inky. V mensi mite
se zde nachazi i gramnegativni koky a ty¢inky. Zubni plak se vyviji ve dvou stadiich. Zub-
ni plak, ktery je jiz vyzraly, je zpravidla tvofen n¢kolika druhy mikroorganizmi. Ze skupi-
ny grampozitivnich maji nejvétsi zastoupeni streptokoky, enterokoky, mikrokoky a mnohé
dalsi. U gramnegativnich jsou to pfevazné neisserie. Je zndmé, Ze rust téchto mikroorga-
nizmu a tvorbu zubniho plaku, nelze Gplné eliminovat, ale je mozné jeho tvorbu potladit.
Mezi latky, které inhibuji rGst mikroorganizmi, se fadi i esencidlni oleje. Esencidlni oleje a
vytazky znékterych rostlin jsou schopny inhibovat rdst mikroorganizmii souvisejici
s tvorbou zubniho plaku. Tyto oleje lze ziskavat vodni (parni) destilaci, suchou destilaci,
lisovanim za studena, nebo extrakci pomoci rozpoustédel. Esencialni oleje jsou smési ruz-
nych komponent, mezi které patii prevazné uhlovodiky, alkoholy, aldehydy, ketony a este-
ry. Je znama cela Skala oleji, které maji antibakteridlni vlastnosti. Tato aktivita je piifazo-

vana mnohym slozkam daného oleje.

V této diplomové praci byla vénovana pozornost deseti esencidlnim olejim, z nichZ pét
bylo matovych a pét eukalyptovych. Cilem bylo zjistit, zda vybrané esencialni oleje maji
inhibi¢ni G€inky na mikroorganizmy dutiny ustni. Inhibi¢ni G€innost byla sledovana pomo-
ci diskové difuzni metody. Déle pomoci mikrodilu¢ni metody, kde byly pouzity rizné kon-
centrace danych esencidlnich oleji. Pfi této metodé byl sledovan pokles ¢i nartst mikroor-
ganizmil v zavislosti na koncentraci daného esencialniho oleje. V praci byly vyuzity mi-
kroorganizmy izolované z dutiny ustni. Soucasti prace byla také izolace téchto mikroorga-
nizmi, ejich charakterizace, identifikace a stanovovéana byla i jejich schopnost tvorby bio-

filmu. Izolaty, byly identifikovany pomoci metody MALDI-TOF MS.
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. TEORETICKA CAST
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1 MIKROFLORA DUTINY USTNI

Dutina ustni je zcela jedine¢né prostiedi umoznujici tvorbu tzv. mikrobialniho povlaku
nebo plaku, ktery se hromadi na povrchu zubt. Plak je tvofen ptfedevsim mikroorganizmy

a jejich metabolickymi produkty [1, s. 18].

1.1 Mikrobialni biofilm

Biofilm, je strukturované spolecenstvo mikrobialnich bunék, jejichz zakladni vlastnosti je
schopnost adherence k nejriznéjsim povrchim. Biofilm neni tvofen pouze mikrobialnimi
buiikami, ale i extracelularné produkovanymi polymernimi latkami. Existence ve formé
biofilmu je pro mikroorganizmy vyhodnéjsi a to ptredevs§im diky tomu, Ze jim poskytuje
ochranu vici neptiznivym vliviim vnéjsiho prostiedi. Pfedpoklada se, ze v pfirozeném pro-

stfedi je zivot mikroorganizmu ve formé planktonickych kultur spise vyjimecny [2].

Biofilm se nachazi prakticky vSude, kde jsou pfitomné mikroorganizmy [3, s. 104]. Po-
vrch, na kterém se mikroorganizmy tvoii, miize byt pevny, polotuhy material pfirodniho ¢i
syntetického pivodu [2]. Existuje cela fada definic biofilmu, ty aktualnéjsi vSak zahrnuji i
fyziologické a genetické vlastnosti mikroorganizmi v biofilmu. Bakterialni biofilm je spo-
le¢enstvi mikrobidlnich buné€k nevratné ptichycenych k podloZzce nebo k okolnim bunkam,
pevné usazenych v polymerni mimobunééné hmoté, kterou sami produkuji, a maji odliSny
fenotyp rustovych vlastnosti a odli$nou transkripci gent [4, s. 62]. Tvorba biofilma byla
prokazana u vétSiny patogennich bakterii, napt. u zastupcu rodd Pseudomonas, Vibrio,
Escherichia, Salmonella, Listeria, Streptococcus, Staphylococcus nebo Mycobacterium [3,
s. 104]. Biofilm je znam uz od 17. Stoleti, kdy Van Leeuwenhoek poprvé pozoroval mi-
kroorganizmy na povrchu zubtli a timto se podilel na objevu mikrobidlnich biofilmt. M-

zeme tedy fici, Ze nejdéle znamou formou biofilmu je zubni plak [4].

1.2 Zubni plak

Plak je strukturovany, tuhy, plstnaty zubni povlak (biofilm), ktery se sklada ze slozek slin,
bakterialnich metabolickych produktt, zbytkd potravy a bakterii [5, s. 25]. Zubni plak je
sloZzen z velkého mnoZstvi bakterii usazenych v makromolekularni matrix bakteridlniho a
slinného ptivodu [1, s. 18]. V biofilmu jsou mikroorganizmy vazany v tésné blizkosti a
v dasledku toho mezi nimi dochazi k interakcim. Tato blizkost ma své vyhody i nevyhody.
Vyhodou je napftiklad spolecné pusobeni vice bakteridlnich druhti pii rozkladu polysacha-

ridu ¢i glykoproteint. Pro kompletni katabolizmus téchto substrati je zapotiebi komplex-
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niho enzymatického aparatu celého mikrobialniho spole¢enstva zubniho plaku. Proto je pro
rizné druhy mikroorganizmt vyhodné drzet se v té€sné blizkosti [6, S. 11-15]. Vyhodou je
také rozsifeni mikrobialniho spoleCenstva o anaerobni druhy, které maji pfezivani usnad-
néno diky koadhezi s bakteriemi, které vyuzivaji kyslik [7, s. 204]. Plak velmi snadno pfi-
Ine k povrchu zubu a odstranit ho miizeme pouze mechanicky. Zmineralizovany zubni plak
nazyvame zubni kdmen. Plak Ine také ke sliznicim a jeho slozeni se 1i8i v zavislosti na

konkrétni lokalizaci [8, s. 35].

1.3 SloZeni zubniho plaku

V jednom miligramu plaku se miize nachézet zhruba 10° bakterii [9, s. 247]. Dale plak
obsahuje 80 % vody a suSinu, z toho je 1/3 tvofena buitkami a 2/3 tvoii nebunécné (inter-
mikrobialni) substance. Organicky obsah je tvofen hlavné polysacharidy a proteiny. Anor-
ganickou slozku tvori hlavné vapnik a fosfaty. Fosfaty predstavuji tzv. naraznikovy systém
plaku a ucastni se pfi tvofeni zubniho kamene [10, s. 16]. Béhem doby vyvoje plaku maji
nejveétsi zastoupeni grampozitivni (G+) Koky a ty¢inky, dale pak gramnegativni (G-) koky
a ty¢inky, vlaknité mikrooranizmy, fusiformni bakterie a v posledni fad¢ spirochety a spiri-
ly [11, s. 37].

1.4 Vyvoj a déleni plaku

Tvorba plaku neni ndhodna, ale je zpisobena riznymi vlivy. Mezi tyto vlivy mizeme fadit
vlastnosti prostiedi dutiny Gstni, imunitni reakce lidského organizmu, ale také zptisob vy-

Zivy a Ustni hygienu. Plak a jeho vyvoj miizeme popsat ve dvou stadiich [1, s. 36]

1.4.1 Prvni stadium

Na ocisténém povrchu zubu vytvareji silné glykoproteiny takzvanou ziskanou kutikulu -
pelikulu [11, s. 35]. Tato pelikula, se diky svému naboji elektrostaticky vaze na vapenaté a
fosfatové ionty apatitu [5, S. 25]. Pelikula nepokryva jen zuby, ale i vyplné a zubni protézy.

Jeji tvorba je pomérné rychla, probiha fadové v minutach [11, s. 35].

1.4.2 Druhé stadium

V tomto stadiu dochazi k osidlovani pelikuly mikroorganizmy. Vétsinou jde o koky a krat-
ké grampozitivni ty¢inky. Vyznamné se uplatiuji streptokoky, a to zejména druhy schopné
tvofit polysacharidova pouzdra. Pti vzniku plaku se nejvice uplatituje Streptococcus san-

guis, dale pak Streptococcus mutans. Tyto dva mikroorganizmy maji schopnost tvofit vel-
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ké mnozstvi extracelularnich polysacharidi, které jsou soucésti intermikrobidlni substance.
Béhem 8 — 12 hodin je povlak zubu souvisly. Po této dobé¢, ale vyvoj plaku nekonci. Po-
stupné se zvEtSuje mnozstvi mikroorganizmu. Za¢ne pomalu stoupat pocet gramnegativ-

nich mikroorganizmti a postupné muZzeme nalézat i anacrobni mikroorganizmy [5, s. 35-

36).

1.4.3 Déleni plaku

Slozeni zubniho plaku je proménlivé podle jeho lokalizace. Nejcastéjsi rozliseni je na plak
fisuralni, koronalni, gingivalni, ktery se dale d¢li na supragingivalni a subgingivalni. Svym
slozenim se fisuralni a koronarni plak vzajemné odliSuje pouze ¢astecné. Oba dva tyto typy
plakt se vSak vyrazng lisi od plaku gingivalniho, ktery ma nékteré druhy mikroorganizma

které se u téchto dvou nevyskytuji. [11, s. 35].

Vyvoj supragingivalniho plaku l1ze popsat nasledovné. V prvnich 24 hodinach se na peliku-
lu adheruji kolonie G+ bakterii, které jsou tvofené streptokoky a aktinomycetami. B€hem
nasledujicich dnii se zacinaji usidlovat G- koky, G+ a G- ty¢inky a vlaknité mikroorganiz-
my. Plak stdle méni svilj objem a sloZeni. Zhruba po cca tfech tydnech prevazuji vlaknité
mikroorganizmy. Aerobni mikroorganizmy jSou postupné nahrazovany anaerobnimi a fa-

kultativné anaerobnimi druhy [10, s. 16].

Subgingivalni plak a jeho vznik je zatim mén¢ prozkouman, predevsim kvili problematic-
kému ziskavani vzorkil. Byl zatim zjiStén vyskyt G+ a G- kokt, ty€inek a filament. Je

mozny i vyskyt spirochet a dal§ich mikroorganizmu [10, s. 16].

1.5 Mikrooganizmy zubniho plaku

Vyzraly plak se sklada z prilnutych bakterialnich bungk, které tvori 60 - 70 % objemu
plaku [5, s. 26]. Kvalitativni a kvantitativni zastoupeni jednotlivych mikrobialnich skupin
¢i druhd je zavislé na mnoha faktorech [12, s. 17]. V tabulce 1 jsou uvedeny mikroorga-

nizmy, které se v zubnim plaku vyskytuji nejcasté;ji.
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Tab. 1.Prehled nejcastejsich mikroorganizmit zubniho plaku [8, s. 39] [3, s. 20]

Grampozitivni mirkoorganizmy Gramnegativni mikroorganizmy

Streptococcus (S. mutans, S. mitis, S. san- Actinobacillus actinomycetemcomitans

guis, S. salivarius, S. sobrinus, S. milleri)

Enterococcus Capnocytophaga ochracea, Capnocy-

tophaga spitigena, Capnocytophaga gingi-

valis
Micrococcus Neisserie (N. lactamicus, N. pharingis)
Actinomycetes (A. israeli, A. viscosus, A. Prevotella (P. melaninogenica, P. dentico-
naeslundi, A. odontolyticus) la, P. oralis)
Lactobacillus (L. casei, L. acidophilus) Bacteroides (B. melanogenicus, B. oralis,

B. corrodens, B. ochraceus)

Bifidobacterium Porphyromonas gingivalis

Fusobacterium nucleatum

Eubacterium Leptotrichia buccalis

oralni spirochety

Rothia dentocariosa Veillonella (V. alkalescens, V. parvula)

Treponema denticola

1.5.1 Grampozitivni mikroorganizmy

Rod Streptococus

Streptokoky Ize v mikroskopickych preparatech pozorovat jako sférické nebo ovoidni koky
uspotfadané v parech ¢i fetézcich. Jsou nepohyblivé, fakultativné anaerobni a nesporulujici
[12, s. 17]. Nékteré druhy tvoii pouzdra. Streptokoky jsou chemoorganotrofni a k ristu
vyzaduji nutricn¢ bohaté média a nekdy 1 5% CO,. Maji fermentatorni typ metabolizmu a
produkuji pfevazné kyselinu mlécnou, ale ne plyn. Optimalni teplota pro rist je 37°C, ale
dokazi rist i v rozmezi teplot 25 - 43°C [14, s. 251], streptokoky jsou nejcastéji rozlisova-

ny na o,  a typ y. Toto rozliSeni probihéd nejcastéji na zéklad¢ jejich hemolytické aktivity
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na krevnim agaru. Alfa-hemolytické streptokokové kolonie jsou obklopeny tizkou zoénou
hemolyzy, ktera se projevuje jako zelené zbarveni (tzv. vididace) [13, s. 295]. Beta-
hemolytické streptokoky vykazuji Gplnou hemolyzu, ktera se projevi projasnénim média
v okoli beta-hemolytické kolonie [12, s. 18]. Gama-hemolytické streptokoky byvaji ozna-
covany také jako nehemolytické, protoze neméni vzhled krevniho agaru [13, s. 295]. Na
tvorbé zubniho kazu a plaku se nejcastéji podili Streptococcus mutans. Tato bakterie kolo-

nizuje zubni povrch a zpusobuje poSkozeni pevné struktury zubu [14, s. 290].

Rod Enterococcus

Zastupci tohoto rodu jsou katalaza-negativni koky, které se objevuji v kratkych fetizcich,
ve dvojicich, nebo jednotlivé. Enterokoky byly piivodné fazeny do rodu Streptococcus [13,
s. 303]. Netvoii endospory a nékteré druhy jsou pohyblivé nevyraznymi bic¢iky. Na rozdil
od streptokokid pouzdra nevytvaii. Jsou to mikroorganizmy fakultativné anaerobni a che-
moorganotrofni S fermentatornim metabolizmem. Pro rist vyzaduji nutri¢né bohatd média.
Jsou schopny vyuzivat Sirokou Skalu sacharidd, pticemz je hlavnim produktem fermentace
L(+)-kyselina mlé¢na. Rostou v rozmezi teplot 10 - 45°C, snaseji i vyssi koncentrace soli a
Zluovych kyselin. Enterokoky jsou Siroce roz$ifené V prostfedi, izolovany mohou byt
z pudy, vody, rostlinného materialu, dale je nachazime ve feces obratlovct, V potravinach a
Vv klinickém materialu. Obc¢as zpUsobuji pyogenni infekce [14, s. 248,249]. 1zolovat je lze i
z dutiny ustni a to konkrétné z plaku, ve kterém se nachazi druhy Enterococcus faecalis a
E. faecium [12, s. 20].

Rod Micrococcus

Mikrokoky maji sférické bunky, které se vyskytuji po dvou, ¢tyfech ¢i v nepravidelnych
shlucich. Tyto buiiky mohou produkovat karotenoidni pigmenty. Jsou nepohyblivé, nespo-
rulyjici a striktné aerobni. Jsou chemoorganotrofni s respiratornim typem metabolizmu.
Mikrokoky jsou mirn€ halotolerantni, kataldza a oxiddza pozitivni a optimalni riistova tep-
lota je 25 az 37 °C. Primarné se vyskytuji na kazi savct véetné Cloveka, ale jsou i Siroce
rozSiteny v prosttedi (pida, voda) a v potravinach (maso). Obecné jsou povazovany za

nepatogen [14, s. 192].

Rod Lactobacillus

Lactobacily maji tvar pravidelnych tycek, které jsou obvykle delsi. Obcas se mizeme se-

tkat i s kokovitym tvarem. Buriky, jsou uspofadany v palisadach nebo v kratkych fetizcich
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[15, s. 244]. Zastupci rodu jsou fazeny mezi bakterie mlééného kvaseni. Lactobacily jsou
historicky definovany jako mikroaerofilni organizmy, které fermentuji Sesti uhlikaté cukry
az na kyselinu mlécnou. NejCastéji se vyuzivaji v potravinaistvi pfi vyrob¢ fermentova-
nych mléénych vyrobku, masa, zeleniny, vina, kavy a kakaa. Dale je tento rod spojen se
slizni¢nimi povrchy zvifat a lidi, jako jsou naptiklad sliznic tenkého a tlustého streva, nebo
vaginy. [16, s. 15611]

Rod Bifidobacterium

Bifidobakterie jsou grampozitivni bakterie, které ptirozené kolonizuji lidsky gastrointesti-
nalni trakt, pochvu a dutinu Gstni. [17, s. 14422]. Tento rod miize mit velmi rozmanity tvar
bunék, pfevazné jsou to tyCinky, mirné zaktivené a kyjovité, Casto ztlustélé ¢i s naznaky
vétveni. Uspotfddany jsou jednotlivé, ve dvou do tvaru pismene V, Y, X, obcas i
V fetizcich, palisadach nebo ruzicich. Bifidobakterie jsou katalaza negativni, nepohyblivé,
nesporulujici a anaerobni mikroorganizmy [18, s. 549]. Optimalni teplota ristu pro tyto
mikroorganizmy je 38 °C v gastrointestinalnim traktu, mohou vsak rist i pii teploté nizsi a

to okolo 20°C. Optimalni pH prostiedi pro rust bifidobakterii je okolo 7,0 [19, s. 49].

Rod Eubacterium

Jsou to grampozitivni bakterie tvar tycek, nepravidelné velikosti, vzacné mohou tvofit 1
vlakna. Tento rod fadime do ¢eledi Eubacteriaceae. Burnky jsou pleomorfni, se ztlustélymi
nebo ztzenymi konci, nékdy az zakiivené. Usporadani je jednotlivé, po dvou ¢i v fetizcich.
Eubacterie jsou anaerobni, chemoorganotrofni, metabolizmus je fermentatorni. Koneénym
produktem metabolizmu glukézy nebo peptontll je obvykle smés kyselin, zahrnujici velké
mnozstvi kKyseliny mlé¢né, octové nebo mravenci spolu s produkei plynného vodiku. N¢é-
které¢ druhy jsou oportunné patogenni pro obratlovce a mohou zpusobovat infekce tkani.
Nachazi se v télnich dutinach ¢lovéka, v rostlinnych produktech a v pudé [15, s. 226-27],
[14, s. 227].

1.5.2 Gramnegativni mikroorganizmy

Rod Neisseria

Rod Neisseria fadime mezi diplokoky, maji tvar “fazole’” a jsou zplostélé. Tento rod obsa-
huje dva patogenni a mnoho komensalnich druhti. Vétsina z nich je neskodna a najdeme je

V hornich cestach dychacich a v zazivacim traktu. Patogennim druhem je Neisseria menin-
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gitidis (meningokok), ktera je pivodcem meningitidy a Neisseria gonorrhoeae (gonoko-
k), ktera je pivodcem kapavky. Gonokoky a meningokoky vyzaduji aerobni atmosféru s
pfidanym oxidem uhli¢itym a obohacené médium pro optimalni rust. Gonokoky rostou

pomaleji a jsou naro¢néjsi nez meningokoky, které mohou rust na béznych médiich, jako je

krevni agar. VSichni zastupci rodu Neisseria jsou oxidaza pozitivni [20, s. 327].

Rod Bacteroides

vy

Rod Bacteroides je fazen do ¢eledi Bacteriodaceae ktera zahrnuje bakterie, které ziji ve
sttevnim traktu Cloveéka. Nekteré druhy tohoto rodu mohou zplisobovat zdnét pobfisnice,
dale je mizeme najit v dutiné astni [21, s. 158]. Rod obsahuje ty¢inkovité, nesporulujici,
nepohyblivé a obligatn¢ anaerobni bakterie. Tento rod ma vice nez 50 druhd, které se vSak
lisi ve své bunétné morfologii, jsou biochemicky a fyziologicky velmi riznorodé. Mnoho
druhd je pleomorfnich. Jsou, chemoorganotrofni a metabolizuji sacharidy i peptony [15, s.
158], [22, s. 85]. Z tstni dutiny byva nejcastéji izolovan druh Bacteriodes oralis. V dutiné
ustni se ale mize nachazet az 27 riznych druht rodu Bacteriodes [23, s. 1329].

Actinobacillus actinomycetemcomitans

Tento mikroorganizmus zpusobuje nékteré typy onemocnéni lidského parodontu, tvofi
malé prusvitné kolonie, které jsou snadno piehlédnutelné [24, s. 606]. Hovotime o sféric-
kych, ovéalnych nebo ty€inkovitych buiikach, které jsou nepohyblivé. Pievazuje vSak tvar
ty¢inek. Uspotadani bunék muize byt jednotlivé, po dvou a ziidka v fetizcich. Déle jsou
chemoorganotrofni, fakultativné anaerobni a jejich optimalni teplota rastu je 37 °C [15, s.
135].

Porphyromonas gingivalis

Rod zahrnuje gramnegativni, obligatné anaerobni kratké tycky az kokotycky. Kolinie na
krevnim agaru jsou vétSinou hnédé az cerné. Jsou asacharolytické, riist je podpofen pii-
tomnosti proteinovych hydrolyzat. Hlavnimi produkty vermentace jsou kyseliny maselna
a octova, v malém mnozstvi také propionova, izomaselna a izovalerova. Tyto bakterie by-
vaji izolovany z infekci ustni dutiny a z infekci zubnich kotenovych kanalkd [14, s. 160].
Kolonizace subgingivalni oblasti je umoznéna schopnosti Porphyromonas gingivalis adhe-
rovat na substraty, jako jsou slozky slin, proteinové matrice, epitelidlni bunky a bakterie na
povrchu zubli. Vazba na tyto substraty je zprostfedkovana strukturalnimi podjednotkami

fimbrii (molekuly fimbrilinu). P. gingivalis, nevyuziva cukry jako zdroj energie, ale vyza-
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duje hem jako zdroj zeleza a peptidy pro energii a riist. Bakterie produkuje pfinejmensim
tfi hem aglutiny a pét proteaz, které se podili na poskozeni gingivy. Vysledkem je pocatec-
ni zanétliva reakce znama jako periodontitida, ktera je zpusobena reakci imunitniho systé-
mu na piitomnost bakterii zubniho plaku a také rakci na poSkozeni tkan¢. To vede k otoku
tkan¢ a formovani periodontalnich kapes. Bakterie kolonizuji tyto kapsy a zpusobuji zanét,
coz vede k vytvoteni periodontalniho abscesu, destrukci kosti nebo parodontdze ¢i zanétu

dasni. Pokud onemocnéni neni 1é¢ené, miize dojit az k vypadnuti zubu [18, s. 936]

Veillonela parvula

Jedna se o malé nefermentujici anaerobni koky, které jsou soucasti bézné flory v dutiné
ustni, gastrointestinalnim traktu a vaginé. Tyto bakterie nachazime ve vedlejSich nosnich
dutinach, plicich, jatrech, centralnim nervovém systému, srdci a v kostech [25, s. 3235].
Vyskytuji se v parech, izolovanég, ve shlucich nebo v kratkych fetizcich. VétSinou tvofi
ptirozenou mikrofloru vyse zminénych lokalit, ale mohou byt oportunné patohenni tzn., ze
se mohou §ifit z mista pfirozené¢ho vyskytu a to zejména pii oslabeni hostitele. Veilonella
tvoii endotoxin lipopolysacharidové povahy, ktery zvysuje jeji invazitu do tkéni, coz zpi-

sobuje vznik zanétu [26, s. 359].
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2 ESENCIALNI OLEJE

Aromatické rostliny se diky svym antimikrobnim t¢inktim tradi¢né pouzivaji v lidové me-
dicin€, nebo v potravinaistvi k prodlouzeni trvanlivosti potravin. Antimikrobni piisobeni
téchto rostlin nebo jejich extraktl lze pic¢itat mnoha latkam, které jsou vétSinou produktem
sekundarniho metabolizmu. Tyto latky jsou soucasti takzvanych silic neboli esencidlnich
oleju. Esencialni oleje nékterych rostlin jsou schopny ovlivnit rist a mnozeni riznych sku-

pin mikroorganismu [27, s. 275].

Jiz od stfedovéku jsou esencidlni oleje Siroce pouzivany pro své baktericidni, virucidni,
fungicidni, insekticidni, 1é¢ivé a kosmetické ucinky. V soucasnosti jsou pouzivany farma-
ceutickém, kosmetickém a potravinaiském prumyslu, nebo v zemédé€lstvi [28, s. 446].
Esencialni oleje (EO), také znamé pod nazvem éterické oleje, ¢i silice, jsou definovany
jako smési latek ziskané parni (vodni) destilaci rostlinného materialu. Mohou byt ziskany z
rostlinnych organti, jako jsou kvéty, listy, kiira, dfevo, kofeny, oddenky, ovoce a semena
[29, s. 15]. Dale muzeme silice definovat jako tékavé, intenzivné vonici smési ptirodnich
rostlinnych latek, které maji olejovitou konzistenci, jsou tedy lipofilni ve vodé tézko roz-
pustné. V Cerstvém stavu jsou bezbarvé a pii delSim uchovani mohou oxidovat, pryskytic-
natét a tmavnout. Pfi béznych teplotach jsou tekuté [30, s. 2]. Vyznam silic a jejich funkce
Vv piirod¢ je stale otazkou a predmétem vyzkumu. Existuji v§ak dikazy, Ze rostliny produ-
kuji silice pro obranu, signalizaci, ochranu vii¢i okusu, atraktant hmyzu nebo jako soucést

sekundarniho metabolizmu [31, s. 43].

2.1 Chemickeé sloZeni esencidlnich oleju

Esencialni oleje jsou velmi slozité pfirodni smesi, které mizou obsahovat 60 riiznych
komponent ve zcela riznych koncentracich [28, s. 447]. Obecné lze fici, Ze sloZkami esen-
cidlnich oleji jsou uhlovodiky, nebo jejich kyslikaté derivaty. Nékteré EO také mohou
obsahovat derivaty dusiku a siry. Jednotlivé komponenty oleji mohou existovat ve formé
alkohold, kyselin, esterti, aldehydd, ketont, aminti nebo sulfidi [32, s. 6]. Uhlovodiky
esencialnich oleji délime na dvé skupiny, a to na terpenoidni a neterpenoidni uhlovodiky

[29, s. 15].

Ze slozek EO maji nejvétsi vyznam terpenické uhlovodiky, jejichz zakladem jsou jednotky
izoprenu (2-methyl-1,3 butandien). Molekula izoprenu je znazornéna na obrazku 1 [33, s.

138]. Terpenoidni uhlovodiky piedstavuji Sirokou skupinu chemickych latek, kterou lze
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rozdélit do zakladnich skupin odrazejicich pocet izoprenovych jednotek, které konkrétni
molekulu tvofi. Podle toho rozliSujeme monoterpeny, sekviterpeny, diterpeny a triterpeny
[34, s. 10]. Monoterpeny jsou tvoieny dvéma izoprenovymi jednotkami, molekula seskvi-
terpenu obsahuje tfi jednotky izoprenu a diterpeny tvofi Ctyfi izoprenové jednotky. Mezi
typické terpenoidni uhlovodiky, vyskytujici se v EO, patii naptiklad limonen, pinen, pipe-

-----

antiseptické, protivirové a baktericidni [33, s. 138, 139].

CH,

I
CTH?_ - C—CH = CHZ
Obrazek 1:

Obrazek 1: Isopren [34, s. 10]

Podle funkénich skupin miizeme terpenoidni uhlovodiky déle délit na terpenové alkoholy,
aldehydy nebo ketony. Mezi vyznamné vlastnosti terpenovych alkohold mizeme fadit je-
jich anti-septické, anti-virové, baktericidni a dezinfekéni ucinky. Mezi terpenické alkoholy
fadime linalool (obr.2), geraniol, citronellol, a-terpineol, mentol (obr.3), borneol a nerol
[33,s. 139, 140].

H,C OH OH
| CH,
| CH,
H,C CHj
Obrazek 2: Linalool [33, s. 140] Obrdazek 3: Menthol [33, s. 140]

-----

vvvvvv

kych nalezi citral (obr. 4), citronellal, cyklamal a safranal [33, s. 141, 142].
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> JCHO

Obrazek 4: Citral
Ketony v silicich piisobi proti nachlazeni, vyuzivaji se naptiklad jako latky usnadnujici
vykaslavani. Casto se nachazeji v rostlinach, které se vyuzivaji pro 1é¢bu hornich cest dy-
chacich. Dale jsou prospésné pro podporu hojeni ran a jizev. Mezi nejznamé;jsi terpenické
ketony fadime menthon (mata peprna), jehoz struktura je uvedena na obrazku 5, dale pak

karvon (kmin), piperiton (eukalyptus), diosfenol nebo kafr [30, s. 3].

Obrazek 5: Strukturni vzorec menthonu [32, s. 184]

2.2 Ziskavani esencialnich oleji

Esencialni oleje muzeme ziskavat riznymi postupy. Mezi ty nejznamé;jsi a nejvyuzivangjsi
patii lisovani za studena, vodni destilace, parni destilace a sucha destilace, ktera je nejméné
vyuzivana [35, s. 88, 89]. NejstarSim zpusobem ziskavani silic je extrakce pomoci tuk.
S touto metodou se miZzeme v omezeném rozsahu setkat i dnes. NejCastéji se vyuZziva

ke zpracovani kvéta [30, s. 4].

2.2.1 Lisovani za studena

Lisovani se pouziva pro ziskdni esencidlnich oleju z citrusovych slupek, jako jsou pome-
rancové, citronové, grapefruitové a z bergamotu. Vylisovand tekutina neni Cistou silici,
protoze obsahuje vodu a jiné latky, jako jsou napt. pektiny [34, s. 16]. Lisovanim dochazi
Kk rozruSeni olejovych bun¢k a tim padem k uvolnéni vodnaté smési. DalSim krokem je

oddéleni oleje od vodné ¢asti a to pomoci destilace [31, s. 416].
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2.2.2 Destilace

Parni nebo vodni destilace je nejcastéji pouzivand metoda pro ziskani esencialnich oleju
z rostlin. Silice vyrabéné touto cestou jsou Casto vysoké kvality. Termin “destilace* je od-
vozen z latinského “destillare* coz znamena stékat. Destilace je nejjednoduseji definovana
jako odpatrovani a nasledna kondenzace kapaliny. Existuje cela fada destila¢nich zafizeni,
vSechny pracuji na stejném principu, jen se lisi ve své konstrukci. [35, s. 99]. Destilace
vodou je vhodna pro suchy material, kde je pfimy var ve vod¢ nezéddouci. Suchy material
je prelit vodou a do smési se vhani para. Olejové builky z daného materialu piejdou do
vyluhovaci vody. Tékavé latky piechazeji s vodni parou do chladice a kondenzat se oddé-
luje od vodné faze [30, s. 5].

Zatizeni, pouzivané k destilaci, je slozeno z destilaéni banky, destilaéniho nastavce, chla-
di¢e, alonze, predlohy (jimadla) a teploméru. Casto se k destilaci pouziva destilaénich
mostl, coz jsou zafizeni, ve kterych jsou nékteré z diive uvedenych Casti pevné spojeny.

Bézné pouzivané zatizeni pro prostou destilaci je znazornéno na obrazku 6 [36].

E3)

-
~—

L .
R\
e

Obrazek 6: Destilacni aparatura 1. zdroj tepla 2. destilacni banka 3. destilacni hlava 4.
teplomer 5. chladic 6. privod chladici vody 7. odtok chladici vody 8. predloha (jimadlo na

destilat) 9. privod vakua, vodni vyvéva 10. ndstavec (alonz) [36]
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2.3 Antimikrobni uc¢inky esencialnich oleji

U celé fady esencialnich oleju byly prokazany, antimikrobialni u¢inky vici riznym skupi-
nam mikroorganizmii, grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim, kvasinkdm i vlaknitym
mikromycetam. Inhibiéni piisobeni jednotlivych olejii zavisi na jejich slozeni. U¢innymi
slozkami jsou piedevsim terpenoidni uhlovodiky typu monoterpenti nebo seskviterpent, a
také od nich odvozené alkoholy, fenoly nebo estery. Za animikrobni charakter téchto slo-
zek EO je zodpovédna lipofilni povaha jejich uhlovodikového skeletu a hydrofilni charak-
ter jejich funkénich skupin [31, s. 88]. Nekteré oleje plsobi pouze na tizkou skupinu mi-
kroorganizmt, ale jsou znamy i oleje, jez by bylo mozné oznacit za Sirokospektré. Piikla-
dem mohou byt EO obsahujici fenolické struktury, jako jsou karvakrol a thymol, tedy napf.
tymianové oleje, které velmi dobfe piisobi na grampozitivni i gramnegativni bakterie véet-

né Celedi Enterobasteriaceae [37].

Esencialni oleje maji vétSinou dvé az tfi hlavni slozky, které v oleji svym zastoupenim
dominuji. Ty byvaji doplnény pomérné velkym poctem minoritnich komponent, jejichz
koncentrace v oleji je nizka. Oleje, jejichz majoritnimi slozkami jsou fenolické struktury,
jsou zpravidla ty, které vykazuji vysokou antimikrobidlni aktivitu. Schopnost inhibovat
rist mikroorganizmi klesd u jednotlivych slozek EO v nésledujicim potadi: fenoly > ale-

dehydy > ketony > alkoholy > estery > uhlovodiky [32], [39].

Nizka aktivita byla pozorovana u komponent, které obsahuji jediny aromaticky kruh
s alkylovymi substituenty [31, s. 88]. Esencialni oleje bohaté na 1,8-cineol maji prokaza-
nou ucinnost proti G+ a G- bakteriim, v¢etné Listeria monocytogenes, proti kvasinkam
Candida albicans a proti fytopatogennim druhim hub [31, s. 88]. Kyslikaté monoterpeny,
jako je mentol a u alifatickych alkohold (napf linaloolu) byla zjisténa silna az stfedni akti-
vita proti n¢kolika bakteriim [38, s. 71]. S ohledem na velké mnozstvi riznych skupin
chemickych sloucenin ptitomnych v EO, je velmi pravdépodobné, Ze mechanizmus t¢inku
jejich antimikrobialniho pisobeni neni jednotny. To mize byt velkou vyhodou pro jejich
vyuziti coby antibakterialnich agnes. Pii sou¢asném pulisobeni na rtizné struktury ¢i procesy
bakterialni buiiky je totiz méné pravdépodobny vznik rezistence k pouzitému oleji [31, s.
90].

Jiz bylo zminéno, Ze antimikrobidlni aktivita se vyznamné 1i§i u EO ziskanych z rGznych
rostlinnych druht. Je vSak také tieba dodat, Ze rozdily v inhibi¢nim u¢inku nachdzime i u

oleju ziskanych ze stejného rodu, ale jiného druhu rostliny. Piikladem mohou byt rizné
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matové oleje. Zatimco EO ziskany z druhu Mentha arvensis pasobi inhibi¢né na grampozi-
tivni bakterie, olej z maty peprné (Mentha piperita) ma antibakterialni u¢innost vyrazné

slabsi, a to pfedevs§im vici gramnegativnim druhim [41].

Inhibi¢ni ucinek esencialnich oleji se miize dokonce liSit i v zavislosti na ¢asti rostliny, ze
které je ziskavan. Pfi¢inou je odlisné slozeni EO, jejichz zdrojem jsou odlisné ¢asti téze
rostliny. Obsah uc¢innych latek v olejich dale zavisi na postupu jejich ziskani, na lokalité,

kde jsou rostliny péstovany a na konkrétnich klimatickych podminkach [42].

V dalSich ¢astech textu jsou blize popsany EO, které byly zvoleny pro praktickou ¢ast pra-
ce. Jedna se oleje ziskané z rostlin riznych druhti rodu Mentha a Eucalyptus. Pro praktic-
kou ¢ast byly tyto oleje zvoleny z diivodu jejich antimikrobidlni aktivity, ktera je hojné

popisovana v odborné literatuie.
2.4 Vybrané esencialni oleje

2.4.1 Matové oleje

Matové oleje ziskavame extrakci z rostlin maty a jejich slozeni bylo rozsahle studovano.
Hlavni sloZzky matového esencialniho oleje jsou mentol (33,28%), mentyl acetat (6,40%) a
menton (22,03%). Vyuziti téchto oleji je Siroké, nejcastéji se s nimi mizeme setkat v po-

travinaiském, kosmetickém ¢i farmaceutickém prumyslu [39, s. 667].

Mata peprna (Mentha piperita)

Mata peprna nebo-li Mentha piperita je vytrvala bylina z ¢eledi hluchavkovitych (Lamia-
ceae). Kvete od ¢ervna do zafi a je to pfirozeny hybrid maty vodni a maty klasnaté. Pocha-

zi ze zapadni Evropy, ale dnes uz se péstuje v mirnych pasech celého svéta [40].

Oddenek maty méa podzemni vyb&zky, lodyha je pfima, ¢tythrannd, slabé ochlupena a na-
hote se vétvi. Listy maty peprné jsou fapikaté s kopinatou az vejcitou Cepeli. Kvéty jsou
uspotadany v hustych lichopteslenech a maji rizovou az nafialovélou barvu. Mata peprna
ve volné piirodé roste jen ziidka, jeji rozmnozovani je nejcastéjsi pomoci fizki, nebo déle-

ni trsu.

Obsah silice je 1 az 2 % s hlavnimi slozkami mentol asi 35 % a menton asi 25 %. Dale
silice obsahuje mentofuramen, piperot, tfisloviny, hot¢iny, flavonoidy, kyselinu octovou a
dal$ich asi 40 latek. VSechny tyto latky jsou ziskavany z listi této rostliny [41]. Bylo pro-

vedeno mnoho studii na antibakteridlni u¢inky maty peprné. Obecné€ vzatu se vSechny stu-
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die shoduji na prokazané antibakterialni aktivité, ale bohuzel nelze tyto studie mezi sebou
porovnavat vzhledem K riznym metodam testovani. Bylo vSak zjisténo, Zze antibakterialni
ucinky maty peprné pusobi jak na gramnegativni tak i na grampozitivni bakterie. Za anti-
bakterialni plisobeni oleje maty peprné je zodpovédna predevsim jedna slozka a tou je

mentol, tedy latka, jez se v silici vyskytuje v nejvyssi koncentraci [42, s. 29] .

Mata lu¢ni ( Mentha arvensis)

Mata lu¢ni je vytrvala bylina, 10 az 80 cm vysoka, s lodyhou bohaté vétvenou, ¢tythrannou
a opatfenou velkym mnozstvim trichomu. Listy jsou kiizmostojné, fapikaté, vejcité nebo
kopinaté a roztrousené pokryté trichimy. Lichopfesleny jsou oddalené v uzlabi lodyznich
listi, koruna je svétle fialova az svétle rizova. MizZeme ji nejéastéji najit volné rostouci na
polich, zahradach, naplavach, vlih¢ich lu¢nich i lesnich cestach, vlihkych pastvinach, moca-
lech a bazinach. Tato bylina preferuje pidy hlubsi, vihké, hlinité a slabé kyselé az zasadité.

Obsah mentolu maty lu¢ni je o polovinu niz$i ve srovnani s matou peprnou [43].

Mata kaderava ( Mentha spicata)

Jedna se o aromatickou vytrvalou bylinu s plazivym oddenkem a ptimou, vétvitou, az 70
cm vysokou, drsné€ odénou lodyhou. Listy jsou vstiicné, asi 3-5 cm dlouhé, kratce fapikaté,
nebo podlouhlé vejcité, Castecné zaspicatelé. Listy jsou na lici zelené a na rubu Sedozelené.
Kvéty jsou pyskaté, Cervenofialové, sestavené v lichopfesleny a nahlouc¢ené ve §tihlé val-
covité klasy. Je roz§ifena hlavné ve Sttedozemi. U nas se péstuje v zahradach ¢i na polich.
Pfi péstovani se mnozi délenim trst a je odoIngjsi proti mraziim nez mata peprna. Silice je
obsazena hlavné v listech (25 %). Hlavni obsahovou slozkou je karvon, cineol, limonen a

z flavonovych latek je to diosmetin, dale tfisloviny (asi 6 %) [44, S. 264].
Mata citronova ( Mentha citriodora)

Latinsky nazev je Mentha aquatica var. Citrata nebo Mentha citriodora. Je to mra-
zuvzdorna bylinna trvalka, kterd dortsta do vysky 20-80 cm. Rostliny tvoii mensi kefiky,
maji tmavé zelenou barvu. Listy na okrajich maji zvlastni fialovy, n€kdy az naervenaly
odstin. Rostlina je hladka bez chloupkd, listy ma lesklé. Mata, jako vSechny hluchavkovité
rostliny, je medonosna. Radime ji mezi nejznamé&jsi 1é¢ivky uz od starovéku. Malé listy
vyrustaji v 1ét€¢ do koncovych ovalnych kvétenstvi ve formé klasu. Rostlina obsahuje men-
tol, cineol, tfisloviny, flavonoidy a také hoif¢iny. Najdeme ji v zahradach, ale i voln¢
Vv piirod¢ [45].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 27

2.4.2 Eukalyptové oleje

Eukalyptové oleje se skladaji z vice nez 100 riznych slozek, jsou ziskavany parni destilaci.
Jako hlavni chemické slozky jsou a-pinen, B-pinen, a-fellandren, 1,8-cineol, limonen, ter-
pinen-4-ol, aromadendrene, epi globulol, piperiton a globulol. Surovy eukalyptovy olej

nékdy obsahuje vice sloucenin v riznych mnozstvich [46].

Eukalyptus citronovonny (Eucalyptus citriodora)

Jedna se o velky, stale zeleny strom, ktery dosahuje vySky od 24-50 m, v priméru ma 60-
130 cm. Tento strom ma velice cenné dievo, kmen vylucuje pryskyftici, ma hladkou kiiru
se skvrnami riznych odstini Sedé, Zluté a rizové. Mladé listy jsou ovalné a Casem se sta-
vaji uzkymi a $picatymi. Esencialni olej je znamy jako odpuzova¢ hmyzu, ktery ma anti-
septické, protivirové, baktericidni, fungicidni, insekticidni a deodora¢ni vlastnosti. Esenci-
alni olej je pruhlednd Zlutd nebo bezbarva tekutina S citronovo-balzamickou vini. Ziskava

se destilaci parou listd a vétvicek [47, s. 1,2,3].

Eucalyptus polybractea

Rostli latinského jména Eucalyptus polybractae je u nas je znama také pod nazvem modry
blahovi¢nik. Strom je mens$iho vzristu 3-9 m s hladkou kirou a podlouhlymi ovalnymi
listy, které maji vysoky obsah oleje v rozmezi 1-6 %. Hlavné jsou zde zastoupeny mono-
terpeny spolu s nékolika seskviterpeny. Je zde také velmi vysoky obsah 1,8-cineolu. Tento
olej je hodné vyhledavany hlavné v oblasti farmaceutickych vyrobkid. Viné je kofenita,

intenzivni, kafrova. Je Casto vyuzivan pfi infekcich dychacich a mocovych cest [48, s.
452].

Eucalyptus globulus

Tento strom je také znam pod nazvem Blahovi¢nik kulatoplody (Eucalyptus globulus),
dosahuje vysky max. 60 m. Kira stromu se samovolné olupuje v dlouhych pruzich. Listy
tohoto stromu se méni v pribchu starnuti. Nejdiive jsou ovalné podlouhlé a u starSich

stromd tvori jehlicky. Listy jsou cenné pro ziskavani eukalyptového oleje. Olej ma silné
Eucalyptus camaldulensis

Tento strom roste bézné¢ do vysky okolo 20 m, ale jen ziidka do 50 m. M4 tlusty kmen a

velkou Sirokou korunu, ktera se vétvi. Kura je hladka, krémova az bil, nebo svétle Seda.
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Listy jsou stale zelené a ziskdvame z nich esencialni olej pomoci parni destilace. Viné
oleje je kofenita, kafrova s balzamovymi tony. Tento olej je ucinny pii infekci dychacich a

mocovych cest [49, s. 1].

Eucalyptus radiata

Eucalyptus radiata je velky strom, ktery mtze dortstat az do vysky50 m. Kvéty se obje-
vuji v 1été, kiira je vlaknita, Sedo zelené barvy. Hlavni biochemické komponenty esencial-
niho oleje z Eucalyptus radiata zahrnuji: 1-8 cineol, alfaterpineol. Diky biochemické kom-
binaci cineol a alfa-terpineol, ma Eucalyptus radiata silngjsi antibakterialni a protivirovy
ucinek nez Eucalyptus globulus. Doporucuje se pro vSechny ORL problémy, zimnice, za-
nét prudusek, zanét vedlejsich nosnich dutin, pfi chiipce, nachlazeni a virové epidemii.
Nevyhodou jsou relativné Casté alergické reakce, jejichZ pfic¢inou je vyssi obsah alergen-

nich komponent jako jsou citral, limonen, linalool, geraniol, nebo citronellol [50].

2.5 Esencialni oleje ve formé mikroemulzi

Z chemického charakteru esencidlnich oleji vyplyva jejich Spatnd rozpustnost ve vodé ¢i
vodnych mediich. To pfedstavuje znacnou komplikaci pfi provadéni mikrobiologickych
testl jejich antimikrobialni G¢innosti. Citlivost mikroorganizmi k riznym latkam lze sta-

novit pomoci dvou zakladnich typti metod, difuznich a diluénich.

Pti agarové difuzni metodé jsou testované mikroorganizmy inokulovany na povrch pevné
agarové pudy. Pro tyto Ucely se nejcastéji vyuziva Miller Hintontliv agar, jehoZ sloZeni za-
jistuje vhodné podminky pro difuzi antimikrobidlni latky agarem. Na zaockovany povrch
pudy jsou nésledné kladeny disky napusténé testovanou antimikrobni latkou. V piipadée
citlivosti mikroorganizmu na testovanou latku dochazi v okoli disku k vytvofeni inhibi¢ni
z6ny, ve které nedochazi k rastu bakterii. Velikost této inhibi¢ni zony je umérna antimi-
krobialnimu u¢inku latky. Diskova difuzni metoda je spise metodou kvalitativni. Kvantita-
tivni metody umoziuji pfesné stanoveni takzvané minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)

testované latky [55, s. 149-52].

Dilu¢ni metody umoziuji stanovit MIC. Existuji riznd provedeni dilu¢nich metod, ale
vSechny zahrnuji piipravu série roztokl (kultivaénich médii) o riznych koncentracich tes-
tované latky. Tyto roztoky jsou zaokovany standardizovanym inokulem testovaného mi-
kroorganizmu a jsou po stanovenou dobu inkubovéany. Rist bakterii v tekutém médiu se

projevi vznikem zakalu, jehoZ intenzita je imérna mnozstvi bunék. Pokud jsou mikroorga-
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nizmy antimikrobni latkou inhibovéany, projevi se tato inhibice mensim zakalenim media,
které 1ze vyjadfit naptiklad hodnotou optické denzity (OD). Dilu¢ni metody l1ze provadét
ve sterilnich plastovych zkumavkach ¢i sklenénych zkumavkach, ale také v mikromodifi-

kaci na mikrotitra¢nich destickach s 96 jamkami [55, s. 149-52], [56].

V praktické ¢asti diplomové prace byly antibakteridlni Gi¢inky esencialnich oleji sledovany
jak pomoci diskové difuzni metody, tak i pomoci diluéni metody na mikrotitracnich des-
tickach. Kvili nizké rozpustnosti oleji v tekutém médiu vSak bylo nutné pfipravit z esenci-

alnich oleji mikroemulze, které uz nasledné mohou byt pouzity pti diluéni metodé.

Jako mikroemulze mizeme oznacit systémy, které se skladaji z olejové a vodné faze. Tyto
faze jsou navzajem spojeny a velikost ¢astic je v fadech nanometrti. Podle novéjsi a obecné
pfijimané definice je mikroemulze spontdnné vytvofend, Cira, termodynamicky stabilni,
homogenni disperze dvou nemisitelnych kapalin, obsahujici vhodné mnozstvi surfaktantu a

kosurfaktantu [49, s. 152].

Mikroemulze je slozena z polarniho organického rozpoustéla, které je s vodou omezené
misitelné a mnohdy zcela nemisitelné. Je tieba tedy hledat zpisob, jak je do vodného pro-
stiedi rozptylit tak, aby systém ziistal dlouhodobé¢ stabilni. Stabilit€¢ napomahaji latky, které
jsou oznacovany jako povrchové aktivni (PAL, tenzidy, smacedla, surfaktanty) [57, S. 24].
Podle struktury molekul mtizeme Pal délit na ionogeni (kationaktivni nebo anionaktivni)
nebo neionogenni obr.7. Mezi kationaktivni PAL, patii pfedev§im kvarterni amoniové soli,
mezi anionaktivni hlavné soli organickych kyselin s dlouhymi uhlikatymi fetézci. Schop-
nost surfaktantu tvofit micely lze soudit i podle tzv. hydrofilné lipofilni rovnovahy (HLB).
Tato hodnota charakterizuje pomér vlivu hydrofilni a lipofilni ¢4sti jejich molekul. Vysoka

hodnota HLB nam ukazuje, dobrou schopnost dané PAL tvofit micely [59, s. 1113]

tenzidy

neionove ionoveé

anionické kationické amfoterni

Obrazek 1: Schéma rozdélené tenzidii [33, S. 6]
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Podle povahy fdzové rovnovahy miizeme mikroemulze délit do péti zékladnich typt.

e Typ I — v téchto mikroemulzich se pouziva surfaktant, ktery je rozpustny ve vodné
fazi. Diky tomu vznika mikroemulze typu olej ve vodé (0 /v).

e Typ II — pouzity surfaktant je rozpustny v olejové fazi, diky ¢emuz vznika mikro-
emulze typu voda v oleji (v / 0). Vodna faze surfaktant neobsahuje.

e Typ I — zde hovoiime o tfifdzovém systému, ktery je tvoien dispergovanymi ¢4s-
ticemi vody ve vétSich ¢asticich oleje a ty jsou dispergovany v kontinualni vodné
fazi.

e Typ IV — zde hovofime o jednofazovém systému, kde je olej i voda solubilizovan v
pfitomnosti surfaktantu a ko-surfaktantu.

e Typ V — je soucasna piitomnost dvou fazi mikroemulze, jedna faze ma kontakt s
vodou a druha je v kontaktu s olejem [57, s. 688].

Pro vznik mikroemulzi typu voda v oleji je vhodnym surfaktantem povrchové aktivni latka
s nizkou hodnotou hydrofilné-lipofilni rovnovahy (HLB). Pro vznik opa¢né mikroemulze,
tedy mikroemulze typu olej ve vodé (o/v), je nutné pouzit jako surfaktant povrchové aktiv-

ni latku, ktera vykazuje vyssi hodnotu HLB [60].

Pro piipravu mikroemulzi existuje cela fada postuptl, u kterych se lisi zastoupeni jednotli-
vych slozek. Pro tuto diplomovou praci byl pouzit surfaktant Tween 20 (HLB 16,7). Diky
vysoké hodnoté HLB je tento surfaktant schopen tvofit emulze typu o/v. Olejovou fazi
tvofi esencialni olej s etanolem v poméru 1:1. Ramcové slozeni pro pfipravu jedné zku-
mavky je 0,1 g esencidlniho oleje, 0,1g Ethanolu, 0,8g Tween 20 a 9g destilované vody.
Aby doslo k homogenizaci jednotlivych slozek, je za potiebi, pouzit vysoké rychlosti mi-
chani pomoci tfepac¢ky Vortex. Nejdiive homogenizujeme Tween, olej a ethanol a na ko-
nec je pridana destilovand voda. Po ptidavku destilované vody se také provede dostatecnd

homogenizace do vzniku ¢iré emulze.
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3 CHARAKTERIZACE MIKROORGANIZMU IZOLOVANYCH
Z DUTINY USTNI

V praktické ¢asti diplomové prace bylo pracovano s mikroorganizmy, které byly ziskany
na Ustavu technologie tuki, tenzidi a kosmetiky Fakulty technologické UTB v ramci ba-
kalaiské prace zaméfené na mikrofloéru Ustni dutiny u ortodonticky lécenych pacientt.
Vzorky obsahujici bakterie adherované na povrch ortodontickych zamka byly béhem baka-
latské prace uchovany pro ptipadné dalsi analyzy. V této diplomové praci bylo tfeba ze
zamrazenych vzorkl izolovat Cisté kultury jednotlivych mikroorganizmi, provést jejich
zékladni charakteristiku a identifikaci, a nasledné provést stanoveni schopnosti tvofit bio-

film.

3.1 Identifikace mikroorganismi pomoci MALDI-TOF MS

Metoda MALDI-TOF MS je hmotnosti spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za
ucasti matrice s priletovym analyzatorem: Matrix-Assisted Laser Desorption/Inization
Time of Flight mass spectrometr. Tato metoda je rychla, vysoce piesna a Ize ji aplikovat na
Siroké spektrum mikroorganismi. Schopnost rozliSovat bakterie ¢i jiné mikroorganismy na

rodové, druhové a ¢asto i kmenové trovni [51, s. 64,65].

Principem hmotnostni spektrometrie je separace iontd a iontovych fragmentii vniklych
ionizaci, v magnetickém nebo vysokofrekvencénim elektrickém poli. Zaznamenané hmot-
nostni spektrum je grafickym zndzornénim cetnosti ionti lisicich se mérnym nabojem m/z.
Vysledné hmotnostni spektrum je ovliviiovano zpliisobem ionizace i dal§imi faktory véetné
konstrukcénich charakteristik spektrometru. Teoreticky by tedy reprodukovatelnost neméla
byt dokonald ani u spekter zaznamenanych za stejnych podminek na riiznych pfistrojich.
Prakticky jsou ale takovéa spektra odliSnd minimalné, takZe je metoda hojné¢ vyuZzivana

k identifikaci a urceni struktury latek porovnavanim spekter se standardy [62, S. 35-37].

Hmotnostni spektrometrie MALDI byla ptivodné vyvinuta pro kvalitativni analyzu peptidt
a bilkovin, v sou€asnosti se ale vyuziva i pro analyzy nukleovych kyselin nebo nizkomole-
kuldrnich organickych i anorganickych latek. Vyhodou je predevsim jeji vysoka citlivost a
rychlost méfeni. Mezi vyhody metody patii predev§im to, Ze se vzorek pii analyze neroz-

vvvvvv

bézné pozadi biologickych a biochemickych vzorkt jako jsou napiiklad pufraéni roztoky

[63].
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Metodu MALDI-TOF MS kterou mtizeme vidét na obrazku 8 lze jednoduse popsat, tak ze
na krystaly matrice se vzorkem je pilisobeno laserovym zarenim, které ptisobi desorpci mo-
lekul matrice spolu s molekulami vzorku a zaroven dojde k ionizaci molekul vzorku prie-
danim H" od molekul matrice. Dale je aplikovano extrakéni napéti mezi MALDI desti¢ku a
vstupni Stérbinu pruletového analyzatoru, ¢imz dojde k extrakci nabitych molekul, podle
zvolené polarit napéti a k jejich analyze v priletovém hmotnostnim analyzatoru. Vypocita
se pomér M/z v zavislosti na dobé letu molekul analyzatorem k detektoru. Detektor zachy-
cuje dopadajici ionty, ze kterych vypocitava hmotnost kazdého iontu, ktery na n&j dopad-
ne. Mame n¢kolik druhi detektort a to elektronové, fotonasobi¢ a Faradayovu klec [52, s.

71].

VAKUUM

IONTOVY
ZDROJ

VZOREK S MATRICI

IONTY

HMOTNCSTNI ANALYZATOR

LASEROVY PAPRSEK DETEKTOR

Obrdzek 8: Schéma hmotnostniho spektrometru MALDI-TOF MS [51, s. 65]

3.2 Prikaz tvorby biofilmu

Schopnost tvofit biofilm je vlastni pouze nékterym mikroorganizmim. K prikazu této
schopnosti u konkrétnich mikroorganizmti jsou vyuzivany metody mikroskopické, kulti-
vacni a metody genotypové. Genotypové metody prokazuji pritomnost specifickych gent,
které jsou pro prezivani ve formé¢ biofilmu nepostradatelné. Biofilm a jeho existenci lze
prokazat pomoci nékolika mikroskopickych metod. Kromé¢ mikroskopickych metod se
pouzivaji dale 1 kultivatni metody, jako je Christensenova metoda, kterd se vyuziva jak

v klasické zkumavkové verzi, tak i v mikromodifikaci na mikrotitra¢nich desti¢kach. Dalsi
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moznosti prikazu tvorby biofilmu je kultivace na agaru s Kongo Cerveni. Tato metoda
vSak neni pfili§ spolehlivd a méla by slouzit spiSe pro prvotni screening nez pro priukaz

schopnosti tvofit biofilm [53, s. 18], [63].

V praktické casti predkladané diplomové prace byla pro stanoveni schopnosti tvofit bio-

film zvolena Christensenova metoda, ktera je blize popséna v nésledujicim textu.
Christensenova zkumavkova metoda

Tato metoda se provadi ve sklenénych ¢i plastovych zkumavkach. Do zkumavek s ptipra-
venym bujonem je sterilni klickou pfenesena Cistd kultura. Takto pfipravené¢ zkumavky
jsou kultivovany 24 hodin pfi 37 °C za normalni atmosféry. Poté je obsah zkumavek slit a
lehce promyt sterilni vodou nebo fyziologickym roztokem. Promyti slouzi k odstranéni
bakteridlnich bunék, které jsou pfitomny v tekutém médiu, ale neadheruji na povrch zku-
mavky. V dalsim kroku nasleduje fixace etanolem, po skonéeni fixace je do zkumavky
pridana krystalova violet. Barvivo zbarvuje buiiky adherované na povrch zkumavky a
hodnoceni pfitomnosti ¢i nepfitomnosti biofilmu se provadi pomoci intenzity zabarveni
vnitini stény zkumavky. Nasledné je barvivo slito a zkumavka promyta destilovanou vo-
dou. Zkumavky se nechaji uschnout v obracené poloze. Tvorba biofilmu je povazovana za
pozitivni, pokud viditelny film lemuje spodni ¢ast zkumavky. Jsou rozliSovany tfi stupné
hodnoceni, coz mizeme vidét na obrazku 9 a to siln€ pozitivni biofilm (++), slabé pozitiv-

ni biofilm (+) a biofilmnegativni (0) [54, s. 306].

Obrazek 9: Christensenova zkumavkova metoda [55, S. 13]
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Christensenova metoda v mikrotitraénich desti¢kach

Christensenovu metodu 1ze provadét i v mikromodifikaci, pfi které je zkumavka nahrazena
jamkou mikrotitraéni desticky. Metoda se provadi na mikrotitra¢nich desti¢kach s 96 jam-
kami, kde do kazdé jamky je pipetovano kultivaéni médium, které je nésledné zaockovano
¢istou kulturou testované¢ho mikroorganizmu. Nasleduje inkubace po dobu 24 hodin pii 37
°C. Po inkubaci se obsah kazd¢ jamky odstrani jemnym poklepem a promyje fyziologic-
kym roztokem. Poté nasleduje barveni krystalovou violeti, kterd se neché plisobit po stano-
venou dobu. Desti¢ka je néasledné promyta destilovanou vodou a ponechdna volné us-
chnout. V piipad¢, Ze testovany kmen je schopen tvofit za danych podminek biofilm, dojde
k zabarveni stény jamky, na kterou adherovaly mikroorganizmy. Intenzitu zabarveni je
mozné méfit spektrofotometricky. K rozpusténi barviva je mozné pouzit 33% Kkyselinu
octovou. Desticka piipravend pro spektrofotometrické méfeni je zndzornéna na obrazku 10

[54, 5. 306].

Obrazek 10: Christensenova metoda mikrotitracni desticky [55, s. 14]
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II. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

4 CIL PRACE

Cilem ptedklddané diplomové prace bylo zjistit, zda jsou mikroorganizmy dutiny ustni

citlivé na plisobeni vybranych esencidlnich oleja.

V teoretické Casti byl kladen diiraz na mikroorganizmy vyskytujici se v duting tstni a zub-
nim plaku. Dalsi ¢ast byla vénovana esencialnim olejim se zaméfenim na jejich antimi-

krobidlni aktivitu, ktera je izce spojena s jejich slozenim.

V praktické ¢asti bylo cilem izolovat mikroorganizmy kolonizujici dutiny ustni a zuby.
Provést jejich zakladni charakteristiku a identifikaci pomoci metody MALDI TOF - MS.

Stanovovana byla i jejich schopnost tvorby biofilmu.

V posledni casti byla stanovena citlivost izolati k vybranym esencidlnim olejim ziskanym
z ruznych druht rostlin rodu Mentha a Eucalyptus. Analyza byla provadéna diskovou di-

fuzni metodou a dilu¢ni metodou. Pro dilu¢ni metodu byla nutna piiprava mikroemulzi

Veskera data ziskana pomoci vySe popsanych metod byla vyhodnocena a znédzornéna po-
moci tabulek a grafi. Dosazené vysledky byly okomentovany, diskutovany a shrnuty v

zaveéru prace.
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5 MATERIAL, CHEMIKALIE A PRISTROJE

5.1 Pouzité chemikalie

Etanol, Lach-Ner s.r.o., Neratovice

Glycerol, Sigma-Aldrich Corporate Offices
Chlorid sodny, Lach-Ner s.r.o., Neratovice
Tween 20, Sigma-Aldrich spol. s.r.o., Praha
Lugoliv roztok, Lach-Ner s.r.o., Neratovice
Krystalova violet, Lach-Ner s.r.o., Neratovice
Imerzni olej, Intraco Micro s.r.0.

Destilovana voda

5.2 Pouzité esencialni oleje
Esencialni oleje (EO), Nobilis Tilia s.r.0., Ceska Lipa

e Mata peprna (Mentha piperita)

e Mata lucni (Mentha arvensis)

e Bio mata peprna (BIO Mentha piperita)

e Mata kadefava (Mentha spicata)

e Mata citronovonna (Mentha citriodora)

e Eukalyptus citronovonny (Eucalyptus citriodora)
e Eucalyptus polybraceta Austrdlie

e Bio Eucalyptus radiata Australie

e Eukalyptus kulatoplody (Eucalyptus globulus)

e Eucalyptus camaldulensis

5.3 Pouzité zivné pidy
Muller Hilton Agar, HiMedia
Lactobacillus MRS Broth (MRS), Acumedia a.s.

Nutrient Agar (NA), Acumedia a.s.
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Soyabean Casein Digest Agar

5.3.1 PomnozZovaci média
Lactobacillus MRS Broth (MRS), Acumedia a.s.
Masopeptonovy bujon (MPB)

Trypton-sojovy bujon s glukosou (TSB)

5.4 Pomiicky a pristroje

Automatické mikropipety Biohit a Nichipet
Autoklav Verioklav H+P, Némecko

Bio Vortex V1, Biosan

Biologicky termostat BT 120, Cesk4 republika
Clean Air Technike B.V

Digitalni Denzilametr

Infinite 200 PRO NANOQUANT Microplate readers from TECAN

Laboratorni vaha KERN 440-47N, Kern & Sohn

Laboratorni pomucky (hokejky, sterilni Spi¢ky na mikropipety, automatické mikropipety,

1zicka plastova, ependorfky, pinzeta, sterilni bakteriologicka klicka, mikrotitra¢ni desticka)

Laboratorni sklo (kadinky, sterilni misky, sterilni zkumavky, sklenéné lahev, odmérny va-

lec, podlozni sklo)

Mikroskop

Ultrazvukova vana K-10IE nerezova, Kraintek Czech s.r.o

Stericell sterilizitaror, BMT Medical Technology, Brno, Ceska republika

Ostatni béZné laboratorni pomiicky a vybaveni.
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6 METODY

6.1 Priprava roztoku
Fyziologicky roztok

Byla pfipravena navazka 8,5 g NaCl na 1000 ml destilované vody. Ptipraveny roztok byl

sterilizovan v autoklavu pii 132 °C po dobu 20 minut.

6.2 Priprava zivnych pid
Muller Hilton Agar (MH)

Muller Hilton Agar byl pouzit ke stanoveni antimikrobialni citlivosti metodou difize v
agaru. Bylo navazeno 15,2 g MH do sklenéné lahve a rozpusténo ve 400 ml destilované
vody. Ptipravené médium bylo sterilizovano v autoklavu pii teploté 132 °C po dobu 20

minut. Pfipravené médium bylo nasledné nalévano do sterilnich Petriho misek.
Lactobacillus MRS Agar, Acumedia a.s

Pro izolaci a kultivaci laktobacili byl pouzit Lactobacillus MRS Agar. Do sterilni sklenéné
lahve bylo navazeno 22,1g Lactobacillus MRS Broth a 6 g agaru, vSe bylo zalito 400 ml
destilované vody. Pfipravené médium bylo nasledné sterilizovano v autokldvu po dobu 20
minut pfi teploté¢ 132 °C. Hotové médium bylo nasledné nalévano na sterilni Petriho mis-
ky.

Nutrient Agar, Acumedia a.s.

Do sklenéné 1dhve bylo navazeno 11,2 g Nutrient agaru, vSe bylo zalito 400 ml destilované
vody. Takto piipravené médium bylo sterilizovano pii 132 °C po dobu 20 minut

v autoklavu. Jesté teplé médium bylo nalévano do sterilnich Petriho misek.
Soyabean Casein Digest Agar (SCDA)

Bylo navéazeno 16 g Soyabean Casein Digest agaru do sklenéné infuzni lahve spole¢né s 2
g glukézy. VSe bylo zalito 400 ml destilované vody. Médium bylo sterilizovano
v autoklavu pii 132 °C po dobu 20 minut.
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6.2.1 PomnoZovaci média
Masopeptonovy bujon (MPB)

Bylo pfipraveno 400 ml MPB, pfi¢emz bylo navazeno 1,2 g NaCl, 1,2 g masového extrak-
tu a 2 g peptonu. VSe bylo zalito 400 ml destilované vody. Takto pfipraveny roztok byl
rozpipetovan do sterilnich zkumavek a nésledn¢ bylo v§e dano do autokldvu na 20 minut

pfi teplote 132 °C.
Trypton-sojovy bujon s glukézou (TSB)

Bylo piipraveno 200 ml TSB, na toto mnozstvi bylo navazeno 3,4 g tryptonu, 0,6 g sojo-
vého peptonu, 1 g NaCl, 0,5 g KoHPO,, 1 g glukozy a doplnéno 200 ml destilované vody.
Vse bylo davkovano do sterilnich zkumavek a sterilizovano pti 132 °C 20 minut v autokla-

vu.
Lactobacillus MRS Broth (MRS), Acumedia a.s.

Bylo navéazeno 20,1 g Lactobacillus MRS Broth do sklenéné infuzni lahve a zalito 400 ml
destilované vody. Pfipravené médium bylo pipetovano do zkumavek a nasledné bylo auto-

klavovano pfti 132 °C po dobu 20 minut.
6.3 Izolace ¢istych kultur mikroorganizmii

6.3.1 Vzorky pro izolaci mikroorganizmi

Pro diplomovou praci byly pouzity vzorky ziskané v ramci bakalaiské prace zamétené na
mikrofloéru dutiny Ustni u ortodonticky lé€enych pacientii. Vzorky ortodontickych zamku
s adherovanymi mikroorganizmy byly poskytnuty Ustavem technologie tukd, tenzidt a

kosmetiky Fakulty technologické Univerzity Tomase Bati ve Zliné.

Ortodontické zamky s adherovanymi mikroorganizmy byly zamrazeny v ependorfkach ve
kterych byl roztok BHI a 30% glycerol v poméru 1:1. Po rozmrazeni byly vzorky pienese-
ny z roztoku glycerolu a BHI do ependorfky, ve které bylo napipetovano 1000 ul fyziolo-
gického roztoku. Takto pfipravena ependorfka se vzorkem byla nasledné dana na 2 minuty
do ultrazvukového Ccistice, aby dos$lo k uvolnéni mikroorganizmi pfichycenych na zam-
cich. Nasledné bylo provedeno fedéni 1:9. Do zkumavky bylo pipetovano 100 pl vzorku a
900 ul fyziologického roztoku. Redénymi i nefedénymi vzorky byly nasledné zaodkovany
pevné pudy Lactobacillus MRS Agar, Nutrient Agar a Soyabean Casein Digest Agar. Pro

naneseni na pidu bylo pouzito vzdy 100ul vzorku, ktery byl rozeten sterilni hokejkou.
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Ptipravené naoCkované misky byly kultivovany 24 hodin pii teploté 37 °C. Kultivace byla

provadéna aerobné i anaerobné.

6.3.2 Postup izolace Cistych kultur

Mikroorganizmy rostouci na pevnych puadach po aerobni ¢i anaerobni kultivaci byly izolo-
vany pomoci kfizového roztéru. Jednotlivé ohrani¢ené kolonie mikroorganizmu byly po-
moci klicky odebrany a byl proveden kiizovy roztér na piislusnych pudach (Lactobacillus
MRS Agar, Soyabean Casein Digest Agar, a Nutrient Agar. Misky byly opét kultivovany
aerobné ¢i anaerobné pii 37 °C po dobu 24 hodin. KtiZovy roztér byl opakovan do doby,
nez byly ziskany Cisté kultury izolovanych mikroorganizmi. Takto pfipravené vzorky byly
nasledné pouzity pro dal$i praci, tedy pro mikroskopii a Gramovo barveni, identifikaci
metodou MALDI TOF - MS a stanoveni schopnosti tvorby biofilmu. Identifikované izolaty
byly dale studovany s cilem stanovit jejich citlivost na antibakteridlni latky difuzni disko-

vou metodou a mikrodilu¢ni metodou.
6.4 ldentifikace a charakterizace mikroorganizmu

6.4.1 Gramovo barveni a mikroskopie

Pti tomto barveni byly potieba nésledujici pomicky: bakteridlni kultury, roztok krystalové
violeti, Lugoliv roztok, destilovana voda, etanol, podlozni skla, bakteriologicka klicka,

imerzni olej a mikroskop.

Na ozehnuté a vychladlé podloZni skli¢ko byla nanesena kapka sterilni destilované vody.
Vyzihanou klickou do ni bylo pfeneseno malé mnozstvi kultury. Pomoci sterilni klicky byl
na sklicku vytvoten tenky natér, ktery byl nechan volné zaschnut. Po zaschnuti byla prove-
dena fixace tak, ze bylo trikrat sklicko protazeno oxidac¢ni ¢asti plamenu tak, aby byl natér
nehote. Po vychladnuti sklicka byl natér ptevrstven roztokem krystalové violeti po dobu 20
vtefin, poté bylo barvivo slito. Dale bylo fixovano obarveni Lugolovym jodovym roztokem
cca 1 minutu. Nasledné byl vzorek promyt 96% etanolem do odbarveni a oplachnut desti-
lovanou vodou. Poté byl dobarven safraninem po dobu 1 minuty a opét bylo barvivo smyto
vodou. Takto pfipraveny vzorek byl po zaschnuti sledovan pod mikroskopem za pouziti

imerzniho oleje pii zvétSeni 10x100.
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6.4.2 Identifikace izolati metodou MALDI TOF - MS

Mikroorganizmy izolované dle postupu v kapitole 6.3.2, byly pieneseny do sterilni epen-
dorfkové zkumavky se 150 ul sterilni destilované vody a nasledné byly zality 450 pul etano-
lu. Takto piipravené vzorky byly dale identifikovany pomoci metody MALDI-TOF MS,
Vzorky byly identifikovany na Fakulté biotechnoldgie a potravindrstva Slovenské pol'no-
hospodarské univerzity v Nitre. Byl zvolen postup standardné pouzivany v mikrobiologic-
kych laboratotfich Fakulty biotechnologie a potravinarstva popsany v dizertacni praci Attily

Kantora [67].

6.4.3 Prikaz tvorby biofilmu

U izolovanych kmenti byl proveden prikaz tvorby biofilmu pomoci Christensenovy meto-
dy. Nejprve byly pfipraveny suspenze izolovanych kultur ve sterilnim fyziologickém roz-
toku, jejichZ zakal odpovidal 2. stupni McFarlandovy stupnice. Tekuté Zivné médium TSB
bylo napipetovano v mnozstvi 180 ul do kazdé z jamek mikrotitra¢ni desticky. K zivnému
médiu bylo pfidano 20 pl suspenze kultury. Prvni dva sloupce desticky zistaly nezaocko-
vané a slouzily jako negativni kontrola, ostatni byly zaoCkovany ptisluSnou ¢istou kulturou
mikroorganizmi. Takto pfipravena mikrotitra¢ni desticka byla kultivovana aerobné i anae-
robné po dobu 24 hodin pfti teploté¢ 37 °C. Po kultivaci byl obsah jamek vylit a byly 3x
promyty sterilnim fyziologickym roztokem (250 pl/jamka). Néasledovalo barveni roztokem
krystalové violeti (200 ul/jamka) po dobu jedné minuty. Barvivo bylo nasledné slito, des-
ticka byla 3x promyta destilovanou vodou a poté byla voln& ponechéana k uschnuti. Po usu-
Seni nasledovalo rozpusténi barviva, kdy do kazdé jamky bylo dano 200 pul 33% kyseliny
octové, ktera se nechala pusobit po dobu 10 minut. Poté nasledovalo méfeni optické denzi-

ty na fotometru TECAN pii 600 nm.
6.5 Stanoveni citlivosti mikroorganizmii k antibakterialnim latkam

6.5.1 Mikrodilu¢ni metoda

Pro mikrodiluéni metodu byly ptipraveny mikroemulze s riznymi esencialnimi oleji. Pro
pfipravu jedné zkumavky mikroemulze bylo zapotiebi 0,1 g ptislusného esencialniho oleje,
0,1 g etanolu, 0,8 g Tweenu 20 a 9 g destilované vody. Vse bylo postupné smichano a fad-
né promichano na vortexu. Mikroemulze byly pfipraveny z deseti esencidlnich oleja, jed-
nalo se o matové esencialni oleje z maty peprné, maty lucni, maty peprné (BIO kvalita),

maty kadefavé a maty citronovonné. Dalsi skupinu oleji piedstavovaly EO eukalyptové,
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konkrétné pak olej ziskany z ekalyptu citronovonného, Eucalyptus polbractea, Eucalyptus
radiata (v BIO kvalit¢), Eucalyptus globulus a Eucalyptus camandulensis.

Zizolath byly pfipraveny suspenze bakterii do sterilnich plastovych zkumavek

s fyziologickym roztokem. Zékal suspenze byl 1. stupeit McFarlandovy zékalové stupnice.

Nasledovala piiprava sterilnich zasobnich roztokd mikroemulzi v masopeptonovém bujo-
nu. Do sterilnich sklenénych zkumavek byly pfipraveny roztoky o rizné koncentraci esen-
cidlniho oleje v celkovém objemu 3 ml. Koncentrace oleje v zakladni mikroemulzi byla
10 000 pg/ml. V tabulce 2 jsou uvedeny pipetované objemy mikroemulze a bujonu, a také

vysledna koncentrace EO v roztoku, ktery byl zaockovan.

Tab. 2. Pipetované objemy a koncentrace EO v roztoku

Roztok Pipetovany objem | Pipetovany objem Koncentrace EO
mikroemulze (pl) MPB (ul) v roztoku (pg/ml)

1 2550 450 8500

2 1950 1050 6500

3 1500 1500 5000

4 1050 1950 3500

5 450 2550 1500

6 150 2850 500

Mikrotitra¢ni desticka byla pfipravena v boxu tak, ze do vSech jamek fady A bylo napipe-
tovano 200 pul MPB, do vSech jamek fady B 200 pl ¢isté mikroemulze, do fady C bylo
davkovéano 200 pl roztoku 1, do fady D 200 pl roztoku 2, do fady E 200 ul roztoku 3, do
fady F 200 pl roztoku 4, do fady G 200 pl roztoku 5 a do fady H 200 pl roztoku 6. Nésle-
dovalo zaoc¢kovani dvanacti sloupct desticky suspenzemi mikroorganizmui. Sloupec 1 a 2
zlstal nezaockovéan, sloupec 3 a 4 byl zaockovan 5 pl suspenze mikroorganizmi 1, sloupec
5 a 6 suspenze mikroorganizmi 2, sloupec 7 a 8 suspenze mikroorganizmu 3, sloupec 9 a
10 suspenze mikroorganizmii 4 a sloupec 11 a 12 suspenze mikroorganizmi 5. Pfipravena
desticka byla méfena na spektrofotometru TECAN po dobu 24 h, kdy kazdych 30 minut
byla odectena hodnota optické denzity pti vinové délce 600 nm a teploté 37 °C.

6.5.2 Diskova difuzni metoda

Pro stanoveni citlivosti izolovanych mikroorganizmu k esencialnim olejim byla vyuzita i
diskova difuzni metoda. Pro jeji provedeni byl zvolen Mueller Hinton Agar jako pevna
puda, na kterou byly nanaseny disky. Povrch agaru byl inokulovdn suspenzemi testova-

nych mikroorganizmu a po vsaknuti suspenze do agaru byly na ptipravenou ptidu kladeny
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disky z filtracniho papiru. Tyto sterilni disky mély primér 5 mm a na jejich povrch byly
naneseny 2 pl testovaného esencialniho oleje. Po 24 hodinové kultivaci misek pii 37 °C
byla zmétena inhibi¢ni zona kolem disku. Inhibi¢ni zéna byla méfena jako primér kruhové
zony vcetné diskl. Diskovy test zavisi na difuzi antibiotika agarem. Po uplynuti inkubacéni
doby se méfi pruméry inhibi¢nich zon, které jsou nasledné interpretovany podle tabulek
hrani¢nich hodnot rezistence. Jinymi slovy, za citlivy kmen mizeme oznalit az kmen

s ur¢itym pramérem zony [60, s. 28].
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Izolace mikroorganizmii a mikroskopie

Ze vzorki ortodontickych zamkii bylo izolovano 25 vzorku €istych kultur mikroorganiz-
mu. Devét izolatli bylo ziskano z pad kultivovanych anaerobné, 16 izolati pochazelo
Z aerobni kultivace. Jako zivné pady byly pouzity Nutrient Agar, Lactobacillus MRS Agar
a Soyabean Casein Digest Agar (SCDA). Doba kultivace byla 24h pii teploté 37 °C. N¢-
které vzorky byly kultivovany aerobné (A) a n¢které anaerobné (AN). Pfehled izolovanych

kmenti je uveden v tabulce 6.

Izolaty byly dale charakterizovany pomoci Gramova barveni a mikroskopie. Pomoci mi-
kroskopie bylo zjisténo, zda se jedna o grampozitivni (G+) nebo gramnegativni (G-) mi-
kroorganizmy. Dale pak, zda se jedna o tyCinky (T) ¢i koky (K). Z tabulky mizeme vidét,

ze prevazuje zastoupeni G+ kokd.

Izolované kmeny grampozitivnich 1 gramnegativnich bakterii byly také pouzity i pro sta-
noveni pomoci metody MALDI-TOF MS. Diky této metodé byly vzorky identifikovany na

urovni druhu, pfipadné i1 kmene.

Tab. 3. Vysledky pro jednotlivé vzorky z imerzni mikroskopie

Grampozitivni
Cislo vzorku Pouzita pida | Druh kultivace | /Gramnega- | Ty¢inka/ Kok
tivni
1. NA A G+ K
2. NA A G+ K
3. NA A G+ K
4. NA A G- T
5. NA A G+ T
6. NA A G- T
7. NA A G+ K
8. NA A G- K
9. NA A G+ K
10. SCDA A G+ K
11. SCDA A G+ K
12. SCDA A G+ K
13. SCDA A G+ K
14, SCDA A G+ K
15. SCDA A G+ K
16. SCDA A G+ K
17. NA AN G+ K
18. NA AN G+ K
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19. NA AN G+ T
20. NA AN G+ T
21. SCDA AN G+ K
22. SCDA AN G+ K
23. SCDA AN G+ K
24, SCDA AN G+ K
25. SCDA AN G+ K

7.2 ldentifikace metodou MALDI-TOF MS

Z 25 izolovanych kment bylo pomoci metody MALDI TOF spolehlivé identifikovano 20
izolati. Vysledky identifikace téchto 20 kment jsou uvedeny v tabulce 4. Vysledky jsou
vyjadieny pomoci skére, které se pohybuje v rozmezi 0 (zadna shoda) az 3 (maximalni
shoda). Skore lze rozlisSit pomoci barev, kde zelena barva nam vyznacuje hodnoty mezi 3
az 2 kde probéhla identifikace na tirovni druhu, zlutd vyznacuje hodnoty v rozmezi 1,999
az 1,700 pro identifikaci na trovni rodu a ¢ervend nam znaci hodnoty 1,699 az 0 tyto vzor-

ky uz nelze spolehlivé identifikovat.

Touto metodou se nepodaftilo identifikovat vSechny vzorky, 5 vzorkl se pohybovalo pod
hodnotou 1,700. Pfi¢inou mohla byt kontaminace vzorkl jinymi mikroorganizmy, nebo

nespravna kultivace.

Vysledky, které jsou uvedeny v tabulce 4, nam potvrzuji piedchozi zakladni charakterizaci
mikroorganizmli pomoci Gramova barveni v kapitole 7.1., tedy Ze se pfevazné jedna o
grampozitivni koky (viz. Tab.3). Z riznych studii bylo zji§téno, ze v zubnim plaku se nej-
Cast&ji vyskytuje rod Enterococcus, zejména vsak druh Enterococcus faecalis. Z dvaceti
izolatl bylo 14 identifikovano jako rtizné kmeny E. faecalis. Studie dale uvadi pfitomnost
Staphylococcus spp. v ustni dutiné a zubnim plaku. Z izolovanych kment byly 2 identifi-
kovany jako Staphylococcus hominis a jeden izolat byl pfifazen ke druhu S. warneri. Kro-
mé enterokokt a stafylokokt byly ze vzorki ortodontickych zamk izolovany i druhy Pan-

toea septica, Lysinibacillus sphaericus a Bacillus amyloliquefaciens.
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Tab. 4. Vysledky pro metodu MALDI-TOF MS

Cislo Organizmus (nej- , Cislo Organizmus (nej- ]
vzorku lepsi shoda) Skore vzorku lepsi shoda) Skore

5 Enterocolcigus faeca- 2215 16. Enterocolcicszus faeca- 2,254

3 Enterocolcigus faeca- 2335 17 Enterocolcicszus faeca- 2198

7 Enterococ_cus faeca- 2,088 18. Staphylogo_ccus ho- 2,239
lis minis

8. Enterococ_cus faeca- 2,288 20. Lysmlba_cnlus 1752
lis sphaericus

9 Enterocolcigus faeca- 2218 21 Enterocolcics:us faeca- 1719

10. Enterocolcigus faeca- 2,335 99 Staphylor?:rcicus war- 2,042

11 Enterocolcigus faeca- 2071 93, Enterocolcics:us faeca- 2 403

12 Enterococcus faeca- 2,306 24, Enterococcus faeca- 2,365
lis lis

13. Pantoea septica 1,811 25, Staphy'rz‘i:r?i‘;cus ho- 1 5 a19

15 Enterococ_cus faeca- 2,097 10. Bacillus a_mylollque- 1.700
lis faciens

7.3 Tvorba biofilmu u izolovanych mikroorganizmii

Na mikrotitracnich destickach byla testovana schopnost tvorby biofilmu u jednotlivych

izolatl. Destic¢ky byly kultivovany aerobné i1 anaerobné po dobu 24 a 48 hodin pii 37 °C.

Po kultivaci byl obsah jamek odstranén, desticka byla promyta fyziologicky roztokem a
obarvena krystalovou violeti. Barvivo, které se pfichytilo na st€énu mikrotitracni desticky,
bylo nésledné rozpusténo 33% kyselinou octovou. Intenzita zbarveni byla nasledné métena
spektrofotometricky pfi vinové délce 600 nm. Kmeny, které oznacujeme jako biofilm pozi-
tivni, vytvari na stén¢ mikrotitraéni desticky barevnou vrstvu. Vysledky byly vyjadieny
pomoci optické denzity (OD), kterd nam vyjadiuje miru akumulace barviva na sténach
jamek a vyjadiuje tak miru adheze bun€k. Z jamek negativnich kontrol byla zjisténa pri-
meérnd OD a vypocitana smérodatna odchylka. Hrani¢ni hodnota pro pozitivitu (ODc) je
trojnasobek smérodatné odchylky nad primérnou hodnotou OD negativnich kontrol (Odc
= prumé&rna OD negativnich kontrol + 3 smérodatna odchylka negativnich kontrol).
Vysledky byly rozdéleny do tii kategorii na zdkladé porovnani vypoctené OD s hrani¢ni
hodnotou ODc:
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kmen netvofici biofilm (OD < ODc) =n
kmen se slabou tvorbou biofilmu (ODc < OD <20Dc) =5

kmen se silnou tvorbou biofilmu (OD < 20Dc) = p

Tab. 5. Tvorba biofilmu pro jednotlivé vzory aerobni a anaerobni kultivaci

Cislo izolatu
(doba kulti- Tvorba biofilmu (aerobni kultivace)
vace)

1

1

1

1 (po 48h)

2

3

4

5

5 (po 48h)

5 (po 48h)

10

10

12

12

12 (po 48h)

13

13

13 (po 48h)

14

14

14 (po 48h)

15

15

15 (po 48h)

16

16

||| ||| ||| ||| ||| | |T|©|TC|wv|w
||| ||| ||| |c ||| ||| || |T|T|T|wv|w

16 (po 48h)

T || |»w ||| | (»w|O|OD|»w ||| c|c|Tc ||| |©|w»w |>S
|t |||t ||| ||| |»w OO |>|>D ||| ||| |T|»v|wn
jm N @ B © N e B @ I @ I e I o © N @ B (e I i @ 0 [ @ 0 s Y iy © J i @ J e ) b Y b Y (e B @ i i @ B R B @ B @ B @ B o I R I
>SS || ||| |c|o|>|c | ||| || |cc|TC | (T |T|»v |wn

17 n n

S ||| |o|>s|sc|o|s|s|o|>|sc|jo|s|o ||| ||| |o|T | |w |S

S| ||| |>s|s|o|s|s|o|>|sc|jo|s|o |||l ||| |oc|©T | |3 |>

17 Tvorba biofilmu (anaerobni kultivace)

18 P p

18

19

19 (po 48h)

19 (po 48h)

T |T |T [T T |T
T |T|T [T T |>
S5 |T |T |T|T
S| |T |T|w»
> |>|T |T|T|T
> |>|T |T|T|T

19 (po 48h)

S |[>S|T || |T
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20 P P P P P P P n
20 (po 48h) p p p p p p p n
20 (po 48h) p p p n n n n n
20 (po 48h) p p n n n n n n
21 P P P P P P P P
21 P P P P P P P s
21 P P P P P P n n
21 p p p p p n n n
21 p p p n n n n n
22 n n S n S n S S
22 S S S S S S S S
22 p p p p p p n n
22 P P P P P n n n
22 (po 48h) p p p p p p p n
22 (po 48h) p p p p p p n n
23 s S S S p S s s
23 p o] o] o] s s S S
23 P P P P P P n n
23 p p p p p n n n
23 (po 48h) p p p p p p p n
23 (po 48h) p p p p p p n n
24 p p p p p p n n
24 P P P P P n n n
24 (po 48h) p p p p p p p n
24 (po 48h) p p p p p p n n

Byla zjistovana schopnost tvorby biofilmu jednotlivych mikroorganizmi, které byly iden-
tifikovany pomoci metody MALDI-TOF MS. Pro stanoveni tvorby biofilmu bylo pouzito
19 vzorki, které mizeme vidét v tabulce 7. Vzorky byly kultivovany aerobné (A) 1 anae-

robné (AN) po dobu 24 hodin nebo 48 hodin. V tabulce jsou uvedena v§echna opakovani.
Nejdtive jsou popsany vzorky, které byly kultivovany aerobné.

Vzorek 1 byl stanoven mikroskopicky jako G+ kok. Metodou MALDI-TOF MS nebyl ten-
to izolat spolehlivé identifikovan. Dale byl vzorek podroben testovani na tvorbu biofilmu
s aerobni kultivaci. Konkrétné tento vzorek byl testovan 3x po 24hodinové kultivaci a 1x
po 48 hodinach. Z tabulky 7 mtizeme vidét, Ze po 24 hodinach je schopnost tvorby biofil-
mu slaba, kdezto po 48 hodinéch je schopnost tvorby biofilmu tohoto izolovaného mikro-

organizmu silna.
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Vzorky 2 a 3 byly stanoveny jako G+ koky, které byly urCeny jako Enterococcus faecalis.
Pti tvorbé biofilmu byly oba vzorky testovany 1x za aerobnich podminek a délce kultivace

24 hodin. Oba vzorky maji silnou schopnost tvorby biofilmu.

Mikroskopii u vzorku 4 byla zjisténa pfitomnost G- ty¢inek, coz nelze potvrdit vysledkem
identifikace, protoze metodou MALDI-TOF MS nebyl urcen konkrétni mikroorganizmus.

Podle tabulky 7 je tento vzorek schopen siln€ tvotit biofilm.

Dalsi stanoveni probéhlo u vzorku 5, kde bylo zjisténo, ze se jedna o G+ ty¢inky. MALDI-
TOF MS nevedla ke spolehlivé identifikaci tohoto izolatu, ale jako nejpravdépodobné;jsi
byl vyhodnocen rod Arthrobacter. Jedna se o grampozitivni aecrobni mikroorganizmy tvaru
ty¢inek nebo kokd, tvar zavisi na ristové fazi. Stejn¢ jako u predchozich vzorkl je tento
izolat schopen tvofit silné biofilm. Stanoveni bylo provedeno po 24 hodinach i po 48 hodi-

nach.

Grampozitivni koky, byly nalezeny i u vzorku 10 a 12. U obou vzorkt byla provedena
identifikace do druhu Enterococcus faecalis. Vzorek 10 neni schopen tvofit biofilm, kdezto

u vzorku 12, ktery byl kultivovan i 48 hodin, byla potvrzena schopnost tvorby biofilmu.

Vzorek 13 byl stanoven jako grampozitivni kok, dal§im stanovenim hmotnostni spektro-
metrii byl uréen konkrétné jako Enterococcus faecalis. U tohoto vzorku byla zaznamenana
silnd schopnost tvorby biofilmu. Vzorek byl testovan 3x, z toho jednou byl kultivovan 48
hodin.

Mikroskopicky bylo zjisténo u vzorku 14, Ze se jedna od G+ koky, ale naslednym stanove-
nim metodou MALDI-TOF MS nebylo mozné identifikovat izolat s dostatecnou spolehli-
vosti. Nejpravdépodobnéjsim druhem byl ale Enterococcus faecalis (skoére 1,63). Tvorba

biofilmu je zde pfevazné silnd hlavné po 48 hodinéch.

U vzorku 15 se jedna o G+ koky, coz bylo potvrzeno dal$im stanovenim. Konkrétné se
jedna o Enterococcus faecalis. Béhem prvniho stanoveni na tvorbu biofilmu bylo zjisténo,
Ze neni schopen tvofit biofilm. Test byl proto opakovan s kultivaci 24 1 48 hodin. Pii téchto

stanovenich byla prokazana schopnost tvorby biofilmu u tohoto izolatu.

Grampozitivni koky, byly zjistény u vzorku 16. Metoda MALDI-TOF MS nam toto stano-
veni potvrzuje a fika, ze se jedna o Enterococcus faecalis. Tvorba biofilmu pfi prvnim sta-

noveni byla zaznamenana jako negativni. Nasledovaly tedy dal$i dvé opakovani testu, jed-
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no po 24 hodinach a druhé po 48 hodinach, ob¢ s pozitivnim vysledkem potvrzujicim

schopnost tvorby biofilmu.

Mikroskopicky u vzorku 17 byl vidén vyskyt G+ kokt, coz mizeme podle dalsiho stano-
veni oznacit za spravné. Konkrétné se zde vyskytuji bakterie druhu Enterococcus faecalis.

U tohoto izolatu nebyla prokazéana schopnost tvorby biofilmu.

Nasleduji vzorky 18-24 byly kultivovany anaerobné, délka kultivace byla opét 24 a 48 ho-
din.

Vzorek 18 byl stanoven jako G+ kok, konkrétné Staphylococcus hominis. Stanoveni bylo
provedeno 2x. Tvorba biofilmu byla u tohoto vzorku provadéna za anaerobnich podminek.

Z vysledki v tabulce 7 mizeme fict, ze je zde silna schopnost tvorby biofilmu.

Dalsi vzorek s Cislem 19 byl taktéZ podroben mikroskopii s vysledkem, Ze se zde vyskytuji
G+ ty¢inky. Metodou MALDI- TOF MS byl izolat identifikovan jako mikroorganizmus
nalezici do druhu Bacillus amyloliquefaciens. Tvorba biofilmu u tohoto izolatu nebyla spo-

lehlivé prokazana.

Vyskyt G+ tyCinek byl zjistén u vzorku 20. Néslednym stanovenim bylo zji§téno, Ze se
jedna o Lysinibacillus sphaericus coz potvrzuje ptedchozi stanoveni. Pfi testovani na tvor-
bu biofilmu je zde vyskyt negativnich 1 pozitivnich vysledkii. Schopnost tvorby biofilmu

tedy nelze jednoznaéné potvrdit.

U vzorku 21 byl mikroskopicky zjistén vyskyt G+ koki. Identifikace metodou MALDI
vSak nebyla prikaznd, ptestoze byl jako nejpravdépodobnéjsi oznacen druh Enterococcus
faecalis (skore 1,719). Rodové zatazeni k enterokokim je prikazné. Schopnost tvorby bio-

filmu mtizeme hodnotit jako silnou.

Grampozitivni koky, byly pozorovany u vzorku 22. Izolat byl identifikovan jako Staphylo-

coccus warneri. Je zde vysoka schopnost tvorby biofilmu.

Vzorky s ¢islem 23 a 24 byly oba stanoveny jako G+ koky a metodou MALDI-TOF MS
byly zafazeny do druhu Enterococcus faecalis. Tvorba biofilmu je u obou vzorku silna jak
po 24 hodinéch, tak i po 48 hodinach.
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7.4 Citlivost izolatii k esencialnim olejim

Ke stanoveni citlivosti mikroorganizmi izolovanych z dutiny ustni byly pouzity dvé meto-

dy, diskova difizni metoda a mikrodilu¢ni metoda.

7.4.1 Stanoveni citlivosti diskovou difuzni metodou

Pro stanoveni citlivosti mikroorganizmu k antibakterialni aktivité¢ esencialnich oleji bylo
pouzito 24 izolovanych kment. Sledovany byly ucinky 5 matovych oleji a 5 eukalypto-
vych oleji.

Misky, na které byly naockovany jednotlivé vzorky, byly pokladeny sterilnimi disky o
praméru 5 mm, na které byly naneseny 2 ul esencialniho oleje. Po 24 hodinové kultivaci
misek pii 37 °C byla zméfena inhibi¢ni zona kolem disku. Inhibi¢ni zéna byla méfena jako
primér kruhové zény veetné diski. Velikost inhibi¢nich zon pro jednotlivé oleje a izolaty
je uvedena v tabulkach 4 a 5.

Z tabulky 4 je patrné, Ze z eukalyptovych oleji mél nejvétsi inhibi¢ni ucinek olej Eucalyp-
tus camaldulensis, nasledné Eucalyptus radiata, dale Eucalyptus citriodora, Eucalyptus
polybraceta a nejnizsi inhibi¢ni plisobeni bylo zaznamenano Eucalyptus globulus.

U matovych oleji, které mizeme vidét v tabulce 5, bylo zjisténo, Ze nejvetsi ucinnost ma
Mentha piperita, coz nam také potvrzuje vySe popsanou teorii, Ze ma dobré antibakterialni
uéinky. Srovnatelné inhibi¢ni uc¢inky ma Mentha citriodora, dale pak Mentha arvensis.
Mentha spicata.

Porovnanim inhibi¢ni G¢innosti mezi olejem matovym a ekalyptovym lze fici, ze eukalyp-

tové oleje maji vyssi inhibi¢ni ucinnost nez oleje matove.
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Tab. 6. Vysledky méreni diskové difuzni metody pro eukalyptové oleje, velikost zon v [mm]

Cislo Eucalyptus Eucalyptus Eucalyptus | Eucalyptus | Eucalyptus
vzorku citriodora camaldulensis | polybraceta radiata globulus
1 20 20 12 11 15
2 10 26 11 12 8
3 13 20 14 14 16
4 11 15 10 10 0
5 8 22 13 10 10
6 10 16 11 13 11
7 16 13 11 20 12
8 10 10 7 18 10
9 0 9 10 0 10
10 15 12 10 11 11
11 7 17 12 16 12
12 12 12 10 15 12
13 0 31 5 10 9
14 12 11 8 20 10
15 18 14 12 15 15
16 12 13 13 17 10
17 1 12 15 19 10
18 15 10 7 6 10
19 12 10 10 16 17
20 16 11 15 18 10
21 12 15 15 15 11
22 15 19 10 21 12
23 20 20 12 15 10
24 6 20 12 13 6

Tab. 7. Vysledky méreni diskové difuzni metody pro matové oleje, velikost zon v [mm]

.. Mentha Mentha BIO Mentha Mentha Mentha
Cislo vzorku . .. L . .
arvensis piperita piperita spicata citriodora
1 11 10 10 8 18
2 10 12 9 8 20
3 12 16 18 12 10
4 14 10 10 7 6
5 11 13 10 8 16
6 13 10 11 9 10
7 11 10 10 7 20
8 22 15 10 15 10
9 7 32 10 8 9
10 10 10 8 9 17
11 9 9 13 11 19
12 9 12 9 7 10
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13 14 12 9 8 13
14 13 11 12 12 13
15 10 13 10 9 10
16 14 13 14 10 20
17 11 16 19 9 10
18 0 0 0 0 0

19 8 16 12 10 11
20 21 12 9 6 20
21 9 10 11 10 9

22 20 14 16 12 12
23 11 17 10 10 10
24 20 18 10 9 11

7.4.2 Stanoveni citlivosti mikrodiluéni metodou

Pro provedeni této metody bylo pfipraveno 10 mikroemulzi, z ¢ehoz pét jich obsahovalo
rizné matové oleje a pét rizné eukalyptové oleje. U vSech olejl a jejich riznych koncen-
traci byla zjisStovana schopnost inhibice rastu bakterii po dobu 24 hodin. Z naméfenych dat
byl vypocitan pramér a byly sestrojeny rustové kiivky. Z téchto dat byl stanoven index

rustu (IR) po 24 hodinach, ktery Ize vypocitat ze vztahu:

0D (1)
IR = 100 — (—" 100)
ODpg - ODyg

Kde:
IR — index ristu [%]
ODy — opticka denzita vzorku v médiu s ptimési mikroemulze

ODpk — optickd denzita pozitivni kontroly (rlist mikroorganizmu bez pfitomnosti inhibi¢ni

latky)

ODnk — opticka denzita negativni kontroly (médium s pfislusnou koncentraci mikroemulze

bez zaockovani)

V nésledujicich kapitolach jsou uvedeny vysledky stanoveni citlivosti izolati k EO ziskané
mikrodilu¢ni metodou. Vysledky antimikrobniho ptsobeni jednotlivych esencialnich oleju

jsou znazornény na samostatnych grafech.
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Antimikrobni aktivita EO maty lu¢ni vic¢i vybranym izoldtim je zndzornéna na obrazku
11. Graf vyjadiuje zavislost IR na pouzité koncentraci oleje maty lucni. Z grafu je patrné,
ze u vetsiny vzorka dochdzelo se snizujici se koncentraci antimikrobialni latky k vétSimu
pomnoZzeni mikroorganizmii. Nejvetsi nartist mikroorganismu pii koncentraci 3 500 pg/ml,
byl zaznamenan u vzorku ¢. 13, ktery byl identifikovan jako Enterococcus faecalis. Ob-
dobny trend, jen s nejvy$Sim nartstem pii koncentraci 5000 pg/ml, byl zaznamenan u
vzorku €. 3. EO maty lu¢ni mél dobré antibakterialni ucinky na vzorek ¢. 4 a ¢. 5. U vzorku
¢. 5 doslo k pomnozeni mikroorganizmii az pii koncentraci 500 pg/ml. Izolaty ¢. 4 a 5 ne-

byly pomoci MALDI TOF spolehlivé identifikovany.

Mata Lucni
200
180
160
140 Hvzorek ¢. 13
120 M vzorek ¢.6
g 100 vzorek €.3
e«
80 M vzorke ¢.4
60 M vzorek &.5
40
20 -
O .
10000 8500 6500 5000 3500 1500 500
Koncentrace EO [pug/ml]

Obrazek 11: Vliv mikroemulze EO maty lucni na jednotlivé izolaty

Na obrazku 12 mtzeme vidét zavislost ristu mikroorganizma na koncentraci EO maty
pepré. Lze fici, Ze izolované mikroorganizmy byly vyznamné¢ inhibovany timto olejem
Vv koncentraci vy$si nez 1500 pg/ml. Nejlepsi antimikrobialni u¢inky oleje mizZzeme vidét u
vzorku ¢. 16 (identifikovan jako E. faecalis). U vzorki €. 14 a €. 12, které byly také piita-
zeny ke druhu E. faecalis, doslo pti koncentraci 8 500 pg/ml k naristu mikroorganizmu.
Tento nartGst mohl byt zpisobem tim, Ze dana antimikrobni latka zde pro tyto mikroorga-
nizmy mohla plsobit jako zivné médium a po vycerpani zivin opét doslo k poklesu. Dalsi
vétsi nartst byl u toho vzorku pti koncentraci 1 500 pg/ml. Pomérné vysoky nartist mikro-

organizmu je zaznamenan u koncentrace 1500 pg/ml a 500 pg/ml a to konkrétné u vzorku
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¢. 10 (identifikovan jako E. faecalis). Zde jiz mata peprna neméla dostateéné antimikrobi-

alni pisobeni proti danym mikroorganizmtim.

180

Mata peprna

160
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120
100

IR [%]

80

60
40

20

10000 8500 6500 5000 3500 1500

Koncentrace [pg/ml]

500

M Vzorek ¢.12

M vzorek ¢.1
vzorek €. 10

Hvzorek ¢. 14

m vzorek ¢. 16

Obrazek 12: Vliv mikroemulze s obsahem EO maty peprné na jednotlivé izolaty

U mikrotitra¢ni desti¢ky, kde byl pouZit, jako antimikrobni latka EO maty peprné v BIO

kvalit¢ mlUzeme vidét postupny ndardst

mikroorganizmil

s klesajici

koncentraci.

K nejvétsimu pomnozeni doslo pii koncentraci 1 500 pg/ml a 500 pg/ml, coz mizeme vi-

dét na obrazku 13. Nejméné tento olej ptsobil na vzorek ¢. 8 (pomoci metody MALDI

identifikovan jako E. faecalis). Souhrnné muzeme fict, ze silice maty peprné v BIO kvalité

nema ziejmé dostatek antimikrobnich latek pro inhibici danych mikroorganizmu. Ve srov-

nani s olejem maty peprné, ktery nema deklarovanu kvalitu BIO, je tedy BIO mata peprna

slabSim inhibi¢nim agens.
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Bio mata peprna
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Obrdazek 13: Vliv mikroemulze s obsahem EO mdty peprné v BIO kvalité na jednot-

livé izolaty

Dal8im testovanym matovym olejem byl EO maty kadetavé. Vysledky jsou graficky zna-

zornény na obrazku 14. Z grafu je patrné ze mata kadefava ma pomérné dobré antimikro-

bialni vlastnosti. U vétSiny izolath doslo k poklesu hodnoty indexu rtstu i pfi nizkych kon-

centracich dané antimikrobialni latky. Vzorek ¢. 20 (Lisinibacillus sphaericus) ma vétsi

nartist mikroorganizmii pii koncentraci 5 000 pg/ml a s dalsi koncentraci nasledné doSlo

k poklesu. Obdobny prubéh, mizeme vidét u vzorku ¢. 17 (E. faecalis) pii koncentraci

3500 pg/ml a u vzorku ¢. 22 (Staphylococcus warneri) pii koncentraci 1500 pg/ml.
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Obrazek 14: Vliv mikroemulze s obsahem EO maty kaderavé na jednotlivé izolaty
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Poslednim testovanym matovym olejem byl EO maty citrovonné. Nejvyssi narist mikro-
organizmu, ktery mizeme vidét na obrazku 15, je pfi koncentraci 1 500 pg/ml a 500
ug/ml. Pouze u vzorku €. 5 doslo k vétSimu nartistu jiz pii koncentraci 5 000 pg/ml a u
vzorku ¢. 4 pfi koncentraci 6 500 pg/ml. K inhibici mikroorganizmti dochazi spiSe pii
vyS$8ich koncentracich, muzeme tedy fici, ze mata citronovonna je dobrou antimikrobialni

latkou pii vysSich koncentracich. Izolaty €. 4 a 5 nebyly jednoznaéné identifikovany.
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x 200

150 VZOrek E 14
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O .
10000 8500 6500 5000 3500 1500 500
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Obrazek 15: Vliv mikroemulze s obsahem EO maty citronovonné na jednotlivé izo-
laty

Dale byly zkouSeny antimikrobialni G¢inky eukalyptovych olejti. Jako prvni jsou prezento-
vany vysledky ziskané s pouzitim mikroemulze EO eukalyptu citronovonného (Eucalyptus
citriodora). Z obrazku 16 je patrné, Ze nejlépe tento olej puisobil na vzorek ¢. 21 (rod Ente-
rococcus). Pomérné $patné puisobeni mizeme vidét u vzorku ¢. 25 (identifikovan jako Sta-
phylococcus hominis), kde od koncentrace 6 500 pg/ml dochazi k nartistu mikroorganizmu.
U vzorku €. 23 (E. faecalis) dochazelo s klesajici koncentraci k pomnozeni mikroorganiz-
mi, kde nejvétsi vzestup je pii koncentraci 3 500 pg/ml. Vysoky narGst a nasledny prudky
pokles mizeme vidét u vzorku ¢. 22 (Staphylococcus warneri) pii koncentraci 6 500
png/ml. Pifi koncentraci 3 500 ug/ml doslo k nartistu 1 u vzorku ¢. 2. U toho vzorku doslo

s klesajici koncentraci jen k mirnému poklesu.
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Obrdazek 16: Vliv mikroemulze s obsahem EO Eucalyptus citriodora na jednotlivé

izolaty

Na obrazku 17 mizeme vidét, Ze s klesajici koncentraci EO z Eucalyptus polybractea do-

chazelo k nartistu mikroorganizmii. Nejvétsi vzestup je pii koncentraci 1 500 pg/ml. U

vzorku €. 1 miizeme vidét od koncentrace 6 500 pg/ml vzdy vzestup s naslednym prudkym

poklesem, dal$i vzestup je pii koncentraci 3 500 pg/ml a 500 pg/ml. Z namétenych dat

vyplivd, Ze dana antimikrobni latka nema na vybrané mikroorganizmy dostate¢ny inhibi¢ni

ucinek.
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Obrdazek 17: Vliv mikroemulze s obsahem EO Eucalyptus polybractea na jednotlivé

izolaty
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Esencialni olej Eucalyptus radiata v kvalit¢ BIO pfi nizkych koncentracich nema inhibi¢ni
ucinek na vybrané mikroorganizmy. Z obrazku 18 je patrné, ze pii koncentraci 1 500
ug/ml doslo k prudkému nartistu mikroorganizmi. Nejméné tento eukalyptovy olej ptisobil
na vzorek ¢. 10 (E. faecalis) a mizeme zde vidét pomérné velké pomnozeni, stejné jako U
vzorku ¢. 14 (pravdépodobné také E. faecalis). U tohoto oleje, jakozto antimikrobni latky,

fv v

zaznamenan u vzorku ¢. 16.

Bio eukalyptus radiata
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Obrazek 18: Vliv mikroemulze s obsahem EO Eucalyptus radiata v BIO kvalité na

Jjednotlivé izolaty

Dalsim testovanym eukalyptovym olejem byl EO Eucalyptus globulus. Z obrazku 19 je
patrné, Ze dochéazelo k postupnému riistu mikroorganizmi u vSech vzorku jiz od koncen-
trace 8 500 pg/ml. S klesajici koncentraci antimikrobni latky se tento rist zvySoval. Nej-
vzorku ¢. 12. Eucalyptus globulus, ziejmé neobsahuje dostatek antimikrobnich latek pro

inhibici danych mikroorganizmti. Vzorky 12 a 14 byly identifikovany jako E. faecalis.
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Obrdzek 19: Vliv mikroemulze s obsahem EO Eucalyptus globulus na jednotlivé

izolaty

Poslednim testovanym olejem byl EO ziskany z Eucalyptus camandulensis. Tato silice ma

nejnizsi inhibi¢ni ptisobeni na vzorek €. 18 a ¢. 25 pti koncentraci 3 500 pg/ml, coz mize-

me vidét na obrazku 20. Oba tyto izolaty byly identifikovany jako Staphylococcus hominis.

U vzorkd ¢. 22 a €. 21 (E. faecalis) je patrné, ze dany esencialni olej zde pisobil inhibi¢né

az do koncentrace 1 500 pg/ml. Pii této koncentraci jiz doslo k nartistu a pomnozeni mi-

kroorganizmd.
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Obrdazek 20: Vliv mikroemulze s obsahem EO Eucalyptus calmadulensis na jednot-

livé izolaty
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7.5 Zavére¢na diskuse vSech vySe uvedenych vysledkii

Pro stanoveni citlivosti mikroorganizmu dutiny Ustni na antimikrobni latky bylo pouzito
nekolik metod. V prvni fad¢ vsak byly tyto mikroorganizmy izolovany ze vzorka ortodon-
tickych zamka a poté byly identifikovany pomoci metody MADLI - TOF MS. Byla také
provedena mikroskopie Cistych kultur ziskanych izolati a Gramovo barveni. Izolovano
bylo celkem 25 Cistych kultur. Pomoci barveni a mikroskopie bylo zjisténo, Ze vétSina i1z0-
lath nalezi do skupiny grampozitivnich kokd. Toto zjisténi bylo dale potvrzeno vysled-
ky metody MALDI-TOF MS. Prevazné byl zjistén vyskyt G+ kokt, konkrétné mikroorga-
nizmy rodu Enterococcus. Nejvice byl zastoupen druh Enterococcus faecalis. Dostupna
literatura potvrzuje, Zze v zubnim plaku je mozny vyskyt mikroorganizma rodu Entero-

coccus a konkrétné druhu Enterococcus faecalis [12, s. 20].

Vzhledem k tomu, ze izolaty pochazely ze vzorki ortodontickych zamka kolonizovanych
mikroorganizmy, byl u téchto izolati proveden prikaz tvorby biofilmu pomoci Christense-
novy metody na mikrotitra¢nich destickdch. Tvorba biofilmu byla prokdzana u vétSiny
vzorkd, u nekterych byla tato schopnost silngjsi, u n€kterych slabsi. Vysledky byly rozde¢-
leny do tii kategorii na zéklad€ vypocitané OD. Pouze vzorek 10 nemél potvrzenou schop-
nost tvorby biofilmu. Literatura uvadi, Zze béhem vyvoje zubniho plaku je nejvétsi zastou-
peni G+ kokt, méné pak tyCinek a G- koku a ty¢inek [11, s. 37]. Muzeme tedy dané stano-

veni v porovnani s literaturou potvrdit.

V nasledujici fazi praktické ¢asti prace byl studovan vliv esenciadlnich oleji na rtst téchto
izolatu, které se mohou podilet na tvorbé zubniho plaku. K pritkkazu antimikrobialni aktivi-
ty byly vybrany esencialni oleje z rostlin druhu méta a eukalyptus. Testovani bylo prove-

deno pomoci difuzni i dilu¢ni metody.

Pro stanoveni inhibi¢nich z6n pomoci diskové difuzni metody bylo pouzito 24 izolatti a 10
esencialnich oleji. Stanovenim byla zjiSténa vyssi uc€innost eukalyptovych oleji oproti
olejim matovym. Antibakterialni G¢inky esencialnich oleji byly prokazany i v bakalarské
préaci Zajdlikové Vladény, kde taktéz byla zjiténa vétsi antibakterialni u¢innost eukalypto-

vych oleju oproti olejim matovym. [61, s. 51].

Pti hodnoceni mikrodilu¢ni metody bylo zjisténo, Ze jednotlivé inhibicni ucinky testova-
nych EO se li§i. Matovym olejem s nejvysSim antibakteridlnim plisobenim byl esencidlni
olej z maty kaderavé, ktery 1 pfi nizSich koncentracich vykazoval vyborné inhibi¢ni u¢inky

na izolované mikroorganizmy, a to jak na izolaty identifikované jako enterokoky, tak i na
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izolaty rodu Staphylococcus. Dalsim velmi u¢innym olejem byl EO maty peprné a citrono-
vonné, kde k vétSimu narGstu mikroorganizmi doslo az od koncentrace 1 500 pug/ml. U
eukalyptovych oleji byl obdobny vysledek zjistén u EO Eucalyptus radiata v BIO kvalité.
ra. U ostatnich pouzitych EO dochazelo s poklesem koncentrace daného oleje k nartistu

mikroorganizmi.

Kazdy esencialni olej miize obsahovat 20 a vice komponent v riiznych koncentracich, tim
padem je zde i rizné zastoupeni antimikrobidlnich latek. Konkrétni sloZeni oleje je navic
ovlivnéno celou fadou faktord, napiiklad druhem rostliny, ze které je ziskavan [28, s. 447].
Odlisnosti v antibakterialni aktivité EO ziskanych ze stejného rodu ale jiného druhu rostli-

ny byly pozorovany i v této praci a jsou tedy ve shodé s dostupnou literaturou.

Prace naznacuje mozné vyuziti matovych a eukalyptovych olejli v Gstni hygien¢. Bylo pro-
kazéano, ze testované EO mohou inhibovat mikroorganizmy podilejici se na vzniku zubniho
plaku. Antimikrobialnich G¢inka téchto olejii by mohlo byt vyuzito naptiklad pii formulaci
ustnich vod. Prospésné by takové tstni vody byly zejména pro ortodonticky 1é¢ené pacien-
ty, u kterych pfitomnost ortodontickych zdmku zvySuje riziko kolonizace mikroorganizmy,

vzniku zubniho plaku a potencialniho vzniku zubniho kazu ¢i jinych obtizi.
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo zjistit citlivost mikroorganizmti dutiny ustni
k antimikrobnim latkam ze skupiny esencialnich oleju. Pro praktickou ¢ast prace byly pou-
zity ortodontické zamky s adherovanymi mikroorganizmy pochazejicimi z dutiny ustni.
Nejprve byly ze vzorki izolovany ¢isté kultury mikroorganizmi a ty byly dale charakteri-
zovany a identifikovany pomoci metody MALDI-TOF MS. Ze ziskanych 25 izolati bylo
pomoci této metody spolehlivé identifikovano 20 mikrobialnich druht. Identifikace byla ve

shodé¢ s vysledky mikroskopické charakteristiky.

Dale byla u téchto izolat provedena zkouska jejich schopnosti tvofit biofilm, a tedy aktiv-
né se ucCastnit vzniku zubniho plaku. Schopnost tvorby biofilmu byla testovana pomoci
Christensenovy metody modifikované pro pouziti mikrotitraénich desti¢ek. Inkubace zaoc-
kovanych mikrotitracnich desticek byla provadéna 24 hodin nebo 48 hodin za aerobnich ¢i
anaerobnich podminek. Souhrnné lze fict, Ze schopnost tvorby biofilmu byla prokézana
prakticky u vsech izolatl. Jednotlivé druhy se lisily v intenzité vzniklé biofilmové struktu-
ry. Silné€jsi schopnost tvorby biofilmu byla pozorovana u vzorki kultivovanych 48hodin

aerobne.

V dalsi casti prace byla sledovana antibakteridlni aktivita deseti esencialnich oleji. Pét
oleju bylo ziskano z rostlin rodu Mentha a pét z rostlin rodu Eucalyptus. Inhibi¢ni u¢inky
oleji byly sledovany pfimo na bakteriich izolovanych z ortodontickych zamkl. Pomoci
difazni diskové metody bylo zjisténo, Ze vEtsi u€innost maji oleje eukalyptové oproti ma-

tovym.

Antibakteridlni aktivita byla testovdna i mikrodiluéni metodou, kterou byla zjiStovana
inhibi¢ni G¢innost esencialnich olejl pii riznych koncentracich. Inhibi¢ni t¢inek byl i zde
sledovan na skupiné mikroorganizmi izolovanych z ortodontickych zamkt. Vysledky uka-
zuji, 7e se vzristajici koncentraci EO dochazi ke zvyseni inhibiéni aktivity oleji. Uginné i
pfi nizkych koncentracich pak byly pfedev§im EO maty kadetfavé, EO maty citronovonné,

EO Eucalyptus citriodora a EO Eucalyptus radiata v BIO kvalité.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A Aerobni kultivace

AN Anaerobni kultivace

BHI Brain Hearth Infusion Broth
CFU Odhad Zivotaschopnych bunék v 1 ml vzorku (colony forming units)
EO Esencialni olej

G+ Grampozitivni mikroorganizmus
G- Gramnegativni mikroorganizmus
HLB Hydrofiln¢ lipofilni rovnovéha

K Kok

MPB Masopeptonovy bujon

MIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace

MALDI-TOF MS Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight mass

spectrometer
MRS Lactobacillus MRS Broth
MH Muller Hilton Agar
NA Nutrient Agar
NaCl Chlorid sodny
oD Optické denzita
PAL Povrchové aktivni latka
SCDA Soyabean Casein Digest Agar
TSB Trypton-sojovy bujon

T Tyc¢inka
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