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ABSTRAKT

Cilem bakalaiské prace je zhodnotit antimikrobialni u¢inky vybranych latek pouzivanych
v kosmetickych ptipravcich a zdali tvorba bakteridlniho biofilmu ma vliv na rezistenci
k témto latkdm. Teoreticka ¢ast se vénuje charakterizaci, tvorb¢ a detekci mikrobidlniho bi-
ofilmu a taktéz popisu biofilm pozitivnich bakterii. Kromé toho se také zabyva antimikrobi-
alnimi latkami vyuzivanych v kosmetickych ptipravcich a kontamina¢nim cestam, které tyto
ptipravky znehodnocuji. V experimentalni ¢asti jsou vyhodnoceny vysledky méfeni testo-
vanych bakterii v riznych koncentraci antimikrobialnich latek a detekce tvorby biofilmu
u téchto bakterii. Z vysledkti vyplyva, ze testované gramnegativni bakterie (Stenotrophomo-
nas maltophilia) jsou odolnéjsi viici testovanym latkdm (extrakt z grepovych jader, laktat
sodny, nisin, kyselina jantarova, capryloyl glycin) nez bakterie grampozitivni (Bacillus

tequilensis, Bacillis subtilis, Bacillus pumilus a Bacilus cereus).

Kli¢ova slova: biofilm, bakterie, inhibice, antimikrobialni latky

ABSTRACT

The aim of this bachelor thesis is to evaluate the antimicrobial effects of selected substances
in cosmetics and documents related to biological materials. The theoretical part deals with
characterization, formation and microbial biofilm and description of biofilm positive bacte-
ria. In addition, anti-microbial agents used in cosmetics and contaminating pathways that
deplete these preparations are also used. The experimental results are aimed at measuring
the results of test bacteria in various concentration antimicrobial agents and detecting the
formation of biofilm in these bacteria. The results indicate that the Gram-negative bacteria
tested (Stenotrophomonas maltophilia) are more resistant to test substances (grapefruit ex-
tract, sodium lactate, nisin, succinic acid, capryloyl glycine) than Gram-positive bacteria

(Bacillus tequilensis, Bacillis subtilis, Bacillus pumilus and Bacilus cereus).

Keywords: biofilm, bacteria, inhibition, antimicrobial agents
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Vztah mezi mikroorganismy a lidskou populaci tu existuje jiz od pradavna, mize mit jak
pozitivni, tak negativni vliv na ¢lovéka. Mezi hlavni benefity pro ¢lovéka patii to, ze se
mikroorganismy podileji na tvorbé uziteénych produkti, jako je pivo, vino nebo syry. Také
maji schopnost vyrabét pohonné hmoty, Cistit odpadni latky ¢lovékem vyprodukované
a mnoho dalSich Cinnosti. Avsak jejich stinnou strankou je napadat lidsky organismus, na
kterém parazituji, a to mize vyustit az ve smrtelnou infekci. (Lear ef al., 2008, Melo et al.,

1992, Percival et al., 2011)

Obdobn¢ jako ¢loveék, dokazi mikroorganismy tvofit spolecenstvi. Toto spolecenstvi mikro-
bidlnich bunék se nazyva biofilm. Mikroorganismy tvotici biofilm jsou pevné pfichyceny na
pevném povrchu nebo sobé navzéjem, jsou obaleny extracelularnimi latkami, které si sami
produkuji. (Schindler, 2001) Tyto latky poskytuji mikrobidlnimu biofilmu pieckat neptiz-
nivé podminky. (Donlan et al., 2002) Mikroorganismy tvoftici biofilm také disponuji schop-
nosti nepfetrzit¢ komunikaci mezi jednotlivymi mikrobidlnimi buiikami, coZ jim umoziiuje
adaptaci na vné&js$i prostfedi. (Muhsim ef al., 2015)

Pouzivani kosmetickych piipravktl v dnesni dobé stale roste a uzivatelé vyzaduji nejen,
abych jejich ptipravek plnil funkeci, kterou jim slibuje na obalu, ale taktéz aby jim néjaky cas
vydrzel bez mozné kontaminace. A pravé k tomu slouzi latky s antimikrobialnimi uc¢inky,

které témto nepfiznivym osudiim kosmetického piipravku zabraiuji. (Paye, 2006)

Mezi antimikrobidlni latky se fadi jak pfirodni, tak chemicky syntetizované latky. Jedna se
o soli kyselin, extrakty z plodi, esencidlni oleje, mastné kyseliny a mnoho dalSich jinych.
Tyto latky maji bakteriostaticky az bakteriocidni i¢inek na mikroorganismy, které pronik-
nou do kosmetického ptipravku. (Halla, 2018) A prave témito G€inky se zabyva tato baka-
latska préace spolu s tvorbou biofilmu bakteridlnich bun¢k v neptiznivych podminkach vy-

branych antimikrobialnich latek.
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA BIOFILMU A JEHO VYSKYT

Biofilm je spolecenstvi mikroorganismu, které diky své fenotypové piizpisobivosti tvoii
plankton, nebo v komunitach, které tvofi na pevnych povrsich tenkou vrstvu. (Schindler,

2001)

Tvorba biofilmu je n¢kolikastupnovy proces, poCinaje piipojenim k povrchu, pak tvorbou
mikrokolonii, ktera vede ke vzniku 3D struktury biofilmu, a nakonec kon¢i dozravanim a na-
sledovnym oddélenim. Béhem tvorby biofilmu je mnoho druhti bakterii schopno mezi sebou
komunikovat prostfednictvim specifického mechanismu, ktery se nazyva quorum sensing.
Je to systém stimulil ke koordinaci riiznych genovych expresi. (Donlan ef al., 2002, Muhsim

etal., 2015)

1.1 Definice biofilmu

Biofilm je tvofen seskupenim mikrobidlnich bunék, které jsou pevné spojeny s povrchem
nebo sob€ navzijem a jsou uzavieny v matrici extracelularnich polymernich latek (EPS).
Tyto buniky maji pfirozenou tendenci se v piirodé lepit a pfilnout na pevny povrch. (Schin-
dler, 2001) Biofilmy se mohou tvofit na Sirokém spektru povrchil, na inertnim (sklo, plast)

nebo organickém (klize, sliznice) povrchu. (Donlan et al., 2002, Muhsim et al., 2015)

Mikroorganismy, at’ uz se jedna o prokaryotické nebo eukaryotické bunky, maji potencial
zit v jednom ze dvou fenotypt: pfisedlém nebo planktonickém. Ptisedly fenotyp je vysled-
kem vazby k povrchu. Planktonicky fenotyp je tvofen voln€ plovoucimi mikroorganismy.

(Aparma et al., 2008)

Biofilmy nabizeji kromé& negativnich vlivli, kdy vykazuji rezistenci vici antimikrobialnim
latkam (dezinfekcni €inidla a antibiotika) 1 fadu fyziologickych a ekologickych vyhod. (Lear
et al.,2008)

1.2 Struktura biofilmu

Biofilmy jsou heterogenni komunity obsahujici mikrokolonie bakteridlnich bunék zabalené
v matrici EPS, které jsou oddéleny od jinych mikrokolonii interstecidlnimi dutinami neboli

vodnimi kanély. (Sasek, 2009)
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Tloustka biofilmu je zavisla na vyskytu zivin a zda je slozen z jednoho ¢i vice bakteridlnich
kment. Tloustka biofilmu je podle naméfenych hodnot velmi proménliva, miize nabyvat
hodnot az do 100 um. Také je velmi podstatna pro vyskyt aerobnich a anaerobnich bakterii,
kdy na povrchu biofilmu je koncentrace mikroorganismu nizkd a smérem do nizsi hloubky
stoupd a poté zase klesa. Biofilm nese riizny elektricky naboj v rozdilnych vrstvach, coz

hraje vyznamnou roli nejen v transportu zivin. (Schindler, 2001)

1.2.1 Extracelularni polymerni latky (EPS)

Mezi primarni slozky tvofici biofilmy se fadi mikrobialni bunky a EPS. EPS muze zastupo-
vat 50 % az 90 % z celkového mnozstvi organickych latek v biofilmu se vyskytujicich, proto

je lze pokladat za zékladni slozku biofilmu. (Donlan et al., 2002)

Jedna se o pfirodni polymery s vysokou molekulovou hmotnosti, které jsou produkovéany do
prostfedi mikroorganismy. Tyto polymery urcujici fyzikalni a chemické vlastnosti biofilmu.
Jsou slozeny ptevazné z polysacharida a bilkovin, ale mohou obsahovat i dal§i makromole-
kuly, jako jsou DNA, RNA, lipidy a humoézni latky. (Muhsin et al., 2015) EPS jsou vysoce
hydratované, jelikoZ obsahuji velké mnoZstvi vody, kterou vaze ve své struktufe a tim za-
mezuje vysychani nékterych ptirodnich biofilmi. (Donlan et al., 2002) Produkce EPS je
ovlivnéna stavem zivin ristového média, kdy pti nadbytku uhliku a omezeni mnozstvi du-

siku, drasliku a fosfatu dochazi k podpote syntézy EPS. (Donlan et al., 2002)

1.2.2 Vodni kanalky

Mezi mikrokoloniemi jsou vodni kanalky, které tvoii primitivni cirkula¢ni sytém dodéavajici
ziviny, kyslik a fadu dalSich latek z vody do mikrokolonii a odvod metabolitli mimo né.
Tento proces je zajistén cirkulaci vody pohybujici se v obou smérech. (Sasek, 2009; Muhsin

etal., 2015)

1.3 Tvorba biofilmu

Biofilmy se postupné formuji a to je spojeno s velmi slozitym procesem. Tvorba biofilmu je
vazana na expresi specifickych genti podilejicich se na vzniku biofilmu. Jedna se o n¢koli-
kastuptiovy proces, ktery za¢ina navazanim mikrokolonie na povrch, nasledovanym mnoze-

nim, zranim a pozd¢ji 1 odd€élenim zobrazené na Obr. 1. (Muhsin et al., 2015)
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Obr. 1 Jednotlivé faze tvorby biofilmu, upraveno dle Unosson, (2015)

1.3.1 Faze I - pripojeni (adheze)

V této fazi dochazi k reverzibilni adhezi na povrch vyvolané vnéj§imi signaly, ktera mize
trvat pouze nékolik malo sekund, nez se aktivuje. Tyto signaly doprovazi zmény v zivinach
a koncentracich Zivin, pH, teploté, koncentraci kysliku, osmolalité a vyskytu Zeleza. (Donlan
et al. 2002) Mikrobidlni buniky se poté pfichyti pomoci aktivnich molekul na dany pevny
povrch, ktery poskytuje dostatecné mnozstvi zivin. Témto aktivnim molekuldm se fika ad-
heziny, mohou to byt molekuly latek rizné povahy — bilkoviny, glykopeptidy nebo polysa-
charidy. (Schindler, 2001)

Prvotni kontakt mikroorganismu s povrchem je zprostfedkovan riznymi mechanismy, mezi
které se fadi diftize, pasivni transport vody nebo aktivni pohyb pomoci bi¢ika. Ptilnuti k po-
vrchu je ovlivnéno fyzikalnim a chemickym piisobenim (elektrostaticke sily a van der Waal-
sovy sily). Velmi dilezitou roli zde hraje taktéZ povrchovy ndboj bunék (zeta potencial)

a hydrofobicita povrchu buiiky a povrchu, ke kterému adheruje. (Sasek, 2009)

Drsné povrchy jsou nachylnéjsi k tvorbé biofilmu, coz je zplisobeno snizenim trecich sil
a zvétSenim plochy povrchu. Riizné studie naznacuji, Ze biofilmy maji tendenci se tvofit vice
na hydrofobnich materialech, jako je teflon a jiné plasty nez na sklu nebo kovech. (Muhsin

etal.,2015)

1.3.2 Faze Il - mnoZeni (agregace)

Po pfilnuti mikrobiadlnich bunék na povrch se po par minutach zacnou mikroorganismy mno-

zit pomoci komunikace pies chemické signaly (quorum sensing). Jakmile intenzita signalu
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ptesahuje urcitou prahovou uroven ma to za nasledek produkci EPS, které jsou schopny za-
chycovat ziviny a planktonické bakterie. Béhem této faze se tvoii agregaty (mikrokolonie)

a je snizena pohyblivost. (Donlan et al., 2002; Mubhsin et al., 2015)

1.3.3 Fazelll —zrani 1

Po stadiu tvorby mikrokolonii biofilmu probihd exprese urcitych genit, které souvisi se zvy-
Senou produkci EPS, tedy hlavnim strukturnim materialem biofilmu, a dochazi ke zrani bi-
ofilmu — tvorbé 3D struktury. (Muhsin et al., 2015) Mikrokolonie se za¢inaji vrstvit a dosa-

huji tloustky 10 um. (Donlan et al., 2002)

1.3.4 FazelV —zrani?2

Biofilm dosahne své konecné tloustky, ktera dosahuje rozmérii okolo 100 pm. (Donlan et
al.,2002) Jedna se tedy o konecnou fazi zrani, kdy v tomto spolecenstvi je dokoncena tvorba
dualezitych komponent, ptikladem jsou vodni kanalky podilejici se na pfisunu zivin a odve-

deni odpadnich latek. (Muhsin et al., 2015)

1.3.5 FazeV — disperze

V pribéhu vyvoje biofilmu dochazi k odd€lovani jednotlivych bun€k nebo celych mirkoko-
lonii, které mohou osidlovat novy povrch. Specidlni roli pfi oddélovani bun€k z biofilmu
hraje enzymaticka degradace, ktera je zptisobena snizenim koncentrace zivin, tedy vyhlado-
vénim bunék. (Donlan ef al., 2002) Také v disledku né€kterych mechanickych zatézi se bak-
terie mohou oddé¢lovat od kolonii do vnéj$iho prostiedi. Tyto dispergované buiiky z biofilmu
maji schopnost zachovat si urc¢ité vlastnosti biofilmu, ptikladem je citlivost na antibiotika.

(Mubhsin et al., 2015).

1.4 Komunika¢ni formy biofilmu

Blizka vzdalenost bun€k uvnitt nebo mezi mikrokoloniemi poskytuje idedlni prostiedi pro

vytvareni gradientl zivin, vyménu genti a quorum sensing. (Donlan et al. 2002)

Biofilmy poskytuji idedlni misto pro vyménu extrachromozomalni DNA pomoci plazmida.
Ke konjugaci dochazi predevsim mezi buitkami v biofilmech nez mezi planktonickymi bun-
kami. (Donlan et al., 2002) Tim mohou bakterie ziskat naptiklad rezistenci vici antibioti-

kim. (Miller et al., 2001)
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Mechanismus mezibunééné komunikace, qguorum sensing, ktery umoziuje bakteriim vnimat
a reagovat na zmény v okoli a taktéz ovliviiuje velkou Skélu biologickych funkci, jako je

naptiklad bioluminiscence nebo virulence. (Miller et al., 2001)

Bakterie pfi svém rastu produkuji malé signalni molekuly — autoinduktory. Autoinduktory
se podileji na optimalni hustoté populace, tzn. pti dosaZeni prahové koncentrace autoinduk-
torti, dojde k zamezeni transkripce genti mnozicich se bakterii. Touto zménou exprese genli

se vyvola zastaveni ristu a mnozeni bakterii. (Donlan et al., 2002)

1.5 Vyskyt a vyznam biofilmu

Biofilmy se vyskytuji v mnoha riznych odvétvich priimyslu a mediciné. Mohou mit jak po-
zitivni, tak negativni vyznam pro ¢lovéka nebo prostiedi. (Melo et al., 1992) Mohou se tvofit
na Siroké Skéle povrchi, vcetné prirodnich vodnich systémt, zivych tkani, zdravotnickych

prosttedkll a priimyslovych systémi (potrubi) pro pitnou vodu. (Percival et al., 2011)

Dulezitou roli hraje pii degradaci znecist'ujicich latek v istirnach odpadnich vod v bioreak-
torech, kdy v poslednich letech patii mezi hlavni a zdkladni procesy upravy vody. Biofilmy
také rady ulpivaji na riznych povrsich primyslovych pfistrojii (vymeénik tepla, chladici véz
atd.), kdy mohou zaporng ovlivnit provozni naklady tohoto pfistroje. V potravinarském pri-
myslu mohou zpisobovat kontaminaci potravin. A v medicing se tyto mikrobidlni biofilmy
vytvareji na zubech, implantatech, kontaktnich cockach a riznych prostetickych pomickach.
Pii vytvoteni biofilmu tak miiZze dochéazet k velmi vaZznym az smrtelnym infekcim. (Melo et

al., 1992; Percival et al., 2011)

Tvorba biofilmu je také spojovana s virulenci, kdy se toto spolecenstvi mikroorganismu
stava odolngjsi vici antibiotiklim, imunitnim reakcim hostitele a dezinfekénim prostfedkim.

(Rossie et al., 2018)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

2 CHARAKTERISTIKA MIKROORGANISMU PRI TVORBE
BIOFILMU

Témet vSechny mikroorganismy maji schopnost vytvaret biofilm na Sirokém spektru po-
vrchii. Pravé tvorba biofilmu piedstavuje zavazny problém pro vetfejné zdravi vzhledem
k jeho rezistenci vii¢i antibiotikim. (Mubhsin et al., 2015) Biofilm tvofici bakterie vykazuje
zvysSeny potencial nést a neutralizovat antimikrobialni latky, coz mize vést k delsi 1écbe.
Dochézi k zapinani nékterych genti vedoucich k aktivaci exprese stresovych gent, diky kte-
rym se méni fenotyp na rezistentni v disledku urcitych zmén, napt. hustota bunck, vyziva
nebo teplota. (Melo et al., 1992) Schopnost tvorby biofilmu byla popséna u velkého poctu
bakterii, naptiklad Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus epidermidis, Escherichia coli
a u dal$ich grampozitivnich a gramnegativnich druhti. Bylo také zjisténo, ze n¢které bakterie
mohou tvofit biofilm i v lidském téle, ptikladem je Haemophilus influenzae. (Muhsin et al.,

2015)

2.1 Biofilm pozitivni bakterie

Escherichia coli je gramnegativni bakterie tyCinkovitého tvaru zplsobujici velké mnozstvi
nozokomidlnich a komunitnich infekci, pfikladem muze byt infekce mocovych cest.
Escherichia coli umi vyluovat do vnéjSiho prostfedi riizné toxiny, polysacharidy a patii
mezi biofilm pozitivni bakterie. Schopnost tvofit biofilm je zavisla na vnéjSich podminkéach,
tloustka biofilmu Escherichia coli mize dosahovat aZ stovky mikrometrii. Pi 1écbé pied-
stavuje velké potize, jelikoz vykazuje rezistenci k antibiotikiim v diisledku ptitomnosti EPS.

(Mubhsin et al., 2015; Larson et al., 2003)

Pseudomonas aeruginosa je gramnegativni bakterie, kterd je soucasti lidské mikroflory
ktze. Jedna se o vSudypfitomny patogenni organismus, ktery mize byt izolovan z riiznych
zdroji, napf. z rostlin, zvifat a lidi. Radi se mezi bakterie tvoiici biofilm, ze studii bylo zji3-
téno, ze tento biofilm se podili na fad¢ chronickych infekci. Biofilmy Pseudomonas aeru-
ginosa jsou vyvinuté komunity jednotlivych bunék, které jsou uzavieny v extracelularni po-
lysacharidové matrici a diky tomu vykazuji extrémni odolnost vii¢i antibiotikim. (Muhsin

etal., 2015)

Staphylococcus aureus je multirezistentni bakterie zptisobujici fadu nozokomialnich infekci.

Roste na katétrech a chronickych ranach jako biofilm. Staphylococcus aureus vyuziva pro-
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teiny pro tvorbu extracelularni matrice v cytoplazmeé, tyto proteiny také fungujici jako matri-
cové proteiny a umoziuji zvysenou flexibilitu a adaptaci pfi tvorbé biofilmt v zatézovych
stavech, a dokonce mohou podpofit tvorbu biofilm se smiSenymi druhy u chronickych ran.
(Mubhsin et al., 2015) Je to typicky vyskytujici se druh kozni bakterie, ktera se nejcastéji
nachazi v oblastech nosni dutiny, tedy v dychacich cestach. Zatimco nékteré kmeny jsou pro
lidsky organismus neskodné, n¢které mohou zptsobit vazné zdravotni problémy. Staphylo-
coccus aureus se obvykle prenasi fyzickym kontaktem s naruSenou ¢asti kize, nejcastéji
k infek¢éni ndkaze dochazi pobytem v nemocnicich. Bakterie Staphylococcus aureus jsou
schopny adherovat na povrchy kviili pfitomnosti bunécnych adheznich molekul. Mohou pii-
Inout k riznym typtim povrchi, véetné zdravotnického vybaveni. Pokud tyto bakterie vnik-
nou do vnitiniho systémil téla, zpisobi infekci, kde nasledky této infekce mohou byt fatalni.

(Chiller et al., 2001)

Staphylococcus epidermidis je dobfe znamy jako oportunisticky patogen, ktery ma vétsi po-
tencial zpasobovat infekce u pacientd s oslabenym imunitnim systémem. (Muhsin et al.,
2015) Tyto bakterie tvofi silnou slizovitou bariéru chrénici bakterie pted antibiotiky, che-
mickymi latkami a dalSimi nebezpe¢nymi latkami, které mohou pfilnout k riznym po-
vrchiim. Jako takovy Staphylococcus epidermidis obvykle zpiisobuje infekce spojené s po-
uzitim zdravotnickych néstroji. Tato bakterie je také jednou z hlavnich pficin infekce krve,
ktera se ziskava ve zdravotnickém prostiedi a tim se stava stale odolnéjsi vici antibiotiktim.

(Chiller et al., 2001)

Enterobacter cloacae je grampozitivni bakterie zpiisobujici fadu nozokomialnich infekci
u lidi, jako infekce dolnich dychacich cest, endokarditida, intraabdomindlni infekce, septicka
artritida, infekce klize a meékkych tkani, osteomyelitida a o¢ni infekce. Enterobacter cloacae
je zodpovédna za infekce krevniho ob&hu, které zplisobuji bakteridlni onemocnéni az umrt-
nost v rozvojovych zemich. Také zptsobuje infekce spojené s biofilmem, jako jsou infekce
mocovych cest a infekce ZluCovych cest. Vykazuje také schopnost vnitini rezistence vici
urcitym antibiotikiim, jako jsou ampicilin a cefalosporiny s izkym spektrem. (Chiller ef al.,

2001)

Klebsiella pneumoniae je gramnegativni bakterie, Casto zpusobujici nozokomiélni infekce,
patii do rodu Klebsiella. Zptisobuje zna¢ny podil nozokomidlnich infekci, jako jsou infekce
mocovych cest, pneumonie, septikémie a infekce mékkych tkéni. V jedné studii zamétrené
na rizné kmeny Klebsiella pneumoniae izolovanych z riznych lidskych vzork, jako je mo¢,

krevni vytéry z ran, bylo hlaSeno, Ze asi polovina kmenti mé schopnost tvofit biofilmy. Také
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nez u jednotlivych kmend. (Muhsin et al., 2015)

Bacillus subtilis je grampozitivni bakterii, kterd neni pro clovéka zdravi Skodliva. Hojné se
vyskytuje v ptide€, kde Zije v symbioze s kofeny rostlin, kde podporuje jejich rtist a chrani ji
pted Skodlivymi patogeny. Ochrannd funkce kotent rostlin je zajisténa diky tvorbé biofilmu
této bakterie, ktera je zavisla od urcitych rostlinnych polysacharidu, které daji impulz bak-

terii pro jeho tvorbu. (Beauregard et al., 2013)

Stenotrophomonas maltophilia patii mezi gramnegativni rezistentni oportunistické pato-
geny, vyskytujici se ve vod¢, pade, potravindch, nemocnicnich prostiedi, ale 1 v fad¢ lid-
skych organti a tkanich. Pro ¢lovéka je velmi nebezpecna a zplisobuje nozokomialni a ko-
munitni infekce. (Brooke et al., 2012) Pravé produkce proteédz a elastaz je spojena se schop-
nosti tvorby biofilmu a jeho pfilnuti k syntetickym materidlim, Stenotrophomonas mal-
tophilia nejcastéji adheruje k 1ékarskym implantatim a katétrim. Vytvoreny biofilm slouzi
jako ochrana proti imunitni obrané hostitele nebo riznym antimikrobidlnim latkdm. (Ni-

codemo et al., 2007)
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3 MOZNOSTI DETEKCE BIOFILMU

3.1 Piimé metody

Dynamicnost a slozitost biofilmu lze pozorovat pomoci optickych pfistroji, mikroskopu.
Vyuziva se riznych druhti mikroskopie, napt. svételnd nebo fluorescencni mikroskopie.

(Kirmusaoglu et al., 2019)

Svételnd mikroskopie patii mezi nejjednodussi a nejrychlejsi metody pozorovani morfologie
ptilnutych mikroorganismi k povrchu alkrylovych folii, sklenénych krycich sklicek a poly-
styrenovych  Petriho misek. Pro pozorovani pomoci svételné mikroskopie
patii mezi dilezité parametry transparentni a rovinné povrchy, na které se mikroorganismy
ptipojuji. Obraz vytvaii 2D projekci biofilmu, pro lepsi detekcei 1ze vyuzit i barviv, naptiklad
fluorescein. Svételnd mikroskopie je vhodna na pozorovani piisedlé a planktonické formy

biofilmu. (Kirmusaoglu et al., 2019)

3.2 Neprimé metody

Metoda Roll Plate, vyuziva pro stanoveni pfitomnosti biofilmu simulaci kontaminace vnéj-
Sich povrchil valcového tvaru, riizné 1ékaiské pomicky (katétry), vodovodni potrubi a jiné.
Mikroorganismy piisedlé na tomto povrchu jsou nasledn¢ pteneseny na médium. (Kir-

musaoglu et al., 2019)

Kvalitativni analyza pro detekci mikrobidlniho biofilmu vyuzivajici kultivaci na agaru
s kongo Cerveni, a to v diisledku zmény barvy kolonii inokulovanych na médium s kongo
cervéni vyhodnocenych po inkubaci v termostatu po 24 hodinach. Bakterie tvofici biofilm
vykazuji ¢erné zbarveni kolonii s drsnym a suchym povrchem. (Kirmusaoglu et al., 2019;

Hassan et al., 2011)

Christensenova zkumavkova metoda se taktéz fadi mezi kvalitativni analyzy pro detekci bi-
ofilmu. Izolované mikroorganismy jsou o daném zékalu McFaralandovy zakalové stupnice
inokulovany do plastové nebo sklenéné zkumavky s bujonem s mozkosrdcovou infuzi (BHI)
a ponechany po dobu 24 hodin inkubovat pfi vhodné teploté. (Kirmusaoglu et al., 2019) Po
inkubaci je zkumavka né€kolikrat promyta vodou a nasledné je biofilm na dn¢ zkumavky
fixovan etanolem nebo fosfatovym pufrem (PBS) po dobu nékolika minut. Po zafixovéni
biofilmu dochazi k jeho naslednému barveni roztokem krystalové violeti nebo safraninu.

Barvivo se po n€kolikaminutovém piisobeni vylije a zkumavka je promyta vodou. Na dné
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zkumavky lze pozorovat viditelny barevny film, ktery indikuje tvorbu biofilmu. (Panda et

al,, 2016)

Mezi hojn¢ vyuzivanou metodu pro detekci biofilm pozitivni bakterie se vyuziva Christen-
senovy metody v jamkach mikrotitracni desticky. Tato metoda se provadi obdobné jako
u zkumavkové metody. (Kirmusaoglu et al., 2019) Do jamek je napipetovan BHI bujon, do
kterého jsou zaockovany bakterie o daném stupni zékalu McFaralandovy stupnice. Po ino-
kulaci je plastova mikrotitracni desticka vloZena na jeden den do inkubatoru, poté se jamky
vyprazdni a promyji. Po dlisledném promyti jamek ptichdzi na fadu fixace biofilmu vytvo-
feného na plastovém povrchu jamky etanolem nebo PBS o pH 7,2. Pro detekci biofilmu Ize
vyuzit barveni, které se mize provadét 2 metodami. Prvni metoda vyuzivani k barveni bio-
film pozitivni bakterie Grammuv roztok €. 1 (roztok krystalové violeti), kdy dochéazi u mi-
kroorganismil tvofici biofilm k zadrzeni barviva v jamce. A nasledné je vizudlné porovna-
vana tvorba biofilmu s negativni kontrolou. Druha metoda je zalozena na principu resolubi-
lizace zadrzeného barviva na sténach a dn¢ mikrotitra¢ni jamky pomoci organického roz-
poustédla, napt. 96% etanol a nasledného méteni optické denzity resolubilizovaného roztoku
barviva pii optimalni vinové délce. Biofilm pozitivni bakterie se nasledn€ vyhodnoti podle
naméfené optické denzity proti negativni kontrole, jejiz hodnota by méla byt zdsadné vyssi.

(Stepanovic et al., 2007)
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4 BAKTERIE LIDSKE POKOZKY

Prvotni styk lidského organismu s bakteriemi zac¢ina ihned po narozeni a po uplynuti n¢jaké
doby si organismus na toto osidleni zvykne. Na lidské kiizi se vyskytuje okolo dvou set
druhti bakterii. Zdrava a neporusena lidska kize slouzi jako ochrannd bariéra pred vniknutim
bakterie dovnitf organismu, po vstupu je organismus branén bunikami imunitniho systému

(Langerhasovymi bunkami). (Grice et al., 2011)

Bakterie maji sva specifickd mista na lidské kiizi, které osidluji. Nejvice se vyskytuji v ob-
lastech vlhkych vlhké zaparky, kde se vyskytuji riizné druhy bakterii. Nejpestiejsi bakteri-
alni zastoupeni je v oblasti podpazi. Bakterie se zde také i¢astni rozkladani kozniho potu,
ktery provazi charakteristicky zdpach. Na skladbu lidské mikroflory mé vliv i troveinl hygi-

eny a pouzivani kosmetickych ptipravki. (Grice et al., 2011)

4.1 Stavba kuze

KuzZe je nejvétsi organ lidského téla s plochou dosahujici az 2 m2, ktera ptedstavuje sedminu
vahy téla. Tvofi ochrannou bariéru mezi vnéjSim a vnitinim prostfedim, pred fyzikalnimi

a chemickymi vlivy a vniknutim bakterii nebo vira.
Kuze se sklada ze 3 vrstev:

e zevni vrstva kiiZze — pokozka (epidermis),
e stfedni vrstva klize — Skéra (corium),

e podkozni vrstva — podkozni vazivo (subcutis). (Kittnar, 2011)

Pokozka je tvofena n€kolika vrstvami plochych bunék, které jsou ulozeny ve vrstvach tésné
nad sebou. Je slozena z 5 zadkladni vrstev: vrstvy bazalni (Stratum basale), vrstvy ostnaté
(Stratum spinosum), vrstvy zrnité (Stratum granulosum), vrstvy jasné (Stratum lucidum)

a vrstvy rohové (Stratum corneum). (Dylevsky, 2009)

Epidermis je tvofena z velké Casti keratinocyty, coZ jsou buiiky neustdle délici se v bazalni
a ostnaté vrstvé posunujici se vertikalné k povrchu, kdy se v rozmezi 21 az 28 dni oddéli
v podobé Supinky. Kromé keratinocytll se v kizi vyskytuji melanocyty, Langerhasovy
a Merkelovy buiiky. Epidermis je bezcévna, ale v hlubsich vrstvach se vyskytuji volna ner-

vovéa zakonceni, kterd vnimaji bolest. (Rocken et al, 2018))
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Rozhrani mezi $kéarou neni ostré, mezi nimi je dermoepidermalni spojeni, tzn. Skéara vybiha
do pokozky papilami, a naopak pokozka do skary ¢epy. Toto spojeni mé velky vyznam pro

pevnost a vyzivu jednotlivych vrstev. (Rocken et al, 2018))

Skara je tvofena vazivovymi vlakny, rovnéZ je prolozena sitémi kapilar, které se podileji na
vyziveé pokozky. Jsou zde pfitomny i volna nervova zakonceni, specializovana hmatova te-
liska, termoreceptory a mazové zlazy. Skara je slozena ze dvou vrstev: vrstvy bradavi¢naté
(Stratum papillare) a vrstvy sitové (Stratum reticulare). Mezi zakladni bunky tvotici Skaru
patii fibroblasty, které vytvaii dilezité latky jako kolagen nebo kyselinu hyaluronovou. (Dy-
levksy, 2009)

Podkozni vazivo je tvofeno kolagennimi a elastickymi vldkny, které se podileji na pevnosti
a pruznosti lidské klize, a vazivovymi buiikami. Je povaZovano za potencialni tukovou tkan,

jelikoz je schopno ukladat v buiikach velké mnozstvi tukovych kapének. (Dylevksy, 2009)

4.2 Bakterie vyskytujici se na kuzi

Na lidské kazi se vyskytuje velké mnozstvi bakterii, které ji osidluji. Vzhledem k tomu, Ze
je klize v neustalém kontaktu s vnéjSim prostfedim, mikroby maji permanentni a snadny pii-
stup k jeho kolonizaci. Bakterie se tedy mohou nachazet na kiizi a vlasu, jedna se bud’ o ko-
menzaly (prosp&sné pro bakterie a neutralni pro hostitele — nepomahaji ani neposkozuji)
nebo mutualisty (prospé$né pro oba organismy v symbidze). N&které kozni bakterie dokonce
mohou i chranit pfed patogennimi bakteriemi tim, Ze vylucuji latky, které zabraiiuji penetraci
Skodlivym mikrobtim dovniti hostitele. Tyto bakterie mohou vyvolat zdvazné onemocnéni
jako infekei krve, meningitidu a dalsi jiné. Ostatni chrani pfed patogeny tim, Ze varuji buiiky

imunitniho systému a vyvolavaji imunitni odpovéd'. (Grice et al., 2011)

Kozni bakterie se vyznacuji typem prostiedi, ve kterém jim to nejvice vyhovuje: mazové
nebo mastné oblasti (hlava, krk), oblasti vlhké zaparky (zdhyby loktl, kolen a mezi prsty),
a suché oblasti (plochy rukou a nohou). (Fredricks, 2001)

Mezi nejvice zastoupenymi bakteriemi na kizi patii: Propionibacterium acnes, Corynebac-

terium, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus a Streptococcus pyogenes.

Propionibacterium acnes anaerobni grampozitivni bakterie, ktera je spojovana s vyskytem
akné na lidské pokozce. Propionibacterium acnes se pievazné vyskytuje na mastnych ob-
lastech pokozky a vlasovych folikulech. Tyto bakterie piispivaji k rozvoji akné, jelikoz se

mnozi kvtili nadmérné tvorbé mazu a tim dochazi i k ucpani pora. Propionibacterium acnes
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bakterie vyuzivaji kozni mazu produkovanou mazovymi zlazami jako hlavni slozku vyzivy
pro rast. Maz je lipid slozeny z tukd, cholesterolu a smési dalSich lipidovych latek. Je ne-
zbytny pro spravné fungovani pokozky, protoze ji hydratuje a chrani. Abnormalni hladiny
tvorby kozniho mazu pfispivaji k vyskytu akné, protoze dochazi k ucpani pért, ¢imz dojde

k premnozeni této bakterie. (Chiller ef al., 2001)

Rod Corynebacterium patii mezi grampozitivni bakterie, které maji tyCinkovity tvar bunék.
Tento rod zahrnuje patogenni 1 nepatogenni druhy bakterii. Bakterie Corynibacterium diph-
teriae produkuji toxiny, které zplisobuji onemocnéni zaskrt, kdy se jedna o infekéni one-
mocnéni postihujici pfedevsim krk a sliznice nosu. Zaskrt je zdvazné onemocnéni a v horsich

pripadech mtize zpisobit poskozeni ledvin, srdce a nervového systému. (Chiller et al., 2001)

Grampozitivni bakterie Streptococcus pyogenes prevazné kolonizuje kiizi v oblastech hrdla
a osidluje je, aniZ by pisobil néjak Skodlivé na hostitele. Nicméné Streptococcus pyogenes
se muze stat patogenni u jedinct s oslabenym imunitnim systémem. Tento druh je zodpo-
védny za fadu onemocnéni, které se pohybuji od mirnych infekci az po zivot ohrozujici ne-
moci. Nékterd z téchto onemocnéni zahrnuji impetigo, nekrotizujici fasciitidu, syndrom to-

xického Soku, septikémii a akutni revmatickou horecku. (Chiller et al., 2001)
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5 VLIVANTIMIKROBIALNICH LATEK V KOSMETICKYCH
PRIPRAVCICH NA BAKTERIE

Antimikrobidlni latky jsou latky pouzivané pro své dezinfekéni vlastnosti, ¢imz chrani ne-
zivé objekty, povrchy, primyslové technologické procesy, vodu nebo jiné chemické latky
pied kontaminaci mikroorganismy. V podstaté kazdy kosmeticky ptipravek obsahuje anti-
mikrobialni latku nebo latky, které se podileji na udrzeni Cistoty kosmetického ptipravku,
a tudiz 1 na prodlouZeni jejich zivotnosti. Taktéz chrani uzivatele kosmetického ptipravku

pted ptipadnym mikrobidlnim onemocnénim. (Paye et al, 2006)

5.1 Legislativa kosmetického pripravku

Legislativa kosmetického ptipravku spadéd pod odpoveédné orgdny Evropské Unie a je vymezena
v Natizeni Evropského Parlamentu a Rady ¢. 1223/2009 o kosmetickych piipravcich ze dne 30.
11. 2009. V tomto nafizeni je piesné definovan kosmeticky piipravek a latky, jez jsou vhodné

pro jeho vyrobu, aniz by n&jak poskodily uzivatele. (Ceska republika, 2009)

5.2 Antimikrobialni latky, jejich charakteristika a vlastnosti

Antimikrobidlni latky jsou tedy chemické slouceniny pouzivany v kosmetickych ptipravcich
1 pfipravcich spotfebni chemie, které poskytuji t€émto produktim specifické funkce béhem

jejich pouzivani. (Paye et al, 2006)

Kosmetické ptipravky, stejné jako jakykoliv jiny vyrobek obsahujici vodu, organické a anor-
ganické slouceniny, vyZaduje ochranu proti mikrobidlni kontaminaci, zaruku bezpecnosti
pro spotiebitele a prodlouzeni jejich trvanlivosti. Hlavnim cilem mikrobiologické bezpec-
nosti je ochrana spotiebitele pied potencialné patogennimi mikroorganismy, spolu s konzer-
vaci produktu vyplyvajici z biologického a fyzikaln¢ chemického poSkozeni. (Halla et al,
2018)

Nejbeéznéjsi funkce je zaloZena na aplikaci antimikrobialnich ¢inidel, bud’ pouzitim synte-
tickych nebo ptirodnich sloucenin. Tyto antimikrobidlni latky maji rtizné mechanismy pt-
sobeni v zavislosti na jejich chemické struktute a reaktivit¢ funkénich skupin. Antimikrobi-
alni latky mohou vSak predstavovat i negativni ucinky pro spottebitele. Jejich pouziti pfi
vysokych koncentracich je €innéjsi z hlediska ochrany, avSak pro spotiebitele je toto mnoz-
stvi zdravi Skodlivé, zatimco pfi nizkych koncentracich se mize vyvijet rezistence na mi-

krobidlni latky. (Halla et al, 2018)
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Tyto latky (antimikrobika), aby mohly byt pouzity v kosmetickych ptipravcich, musi spliio-
vat fadu vlastnosti. Hlavni vlastnosti je antimikrobidlni ti¢inek proti mikroorganismtim, dale
snadné rozpustnost ve vod¢ nebo v ingrediencich kosmetickych ptipravkii. Antimikrobika
nesmi byt nebezpecné pro uzivatele, tudiz by nemély drazdit povrch, na ktery jsou apliko-
vany. Antimikrobika by mély mit pH v neutrdlnim rozmezi, aby nezménily pH celého pfi-
pravku. Nesmi mit negativni vlastnosti na celkovy vyrobek, tedy snizit jeho aktivni funkci
nebo vzhled vyrobku. Dulezitou vlastnosti je i jejich stabilita v Sirokém rozmezi teplot a pH.

(Mitsui, 1997)

5.2.1 Extrakt z grepovych jader

Jedna se o produkt ziskany ze semen a drt¢ z grapefruitu, ktery je chemicky velmi rozmanity.
V extraktu jsou pfitomné flavonoidy, kyselina askorbovd, tokoferoly, kyselina citronova, li-
monoidy, steroly a také mnoho minerald. Pravé diky témto latkdm se vyuZziva v potravinai-
ském a kosmetickém primyslu pro silnou antimikrobialni aktivitu. Antibakterialni uc¢innost,
mechanismus U¢inku a toxicita byla zkoumana in vitro. V autorské praci Cvetni¢ et al.,
(2004) bylo zjisténo, Ze extrakt narusi membranu bakteridlni buniky, coZ mé za nésledek

uvolnéni obsahu cytoplazmy vné buiiku do 15 minut jeho plisobeni.

V kosmetickych ptipravcich se vyuziva etanolicky roztok extraktu. Kromé antibakterialniho
ucinku je také ptfiddvan do tfady piipravkl urCenych pro uzivatele s atopickym ekzémem.

U téchto produkti se latka podili na zmirnéni nasledki tohoto onemocnéni. (Ulbricht, 2010)

5.2.2 Laktat sodny

Neboli sodna stl kyseliny mlécné je ve vodé rozpustna kapalina hojné vyuZivana jako pfi-
rodni zvhl¢ovadlo v potravinarském a kosmetickém primyslu. Kromé toho se pouziva i jako
antimikrobialni ¢inidlo, kdy mechanismus u¢inku laktatu sodného je zalozen na sniZzeni pH
v bakteridlni cytoplazmé po permeaci nedisociovanych forem bakteridlnimi membrénami.
Vzhledem k tomu, zZe se jednd o ve vodé rozpustnou slouceninu, dochézi k tomuto procesu
velmi rychle v zavislosti na pH. (Magrinya et al., 2015) V kosmetickych ptipravcich se vy-
uziva jako humektant a napomaha stabilizaci emulzi. Podili se také na tipravé pH vysledného

ptipravku v kombinaci s kyselinou mlé¢nou. (Jungermann a Sonntag, 1991)
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5.2.3 Nisin

Nisin je amfifilni peptid (3510 Da), ktery je syntetizovan nékterymi bakteriemi mlééného
kvaseni (rod Lactococcus). Radi se mezi u¢inné inhibitory grampozitivnich bakterii a bylo
prokazano, ze se adsorbuje na povrhy, kde nasledné€ plisobi na bakterie bakteriocidné, a to
predevsim na skupiny, které se adherovaly in vitro. Antimikrobialni ucinek nisinu je vice-
stupiiovy. Nejdiive destabilizuje fosfolipidovou dvojvrstvu buiiky a poté vytvari prechodné

pory, které zajist'uji snadny vstup nisinu dovniti bunky, (Tai et al., 2008)

Nisin je v této dobé nejvice vyuzivam v potravinaiském priamyslu jako konzervant. Pro jeho
velky potencial pfirodniho antimikrobialniho ¢inidla byla zkoumana jeho pouzitelnost v kos-
metickych pfipravcich s cilem nahradit nebo snizit vyuzivani syntetickych antimikrobidlnich
latek. Ve studii se doSlo k zavéru, Ze nisin lze pouzit jako alternativu syntetickych latek
v kosmetickych ptipravcich v kombinaci s jinymi pifirodnimi konzervacnimi latkami.

(Mauricio et al., 2017)

5.2.4 Kyselina jantarova

Kyselina jantarova je organicka dikarboxylova kyselina, kterd vykazuje nizkou rozpustnost
ve vodé. M4 mirné nahotklou chut’ a v potravinaiském primyslu slouZi ke zvyraznéni chuti
vyrobku. Kyselina jantarova ovliviiuje mikrobialni aktivitu dvéma primarnimi mechanismy,
kdy dochéazi k difazi nedisociované kyseliny pies mikrobidlni membranu v zavislosti na pH
vnéjsiho prostiedi nebo k difuzi protonizované kyseliny pfes membranu, kde dochazi k di-

sociaci kyseliny na kysely ion a volny proton. (Mani-Lopéz et al., 2012)

Pouziti kyseliny jantarové jako kosmetické ptisady je v kosmetickém primyslu velmi ome-
zené. Ve stanovisku nékterych védct vykazuje kyselina jantarova vlastnosti, které mohou
byt velmi pfinosné v kosmetickém primyslu jako je naptiklad antimikrobidlni nebo anti-
akné ucinek. Kyselina jantarova by v budoucnosti mohla nahrazovat antimikrobidlni ¢inidla,

ktera jsou méné Setrnd k pokozce. (Theunissen a Courbes, 2018)

5.2.5 Capryloyl glycin

Capryloyl glycin je polyfunkéni ptisadou v kosmetickych ptipravcich pro oplachovéani a vy-
robcich spotebni chemie. Jedna se N-acyl-a-aminokyselinu sloZenou z glycinu a kyseliny
kaprylové. V kosmetickém pramyslu je vyuzivana kromé upravy pokozky a vlast také jako

povrchove¢ aktivni latka s antimikrobidlnimi vlastnostmi. Navzdory skute¢nosti, Ze capryloyl
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glycin inhibuje proliferaci bakterii kozni mikroflory jako je Staphylococcus aureus, Staphy-
lococcus epidermidis nebo Propionibacterium acnes, je ptidavan do produktl pro 1écbu akné
nebo lupti, neni povazovan za plnohodnotnou antimikrobidlni latku. Tento derivat glycinu
je vsak casto pouzivan spolecné s jinymi antimikrobidlnimi Cinidly k dosazeni jejich syner-

gického ucinku. (Mangodt et al., 2019)

5.3 Kontaminacni cesty a zdroje kontaminace

Kosmetické ingredience obsahuji Sirokou Skalu latek od povrchové aktivnich latek po poly-
mery, UV filtry, antioxidanty aj. Spolecnost, kterd kosmeticky ptipravek vyrabi, je povinna
zajistit jeho bezpecnost, nicméné prodavané kosmetické vyrobky vzdy nejsou zcela sterilni.

(Budecka et al, 2014)

Kosmetické ptipravky mohou byt kontaminovdny dvéma cestami. Primarni cesta kontami-
nace je hned u vyroby, pii pouziti surovin napadenych mikroorganismy nebo nedodrzenim
spravnych hygienickych postupii pfi jeho vyrobé. Mezi sekundarni kontaminaci patii také
zaneseni mikroorganismu do ptipravku uZivatelem béhem jeho pouZivani. To vSak vyrobce

neovlivni (Paye ef al, 2006)

Mikrobialni napadeni mize nejen zmenit fyzikalni vlastnosti produktu, jako je barva, chut,
ving a viskozita, ale také zbavit funkce aktivni slozky kosmetického ptipravku. (Mitsui et
al, 1997) Také metabolity mikroorganismii mohou mit nepfiznivy G¢inek na uzivatele v po-
dobé& podrazdéni nebo alergické reakce mista, kdy byl pfipravek aplikovan. V ptipadé vy-
skytu patogennich mikroorganismil to mtize mit za nasledek onemocnéni ohrozujici lidsky
zivot. (Budecka et al, 2014)

Mikroorganismy mohou piezit v prostiedi, které spliuji jejich fyzikalni a chemické poza-
lota a pH prostfedi. Mikroorganismy ¢asto vyzaduji specifickou vodni aktivitu, dostupné
a snadno metabolizovatelné ziviny, popiipadé kyslik. Tyto pozadavky spliiuji témét vSechny
kosmetické ptipravky, jelikoZ jsou bohaté na vodu a maji pH téméft neutralni. (Budecka et

al, 2014)
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II. PRAKTICKA CAST
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6 MATERIALY A ZARIZENI

6.1 Pouzité bakterie

K testovani byly vyuzivany kmeny bakterii, které byly vyizolovany ve Vyzkumném tustavu
mlékarenském v Praze z riznych mlécnych vyrobkul. Tyto jednotlivé kmeny byly nasledné
podrobeny testiim k jejich identifikaci. K jejich identifikaci bylo vyuzito PCR (Polymerase
Chain Reaction) spolu se sekvenaci bazi a MALDI — TOF (Matrix Assisted Laser Desorp-

tion/Ionization s analyzatorem doby letu Time of Flight).

Bylo identifikovano 6 kmenil bakterii, z toho 4 kmeny byly grampozitivni a 2 kmeny byly

gramnegativni.

6.2 Antimikrobialni latky

Byly vybrany antimikrobni latky s moznym biofilm inhibi¢nim u¢inkem: extrakt z grepo-
vych jader (Ekokoza.cz, CR); laktat sodny (Ekokoza.cz, Velkéa Britanie); nisin (SigmaAl-
drich s.r.0., Dansko); kyselina jantarova (LachNer, Neratovice, CR) a capryloyl glycin (Sig-

maAldrich s.r.0., Francie).

6.3 Zivné média
V experimentalni ¢asti byl pouzivan bujon mozkosrdcové infuze (BHI; Brain Heart Infusion

Broth, HiMedia, Bombai, Indie) a BHI agar (HiMedia, Bombai, Indie).

SloZeni BHI bujénu:

e Vytazek z telecthomozku 75¢g
e Vytazek z hovézihosrdce . 10,0 g
e Pepton 10,0 g
e Glukéza 20¢g
o NaCl 50¢g
o NaHPO4 25¢g
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SloZeni BHI agaru:
o Vytazek z telectho mozku 75¢g
e Vytazek z hovézihosrdce 10,0 g
e Pepton 10,0 g
o Glukéza 20¢g
o NaCl 50¢g
o NaHPOs4 25¢g
o AgAr 120¢g
e Destilovana voda do 1000 ml

Vsechny komponenty byly smichany s pozadovanym mnozstvim destilované vody a fadné
rozmichany. Nasledn¢ byly sterilovany v autokldvu 20 minut pii 121 °C. Agar byl nasledné
rozlit do Petriho misek a bujon byl davkovan do sklenénych zkumavek. Petriho misky s BHI

agarem slouZzily k uchovavéani mikroorganismii.

6.4 Pomiicky a zarizeni
Na experiment byly pouZzity tyto pomiicky a zafizeni:

e automatické pipety (Biohit, Svycarsko) a $picky;

e Petriho misky;

e mikrotitracni desticky;

e bakteriologicke klicky;

e laboratorni sklo: plastové a sklenéné zkumavky;

e analytické vahy (KERN, Ceska republika);

e denzitometr (Erba Lachema, Cesk4 republika) a vortex IKA MS3 basic (Némecko);
e termostat, Flow Box Clean Air;

e Tecan Infinite M200 PRO (Svycarsko).
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7 METODIKA PRACE

7.1 Identifikace bakterialnich kmenu

Bakteridlni kmeny byly identifikovany dvéma metodami. Prvni metoda byla zaloZzena na
izolaci bakteridlni DNA, PCR a sekvenaci bazi. Izolace byla provedena podle protokolu
k izolacnimu kitu Ultra Clean Microbial DNA (katalogové ¢islo 12224-50). Izolovana bak-
terialni DNA jednotlivych testovanych bakterii byla podrobena PCR a nésledné sekvenaci
bazi. Druhd metoda vyuzivala hmotnostniho spektrometru MALDI — TOF, kdy se k identi-
fikaci vyuzila kolonie mikroorganismil, ktera byla asepticky pfenesena na urcité misto no-
sice, kde byla oSetfena matrici a nasledné vysuSena. Namétena hmotnostni spektra byla poté
porovnana s databazi obsahujici referencni identifikatory pro jednotlivé kmeny mikroorga-

nismu.

7.2 Vliv antimikrobialnich latek na ruast bakterii

Rust bakterii byl sledovan pomoci riistové kiivky po dobu 24 hodin v pfitomnosti rtiznych
koncentraci zkoumanych latek (extrakt z grepovych jader, laktat sodny, nisin, kyselina jan-

tarova a capryloyl glycin).

7.2.1 Priprava roztokii antimikrobialnich latek

Tab. 1. Navazky a objemy pro pripravu vyslednych roztoku antimikrobidlnich latek

Vysledna kon- | Navazka anti-

Antimikrobialni latka centrace roz- mikrobialni Objem rozpoustédla
toku [g/ml] latky [g]

Extrakt z grepovych jader 0,0510 1,0198 20 ml 10% etanolu
Laktat sodny 1,500 - -
Nisin 0,0463 0,2314 5 ml destilované vody
Kyselina jantarova 0,0255 0,5098 20 ml destilované vody
Capryloyl glycin 0,0009 0,0088 10 ml 10% etanolu
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V tabulce (Tab. 1) jsou detailn¢ zaznamenény jednotlivé navazky pouzivanych latek, objemy

pouzitych rozpoustédel a vysledné koncentrace pfipravenych roztokl. Laktat sodny byl jiz

zakoupen v podobé¢ roztoku.

7.2.2 Priprava mikrotitra¢ni desti¢ky

Do jednotlivych jamek kromé fady A mikrotitra¢ni desti¢ky bylo napipetovano 100 pl BHI

bujonu. Do fady A mikrotitracni desticky byl napipetovan pozadovany objem BHI bujonu

a antimikrobialni latky dle Tab. 2.

Tab. 2. BHI bujonu a zkoumanad latka v radé A mikrotitracni desticky

Vysledna koncen- Objem antimi- Obiem BHI

Antimikrobialni latka trace roztoku krobialni latky )¢
bujonu [pl]
[mg/ml] [p1]

Extrakt z grepovych jader 51,0 200 -
Laktat sodny 75,0 10 190
Nisin 23,0 100 100
Kyselina jantarova 26,0 200 -
Capryloyl glycin 0,5 100 100

Na jedné mikrotitracni destice byl pozorovan riist jednoho kmene bakterie ve ttech riznych

antimikrobialnich latkéach dle schématického zndzornéni v tabulce (Tab. 3).

Tab. 3. Schématické znazornéni redeni koncentraci pipetovanych latek v jamkach

4 5 6

7 8 9

10 11

12

L1 L1 L1

BHI | L2 L2

L2 |BHI| L3

L3 L3

BHI

L1/2x | L1/2x | L1/2x

BHI | L2/2x | L2/2x

L2/2x | BHI | L3/2x

L3/2x | L3/2x

BHI

L1/4x | L1/4x | L1/4x

BHI | L2/4x | L2/4x

L2/4x | BHI | L3/4x

L3/4x | L3/4x

BHI

L1/6x | L1/6x | L1/6x

BHI | L2/6x | L2/6x

L2/6x | BHI | L3/6x

L3/6x | L3/6x

BHI

= S A= |

L1/8x | L1/8x | L1/8x

BHI | L2/8x | L2/8x
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Redéni roztokti zkoumanych latek bylo provadéno piimo v mikrotitraéni desti¢ce, kdy z fady
A bylo odpipetovano 100 ul do fady B ve stejném sloupci. Pomoci automatické pipety byl
vysledny roztok, ktery se 2krat ztedil, pofadn¢€ promichéan. Obdobné¢ se postupovalo v celém
sloupci mikrotitracni desticky. Poté byla pfipravena suspenze jednotlivych kment bakterii
ve fyziologickém roztoku tak, aby odpovidala hodnoté denzitometru 1,0 McFarlandovy
stupnice. Takto pfipravené suspenze kment bakterii byly po 5 pul napipetovany do uréenych
jamek mikrotitraéni desticky. Ptipravend mikrotitracni desticka byla vlozena do pfistroje
Tecan Infinite M200 PRO 24 hodin. V jamkach byla pomoci tohoto pfistroje méfena zména
optické denzity (OD) pfti vinové délce 600 nm a teploteé 30 °C v intervalech po 30 minutach.

Z namétenych hodnot OD byla poté sestrojena rustova kiivka pro jednotlivé koncentrace
testovanych latek a bakteridlnich kmenti ve vzajemnych kombinacich. Optické denzita vy-
nasena do grafu rstovych kiivek byla vypocitana jako rozdil hodnoty OD zfedénych anti-

mikrobialnich latek s mikroorganismy a OD zfedénych latek bez zaoCkovani bakteriemi.

7.3 Kaultiva¢ni metody pro stanoveni biofilm pozitivnich bakterii

Jako nejvhodnéjs$i metody pro detekci biofilmu byla vybrana Christensenova zkumavkova

metoda a metoda v mikrotitracni desticce viz. kapitola 3.2.

7.3.1 Prikaz tvorby biofilmu pomoci Christensenovy zkumavkové metody

Byly pfipraveny suspenze zkoumanych kment bakterii ve fyziologickém roztoku, aby na-
métend hodnota na denzitometru odpovidala hodnoté 1,0 zdkalu McFarlandovy stupnice
(obdobn¢ jako v kapitole 7.2.2). Do 7 sterilnich plastovych zkumavek byly napipetovany 2
ml BHI bujonu, 6 zkumavek bylo zaoCkovano 100 pl pfipravenych suspenzi testovanych
bakterialnich kment. VSechny zkumavky byly inkubovany na 24 hodin v termostatu pfi tep-
lot€¢ 30 °C. Po uplynuti dané doby byl obsah vSech zkumavek vylit a zkumavky se 3krat
opatrn¢€ promyly vodou. Vytvotfeny biofilm na dn¢ zkumavky byl nasledné¢ fixovan po dobu
20 minut etanolem. Po skonceni fixace byl obsah znovu vylit a zkumavky se naplnily 3 ml
Gramova roztoku €. 1 (roztok krystalové violeti), ktery byl po 20 minutach taktéz vylit. Zku-
mavky byly poté 3krat promyty vodou a po vypateni veskeré vody byla vizualn€ pozorovana

tvorba biofilmu proti negativni kontrole (Cisty bujon bez inokulace).
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7.3.2 Priikaz tvorby biofilmu na mikrotitraéni desticce

K priikazu tvorby biofilmu se vyuzilo prace provedené v kapitole 7.2.2. Z jednotlivych ja-
mek byl opatrné odpipetovan veskery obsah a jamky byly nékolikrat promyty vodou. Poté
byl vytvofeny biofilm na sténach jamek fixovan po dobu 20 minut etanolem. Po skonceni
fixace byly jamky naplnény 150 pul Gramova roztoku €. 1, ktery v jamkéach byl ponecham 20
minut. Po uplynuti doby bylo barvivo z jamek odstranéno, jamky se opét nékolikrat promyly
vodou a nechaly se vysusit. Poté byly jednotlivé jamky naplnény 150 pl 96% etanolu, ktery
vyluhuje barvivo ze stén jamek. Intenzita zbarveni vyluhu je métfena na piistroji Tecan Infi-

nite M200 PRO pfi vinové délce 600 nm.

Z namétfenych hodnot byla vypoétena priimérna hodnota a smérodatna odchylka optické
denzity jamek s €istym bujonem (ODKk). Nasledné byla vypoctena hrani¢ni hodnota pro po-
tvrzeni pozitivni tvorby biofilmu jako soucet trojndsobku smérodatné odchylky jamek s Cis-
tym bujonem a ODk (ODh = ODk + smér. odchylky ODk). Vysledky méteni jsou rozdéleny
do tii kategorii na zékladé porovnani naméfenych hodnot (OD) proti negativni kontrole vy-

poctenych hodnot optické denzity (ODh):

e Kmen netvori biofilm: OD < ODh
e Kmen slabé tvofi biofilm: ODh < OD <20Dh
e Kmen silné tvori biofilm: 20Dh < OD



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Identifikace bakterii pomoci MALDI — TOF a sekvenace bazi

VSechny bakteridlni kmeny byly testovany fenotypové a dale s pouzitim MALDI -TOF
a sekvenace bazi. Byly identifikovany 4 grampozitivni kmeny (Bacillus tequilensis, Bacillus
subtilis, Bacillus pumilu a Bacilus cereus) a 2 gramnegativni kmeny bakterii (Stenontropho-
monas maltophilia). V tabulce (Tab. 4) jsou zaznamenany hodnoty skére a shoda v procen-

tech s identifikovanymi bakterialni kmeny.

Tab. 4. Vysledky z identifikace bakterii pomoci MALDI a sekvenace bazi

Testované | MALDI | TCRsekve- : ¥
bakterie skére [-] nace bazi — Identifikace bakterii
shoda [%]
R23 1,432 100 Bacillus tequilensis APBSMLB99
R25 1,531 100 Bacillus subtilis ssp. subtilis DSM 10T
DSM
R34 1,490 100 Bacillus pumilus 1AM 12050 PAH
R39 1,755 99 Bacillus cereus DSM 21T DSM
Stenotrophomonas maltohilia DSM
GKCIP1/1 2,437 100 50173T BRB
Stenotrophomonas maltophilia (PX)
GK CIP 5/1 2,280 100 23086229 MID

8.2 Riistové krivky pro sledované bakterie v extraktu z grepovych jader

Na Obr. 3 jsou vyobrazeny jednotlivé riistové kiivky pro testované bakterialni kmeny a riizné
koncentrace extraktu z grepovych jader. Z rGstovych kiivek pro bakterii Bacillus tequilensis
(R23) je patrné, Ze nejlépe je inhibovan rist této bakterie v pfitomnosti nejkoncetrovangjsiho
roztoku extraktu z grepovych jader, tedy v 51 mg/ml. Inhibice je pozorovana i v nasledujici
koncentraci, 26 mg/ml, kdy po 15 hodinach je jiz zaznamenan konec lag faze. V ostatnich
koncentracich roztoki nejsou pozorovatelné zadné bakteriostatické ucinky, ristové kiivky
pro koncentrace roztokll z extraktu z grepovych jader 13, 7, 4 mg/ml maji totoznou riistovou

kiivku jako kontrola (bakterie inokulovana v Cistém bujonu).
V ptipadé bakterie Bacillus subtilis (R25) je taktéZ pozorovana nejvyssi inhibic¢ni schopnost
u nejvice koncentrovaného roztoku antimikrobialniho ¢inidla. U 26 mg/ml roztoku je jiz po

12 hodinéach pozorovéna adaptace bakterie na prostfedi a jeji pomaly rast, jedna se o konec




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

lag faze. Ostatni koncentrace roztoku na bakterii antimikrobialné neptisobi a rustové kiivky
jsou totozné s kontrolou. Antimikrobidlni u€innost extraktu z grepovych jader byla také
zkoumana kolektivem autori (von Woedtke et al., 1999) stejné jako obsah konzervacnich
¢inidel v Sesti komercéné dostupnych extraktl. Pét ze Sesti testovanych extraktii vykazovalo
vysokou inhibi¢ni aktivitu vii€i testovanym zarodkm Bacillus subtilis SBUG 14, Micro-
coccus flavus SBUG 16, Staphylococcus aureus SBUG 11, Serratia marcescens SBUG 9,
Escherichia coli SBUG 17, Proteus mirabilis SBUG 47 a Candida maltosa SBUG 700.
V této studii byla dale zkouména i pfitomnost jinych antimikrobidlnich latek ve vSech anti-
mikrobialné aktivnich vytazcich z grepovych jader. Byl detekovan benzethoniumchlorid,
triclosan a methylparaben. Pouze v jednom z testovanych extraktli z grepovych jader nebylo
nalezeno Zadné konzervacni €inidlo. S timto extraktem vSak nebyla detekovana Zadn4 anti-
mikrobidlni aktivita, z toho vyplyva, Ze univerzalni antimikrobidlni aktivita, ktera se pfisu-
zuje extraktu z grepovych jader, je zptisobena pouze syntetickymi konzerva¢nimi Cinidly.
V nasi studii byla pozorovana inhibice u vSech testovanych bakteridlnich kment v pfitom-

nosti koncentraci extraktu z grepovych jader 51 mg/ml a 26 mg/ml.

Bacillus pumilus (R34) v roztoku o koncentraci 51 mg/ml je inhibovéan zcela, v 26 mg/ml
doslo k pomalému mnozeni bakterii zaznamenané po 18 hodinéach, kdy byla ukoncena lag
faze bakterie a u roztoku s koncentraci 13 mg/ml je pozorovan pomalejsi adaptace bakterie

na prostiedi. Ostatni koncentrace opét nemaji Zadny bakteriostaticky uc¢inek na tuto bakterii.

Bacillus cereus (R39) je taktéz inhibovan v roztoku extraktu z grepovych jader o koncentraci
51 mg/ml, u koncentrace 26 mg/ml bakterie vykazuje vyssi odolnost vii¢i roztoku, kdy do-
chézi k vyraznému mnoZeni a rlstu bakterii nez u bakterii Bacillus pumilus nebo Bacillus
tequilensis. Ostatni koncentrace bakterii neinhibuyji, jejich riistové kiivky jsou totozné s kon-
trolou. Testovanim antimikrobidlnich u¢inkl extraktu z grepovych jader se taktéz zabyval
kolektiv autorti Cvetni¢ a Vladimir-Knezevi¢ (2004), jejichz vysledek byl obdobny tomu
naSemu. U koncentrace etanolického roztoku extraktu 16,50 % (w /V) byla pozorovana byla
bakteriostaticka ucinnost extraktu na testované bakterie Bacillus cereus, Bacillus subtilis,

Sarcina flava a Escherichia coli.
Bakterie GK CIP 1/1 a 5/1 jsou rozdilné kmeny stejné bakterie Stenotrophomonas maltophi-
lia, pro oba kmeny je z rustové kiivky zfejmy inhibi¢ni u¢inek u roztoku extraktu z grepo-

vych jader o koncentraci 51 mg/ml. Lag faze je pro GK CIP 1/1 ukonc¢ena az po 15 hodinach,
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kdy u GK CIP 5/1 je tato faze ukoncena jiz po 12 hodinach. Inhibice je pozorovana i u roz-

toku o koncentraci 26 mg/ml, ale neni jiz tak vysoka jako u nejkoncentrovangjsiho roztoku.

Zitedénéjsi roztoky nemaji Zadny bakteriostatick
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Obr. 2. Rustove krivky kmenu Bacillus teguilensis, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Ba-

cilus cereus, Stenotrophomonas maltophilia v pritomnosti extraktu z grepovych jader

(o koncentracich 51; 26, 13; 7 a 4 mg/ml)
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8.3 Riistové krivky pro sledované bakterie v laktatu sodném

Ruastové kiivky testovanych bakterii v pfitomnosti rizné koncentrovanych roztoki laktatu
sodného jsou zobrazeny na Obr. 3. Bakterie Bacillus tequilensis (R23) je inhibovana v roz-
toku laktatu sodného o koncentraci 75 mg/ml zcela, v ostatnich koncentracich je inhibi¢ni

schopnost velmi nizka.

U bakterie Bacillus subtilis (R25) mé nejvyssi bakteriostatickou schopnost nejkoncentrova-

néjsi roztok laktatu sodného, ktery taktéz inhibuje riist této bakterie zcela. U koncentrace 38

-----

wev

tove kiivky jsou totozné s ristovou kiivkou kontroly.

Nizk4 inhibice je zaznamenéna u bakterie Bacillus pumilus (R34) v koncentraci 75 mg/ml
roztoku antimikrobidlniho ¢inidla, kdy po 12 hodinach je pozorovan pomaly rist bakterii
a je ukoncena lag faze. To samé plati i v prostedi 38 mg/ml laktatu sodného. Ostatni ziedé-

néjsi roztoky nevykazuji u bakterie bakteriostatické t€inky.

U Bacillus cereus (R39) je pozorovéna inhibice ve vSech roztocich laktatu sodného. K uplné
inhibici doslo v pfitomnosti roztoku o koncentracich 75, 36 a 19 mg/ml, v ostatnich rozto-
cich je pozorovan inhibi¢ni Ucinek, ale nizky. U koncentrace 10 mg/ml byla lag faze pro-
dlouZena oproti kontrole o 4 hodiny a o nékolik malo minut u nejnizsi testované koncentrace

laktatu sodného.

Nejkoncentrovangjsi roztok laktatu vykazuje inhibici u obou kment bakterie Stenotropho-
monas maltophilia, ale tato inhibi¢ni schopnost neni velmi vysoka jako v pfipadech bakterii
rodu Bacillus. Z obou grafii 1ze fici, Ze vys$si odolnost vici laktatu ma bakterie GK CIP 5/1,
jejiz lag faze u koncentrace 75 mg/ml trvala okolo 17 hodin oproti GK CIP 1/1, kde lag faze
byla ukoncena po 7 hodinach. Kolektiv autorii (de Witt a Romboust, 1999) zkoumal inhibici
laktatu sodného v béZzném médiu a v médiu s chloridem sodnym. Tento experiment prova-
déli na riiznych kmenech bakterii (Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Lacot-
bacillus casei, Leuconostoc mesenteroides, Escherichia coli a dalSich druzich mikroorga-
nizmu). Z jejich studie plyne, Ze pfitomnost chloridu sodného ma zasadni vliv na inhibici
rustu testovanych bakterii. Laktat sodny spolu s chloridem sodnym vykazuje vyssi inhibicni
ucinky nez samotny laktat sodny. Dochazi k prodluzovani lag faze u bakterii a ke zpomaleni

log féze.
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Obr. 3. Rustové krivky kmenit Bacillus teguilensis, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Ba-
cilus cereus, Stenotrophomonas maltophilia v pritomnosti laktdatu sodného (o koncentra-
cich 75; 38; 19; 10 a 5 mg/ml)

Dle studie Ilhak a koletivu autorti (2014) ma vyssi inhibicni schopnost samotny laktat sodny
nezli laktat sodny spolu s thymolem. Testovani bylo provadéno na rybich konzervéach v kon-
centracich laktatu sodného (1 a 2% (v/w) roztok) a thymolu (0,1% (w/w) roztoku). Inhibice
rustu byla provadéna na bakteridlnich kmenech Listeria monocytogenes a Salmonella typhi-

murium.
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8.4 Riistové krivky pro sledované bakterie v nisinu

Na Obr. 4 jsou vyobrazeny rustové kiivky zkoumanych bakterii v ptitomnosti riznych kon-
centracich nisinu. Zcela je inhibovan rast bakterie Bacillus tequilensis (R23) v pfitomnosti
roztoku nisinu o koncentracich 23, 12, 6 a 3 mg/ml. V nejméné koncentrovaném roztoku je
taktéZz pozorovana inhibice ristu, ale je nizsi nez v ostatnich ptipadech, lag faze trva 13 ho-

din, kdy ptfechazi v log fazi ristu.

Bacillus subtilis (R25), Bacillus pumilus (R39) a Bacillus cereus (R39) nevykazuji zddnou
odolnost vii¢i zadnému z roztokl nisinu, vSechny koncentrace zcela inhibovaly rist téchto

bakterii.

U kmenti Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 1/1 a 5/1) je pozorovana nejvyssi inhibice
rustu pouze v ptipad€ roztoku nisinu o koncentraci 23 mg/ml. V ostatnich zfedénych rozto-
cich je pozorovana inhibice taktéz, ale je niz$i nez v pripadé nejkoncentrovanéjsiho roztoku
nisinu. Ve studii (Rojo-Bezares et al., 2007) popsali synergicky vliv nisinu a metasulfidu
draselného na rist souboru 64 bakterii mlééného kvaseni (23 Oenococcus, 29 Lactobacillus,
3 Leuconostoc a 9 Pediococcus), 23 bakterii octového kvaSeni a 20 izolatt kvasinek. Tento
ucinek byl pozorovan pouze u vSech druhi bakterii mlé¢ného kvaSeni. Vyznamné rozdily
v citlivosti na nisin byly pozorovany mezi grampozitivnimi a gramnegativnimi bakteriemi
amezi Oenococcus oeni a jinymi druhy bakterii mlééného kvaSeni. Z toho vyplyva, Ze
vhodné kombinace nisinu a metasulfidu by mohly kontrolovat riist bakterii znehodnocujicich
vino a umoznit tak snizeni obsahu oxidu sifi¢itého, ktery v soucasné dobé pouziva vinatsky

prumysl.

Synergicky ucinek vice antimikrobidlnich latek byl také zkouman kolektivem autort (Bhatia
a Bharti, 2014), kdy byly tyto latky (nisin, lysozym, EDTA) testovany v riznych koncentra-
cich na mikroorganismy. Z vyzkumu vyplynulo, ze populace bun¢k oSetfenych antimikro-
bidlnimi ¢inidly zlstala vyznamné niz§i nez kontrola béhem 72 hodin v kapalné inkubacni
metod€. Tato antimikrobidlni ¢inidla méla pfechodny baktericidni ucinek pro kratké inku-

bacni doby, avSak inhibice ristu nebyla pozorovana béhem delsi inkubacni doby.
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Obr. 4. Rustové krivky kmenit Bacillus teguilensis, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Ba-
cilus cereus, Stenotrophomonas maltophilia v pritomnosti nisinu (o koncentracich 23; 12;

6, 3 a2 mg/ml)
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8.5 Riistové krivky pro sledované bakterie v kyseliné jantarové

Na Obr. 5. jsou zobrazeny rastové kiivky testovanych bakterii piitomnych v rizné¢ koncen-
trovanych roztocich kyseliny jantaroveé. Bacillus tequilensis (R23) v prostiedi roztoku kyse-
liny jantarové o koncentracich 26, 13 a 7 mg/ml vykazoval zcela inhibici rGstu. Ve ziedé-
néjsim roztoku (4 mg/ml) byl prokdzan velmi nizky inhibi¢ni u€inek a lag faze byla prodlou-

vV

bice. Ristova kiivka byla téméf totozna s kontrolou rlstu sledovanych bakterii.

Bakterie Bacillus subtilis (R25) byla GpIn¢ inhibovana v roztoku kyseliny jantarové o kon-
centracich 26 a 13 mg/ml. V koncentraci 7 mg/ml byl po 15 hodinich pozorovan pomaly
rust bakterii, doslo k ukonceni lag faze. Nizka inhibice byla prokazana i u koncentrace roz-
toku kyseliny jantarové 4 mg/ml. Bakterie v pfitomnosti nejvice zfedéného roztoku kyseliny
jantarové nevykazovala jiz zddnou inhibici ristu.

Bakterie Bacillus pumilus (R34) byla taktéz zcela inhibovana pii koncentracich kyseliny

staticky, jak je zfejmé z Obr. 6.

U Bacillus cereus (R39) byla prokazana uplna inhibice v roztocich kyseliny janatrové o kon-
centracich 26, 13 a 7 mg/ml jako u Bacillus tequilensis a Bacillus pumilus. Ostatni koncen-

trace taktéz vykazovaly bakteriostatické ti€inky, ale niZ8i neZ u koncentrovanéjSich roztoki.

v v

Kmeny Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 1/1, 5/1) mély Gplnou inhibici rlstu v pro-
sttedi 26 a 13 mg/ml kyseliny jantarové. V piitomnosti roztoku 7 mg/ml byl po 15 hodinach
zaznamenam pomalé mnozeni bakterii a ukonceni lag faze, kdy se bakterie adaptuji na nové

prostiedi. Roztoky o koncentraci 4 a 2 mg/ml neplsobily na tyto kmeny bakteriostaticky.

Kyselina jantarova byla testovana ve studii kolektivu autorti (Rotstein ef al., 1985) zaméiené
na virulenci zejména Bacteroides spp., tyto bakterie jsou pfitomné ve smisenych intraabdo-
mindlnich infekcich, avSak jejich kriticky vyznam v patogenité téchto infekci neni jasné de-
finovan. Kyselina jantarova, hlavni vedlejsi produkt metabolismu mastnych kyselin, byla
testovana na baktericidni a bakteriostaticky uc¢inek na funkci neutrofild, aby urcila, zda by
mohla hrét roli pii zvySovani virulence infekci obsahujicich bakterie. Z vysledkt plynu, ze
pfi pH 5,5 kyselina jantarovéa v koncentracich bézn¢ vyskytujicich se, hluboce inhibuje in

vitro funkci neutrofilli a zabranuje zabijeni Escherichia coli ve stievni mikrofléte. Kyselina
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jantarova tedy muze hrat vyznamnou roli pfi parazitovani bakterie Bacterioides ve sttevni

mikroflote, ve které jsou koncentrace pritomnych latek vysoké a pH nizké.
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Obr. 5. Rustoveé krivky kmenu Bacillus teguilensis, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Ba-
cilus cereus, Stenotrophomonas maltophilia v pritomnosti kyseliny jantarové (o koncentra-

cich 26, 13; 7; 4 a 2 mg/ml)
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8.6 Rustové kiivky pro sledované bakterie v capryloyl glycinu

Na Obr. 6 jsou zobrazeny opét rustoveé kiivky testovanych bakterii v prostfedi riznych kon-
centraci roztoku capryloyl glycinu. U bakterie Bacillus tequilensis (R23) nebyla zazname-
nana zadna inhibice riistu v pritomnosti ziedénych roztoki capryloyl glycinu. Bacillus tequi-

lensis vykazoval vysokou odolnost vii¢i této antimikrobidlni latce.

Bacillus subtilis (R25) byl velni nizko inhibovan v pfitomnosti nejvice koncentrovaného
roztoku, v roztoku capryloyl glycinu o koncentraci 0,50 mg/ml, kdy lag faze byla prodlou-
zena oproti kontrole o 5 hodin. Bakteriostatické ucinky byly taktéz pozorovany u koncen-
trace 0,25 mg/ml, kdy lag faze byla opét prodlouzena, asi o 1 hodinu. V ostatnich ptipadech

tyto roztoky na bakterii neplisobily antimikrobidlné.

Nejkoncentrovanéjsi roztok vykazoval u Bacillus pumilus (R34) nejvyssi inhibi¢ni G¢inek
ze vSech testovanych grampozitivnich bakterii. Nizkou inhibici vykazoval i roztok o kon-

nem¢ly Zadny vliv na rlist a mnoZeni bakterii.

Bacillus cereus (R39) byl inhibovan pouze v prostiedi koncentrace 0,50 mg/ml roztoku cap-
ryloyl glycinu, lag faze byla oproti kontrole prodlouzena o 7 hodin. V niZ§ich koncentracich
dochazelo k ristu bakterialnich bunék obdobné jako v ptitomnosti ¢istého bujonu.

Riist bun¢k u kment Stenotrophomonas maltophilila (GK CIP 1/1, 5/1) byl inhibovéan v pro-
ryloyl glycinu nemély zadny bakteriostaticky ucinek. Ve studii Mangodt a kolektivu autori
(2019) je capryloyl glycin popsan jako nejucinnéjsi v minimalni koncentraci 5 % (w/v) z cel-
kového obsahu kosmetického piipravku bakteriostaticky vii¢i bakterialnim kmentm Staphy-
lococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Propionibacterium acnes a Pityrosporum
ovale. Tyto bakterie se fadi mezi bakterie osidlujici lidskou pokoZzku a zptisobuji fadu ne-
moci jako je akné. I pfes své inhibi¢ni G€inky neni capryloyl glycin povazovan za plnohod-
notné antimikrobidlni ¢inidlo. (Mangodt et al., 2019) V nasi préci byly pouZity nizsi kon-
centrace capryloyl glycinu, i pfesto byla zaznamenana inhibi¢ni schopnost této antimikrobi-

alni latky.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45
R23 R25
0,5 05
0,4 0,4
-—éO.3 o 0,3
$ £
8 0,2 n§ 0,2
Q
0,1 0,1
0 0
0 6 12 18 24 0 6 12 18 24
t [hod] t [hod]
R34
05 o R39
0,4
Zo3 0.2
£ o
g o =
Qp2 g
o °
g o1
0,1
0 & 0
0 6 12 18 24 0 6 12 18 24
t [hod] t [hod]
0,9 0,9
0,8 0,8
0,7 0,7
—06 0,6
50,5 =05
S04 8 04
8. 3
, 03
0,2 0,2
0,1 0,1
0 0
0 6 12 18 24 0 6 12 18 24
t [hod] t [hod]

Obr. 6. Rustové krivky kmenit Bacillus teguilensis, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Ba-

cilus cereus, Stenotrophomonas maltophilia v pritomnosti capryloyl glycinu (o koncentra-

cich 0,50, 0,25, 0,12; 0,06 a 0,03 mg/ml)

8.7 Detekce biofilm pozitivnich bakterii

Pomoci dvou metod byla stanovovana detekce biofilm tvoficich bakterii. Prvni metoda de-

tekovala bakterie tvotici biofilm v ¢istém bujonu pomoci vizudlniho stanoveni. Druh4 me-

toda vyuzivala spektrofotometrického stanoveni bakterii pfitomnych v riznych roztocich

antimikrobialnich latek.
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8.7.1 Christensenova zkumavkova metoda

Obr. 8. Vizualni vyhodnoceni zkumavkove metody

Pomoci Christensenovy zkumavkové metody byly urceny vizudlné bakterie tvofici biofilm
v prostiedi BHI bujonu. Z Obr. 8. 1ze piesné urcit, které bakterie biofilm tvofti a které nikoliv.
Pti srovnanim zkumavek s bakteriemi a s negativni kontrolou (¢isty bujon) byly bakterie
Bacillus tequilensis (R25), Bacillus pumilus (R34) a oba kmeny Stenotrophomonas mal-
tophilila (1/1, 5/1) vyhodnoceny jako bakterie silné tvotici biofilm. Bakterie Bacillus subtilis
(R25) patii taktéz mezi biofilm pozitivni bakterie, ale jen slabé tvotici biofilm. A bakterie

Bacillus cereus (R39) byla vyhodnocena jako biofilm negativni bakterie.

8.7.2 Metoda mikrotitracni desticky

V nize polozenych tabulkach jsou zaznamenany priméerné hodnoty optické denzity testova-

nych bakterii inokulovanych v rizném prostiedi antimikrobialnich latek.
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Tab. 5. Tvorba biofilmu testovanych bakterii kultivovanych v ¢istéem bujonu
ODgwonn | R23 R25 R34 Ry9 | GKCIP | GKCIP
1/1 51
Bakterie 0,31 0,29 0,61 0,25 0,66 0,52
ODh 0,26
20Dh 0,51
Pozn.: — netvori biofilm, — tvori slabé biofilm, — tvori silné biofilm.

V Tab. 4 jsou zaznamenany prumérné hodnoty OD testovanych bakterii v ¢istém bujonu
a hodnoty kritérii urcujici biofilm pozitivni a biofilm negativni bakterie. Z namétenych hod-
not byla pfitomnost tvorby silného biofilmu zjisténa u bakterii Bacillus pumilus (R39) a obou
kment Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 1/1, 5/1). Bakterie Bacillus tequilensis
(R23) a Bacillus subtilis (R25) tvori biofilm slabé a bakterie Bacillus cereus (R39) byla vy-

hodnocena jako bakterie netvorici biofilm.

Tab. 6. Tvorba biofilmu testovanych bakterii v extraktu z grepovych jader

OD60onm R23 R25 R34 R39 Gli /(1ij GI; /fIP
51 mg/ml 0,16 0,21 0,15 0,23 0,24 0,26
26 mg/ml 0,24 0,21 0,28 0,22 0,81 0,55
13 mg/ml 0,31 0,23 0,67 0,28 1,45 0,57
7 mg/ml 0,64 0,21 0,93 0,30 1,66 0,64
4 mg/ml 0,72 0,21 0,99 0,31 1,52 0,66
ODh 0,18 0,27 0,17 0,27 0,30 0,27
20Dh 0,36 0,54 0,35 0,54 0,60 0,54
Pozn.: —netvorii biofilm,  — tvoii slab& biofilm, — tvofi silné biofilm.

Dale byla experimentalné analyzovéana tvorba biofilmu v pfitomnosti rizné ziedénych roz-
tokli extraktu z grepovych jader, ktera je podrobné zaznamenana v Tab. 5. V nejkoncentro-
vangj$im roztoku extraktu nebyla zaznamenana tvorba biofilmu u Zadné z testovanych bak-
terii. U obou kment Stenotrophomonas maltophilia byla zaznamendna silna tvorba biofilmu
u roztoku z grepovych jader o koncentracich 26, 13, 7 a4 mg/ml. Silna tvorba biofilmu byla
experimentalné zmétena i u bakterii Bacillus tequilensis (R23) a Bacillus pumilus (R34)
v prosttedi nejvice ziedénych roztoki. Bakterie Bacillus subtilis (R23) nevykazovala Zzadnou

tvorbu biofilmu ani v jednom z koncentrovanych roztoki, u Bacillus cereus (R39) byla za-

vewr
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Tab. 7. Tvorba biofilmu testovanych bakterii v laktdatu sodném

ODstonm R23 R25 R34 Ryg | CRCIP | GROP
75 mg/ml 0,17 0,17 0,15 0,12 0,25 0,28
38 mg/ml 0,34 0,22 0,34 0,15 0,18 0,56
19 mg/ml 0,34 0,19 0,95 0,19 0,33 1,02
10 mg/ml 0,57 0,41 1,19 0,24 1,68 1,35
5 mg/ml 0,51 0,67 1,14 0,29 0,87 1,33
ODh 0,18 0,18 0,17 0,17 0,30 0,30
20Dh 0,36 0,36 0,35 0,34 0,60 0,60
Pozn.: — netvori biofilm, — tvori slabé biofilm, — tvorti siln€ biofilm.

V Tab. 6 jsou podrobné zaznamendna data z experimentalniho méfeni OD testovanych bak-
terii pfitomnych v prosttedi riznych roztoki laktatu sodného. Z tabulky lze vycist, Ze skoro
vSechny bakterie tvoii v koncentracich 10 a 5 mg/ml roztoku laktatu sodného silny biofilm.
V nejvice koncentrovanéj$Sim roztoku nebyla detekovana zadna tvorba biofilmu. Slaba
tvorba biofilmu byla taktéz potvrzena u bakterii Bacillus tequilensis (R23), Bacillus subtilis
(R25), Bacillus pumilus (R34) a Stenotrophomonas maltophilina (GK CIP 5/1) inokulova-
nych v roztoku laktatu 38 mg/ml. Bakterie Bacillus cereus (R39) jako jediné netvofila silny

biofilm v pfitomnosti testovanych koncentraci laktatu sodného.

Tab. 8. Tvorba biofilmu testovanych bakterii v nisinu

OD600nm R23 R25 R34 R39 Gli /fIP Glg /(I:IP
23 mg/ml 0,22 0,12 0,18 0,64 0,39 0,64
12 mg/ml 0,30 0,20 0,21 0,59 0,69 1,25
6 mg/ml 0,29 0,19 0,18 0,49 0,71 1,58
3 mg/ml 0,28 0,18 0,19 0,57 0,77 1,83
2 mg/ml 0,62 0,27 0,19 0,56 0,83 1,83
ODh 0,31 0,18 0,15 0,86 0,46 0,67
20Dh 0,63 0,37 0,31 1,71 0,82 1,35

Pozn.: —netvorii biofilm,  — tvorfi slab& biofilm, — tvofi silné biofilm.

V Tab. 8 jsou zaznamenany vysledky méfeni OD a urceni tvorby biofilmu testovanych bak-
terii v prostfedi nisinu. Z tabulky lze vy¢ist, Ze tvorba biofilmu nebyla prokazana u bakterie
Bacillus cereus (R39) ani v jedné z 5 koncentraci. Tvorba silného biofilmu byla experimen-
talné zjisténa u 2 kment bakterie Stenotrophomonas maltophilia, v ptipadé GK CIP 5/1 byla

silna tvorba biofilmu potvrzena jiz u koncentrace 6 mg/ml, u GK CIP 1/1 az u koncentrace
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2 mg/ml roztoku nisinu. Bakterie Bacillus pumilus (R34) ve vSech testovanych koncentra-
cich tvofila slab€ biofilm. Slaba tvorba biofilmu byla taktéz experimentaln¢ zméfena u bak-

terii Bacillus tequilensis (R23) a Bacillus subtilis (R25) v pfitomnosti nizsich koncentraci.

Tab. 9. Tvorba biofilmu testovanych bakterii v kyseliné jantarové

OD60onm R23 R25 R34 R39 Gli EIP Glg /(IZIP
26 mg/ml 0,26 0,16 0,15 0,73 0,45 1,12
13 mg/ml 0,29 0,19 0,15 0,62 0,32 1,19
7 mg/ml 0,21 0,21 0,18 0,50 0,36 1,23
4 mg/ml 0,37 0,31 0,18 0,57 0,53 1,23
2 mg/ml 0,34 0,34 0,16 0,53 0,50 1,20
ODh 0,31 0,18 0,15 0,86 0,46 0,67
20Dh 0,63 0,37 0,31 1,71 0,82 1,35

Pozn.: —netvorii biofilm, = — tvorii slab& biofilm, — tvofi silné biofilm.

V Tab. 9 jsou zaznamenany primérné hodnoty OD pii vinové délce 600 nm kviili potvrzeni
pritomnosti tvorby biofilmu testovanych bakterii zaockovanych do riiznych koncentraci roz-
toku kyseliny jantarové. Ani u jedné z bakterii nebyla potvrzena silnad tvorba biofilmu.
U bakterie Bacillus cereus (R39) nebyla detekovana Zadn4 tvorba biofilmu. U vSech testo-
vanych koncentraci kyseliny jantarové byla u bakterie Stenotrophomonas maltophilia (GK

CIP 5/1) potvrzena slaba tvorba biofilmu. Dalsi testované bakterie byly taktéZ slabé biofilm

o 4

Tab. 10. Tvorba biofilmu testovanych bakterii capryloyl glycinu

OD600nm R23 R25 R34 R39 Gli /(leP Glg /E:IP
0,50 mg/ml 0,42 0,32 0,14 0,723 0,78 0,99
0,25 mg/ml 0,34 0,34 0,15 0,77 0,77 1,16
0,12 mg/ml 0,36 0,32 0,18 0,61 0,84 1,16
0,06 mg/ml 0,37 0,30 0,20 0,62 0,83 1,03
0,03 mg/ml 0,32 0,36 0,17 0,59 0,97 1,30
ODh 0,31 0,18 0,15 0,86 0,46 0,67
20Dh 0,63 0,37 0,31 1,71 0,82 1,34
Pozn.: — netvofi biofilm,  — tvofi slabé& biofilm, — tvoii silné biofilm.

Biofilm pozitivni a biofilm negativni bakterie v prostiedi koncertovanych roztokt capryloyl
glycinu jsou ptehledné zaznamenany v Tab. 10. U Bacillus cereus (R39) nebyla detekovana

z&dna tvorba biofilmu. U Stenotrophomonas maltophilia (GK CIP 5/1) byla naopak ve vSech
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ptipadech potvrzena silné tvorba biofilmu. Taktéz u druhého kmene Stenotrophomonas mal-
tophilia (GK CIP 1/1) byla potvrzena silna tvorba biofilmu u koncentraci 0,12; 0,06 a 0,03
mg/ml capryloyl glycinu. Slaba tvorba byla zaznamenéna u bakterii Bacillus tequilensis

(R23), Bacillus subtilis (R25) a Bacillus pumilus (R34).

8.7.3 Diskuze

Z dostupné literatury vypliva, ze testované antimikrobidlni latky nebyly na produkci bio-
filmu doposud zkoumany. Ve studiich zabyvajicich se biofilmem byly testovany jednotlivé
metody na detekci biofilmu bakteridlni kment v ¢istém médiu. Testovani biofilmu bylo pro-
vadéno Hassan et al., (2011) pomoci metod mikrotitracni desti¢ky, kultivaci na agaru
s kongo ¢erveni na celkem 110 klinickych izolatd. Izolaty byly vybrany podle nasledujicich
kritéria: izolaty z hnisu, intraven6znich a mocovych hrota katétrti, vzorki moci a bakterie
vykazujici zvySenou odolnost vii¢i bézné dostupnym antibiotiklim metodou Kirby-Bauerovy
diskové difuze. Vzorky byly izolovany ze zdravotnickych pfistroji nebo piimo od pacienti.
Izolovano bylo nékolik kmenti Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Streptococcus epi-
dermidis, Klebsiella pneumoniae a Staphylococcus aureus. Kdy vySe zminéné bakterie
kromé bakterie Staphylococcus byly detekovany jako bakterie silné tvotici biofilm, na rozdil
od Staphylococcus aureus, ktery stfedné tvoti biofilm. Ke stejnému zavéru dosli ve studii
autofi Devaraj a G. Sajjan (2015), kdy kromé¢ bakterii ze studie Hassan et al., (2011) taktéz
sledovaly tvorbu biofilmu u bakterialnich kmenl Enterococcus spp. Pseudomonia aeru-
ginosa a Citrobacter spp., kromé posouzeni, zdali se jedna o biofilm pozitivni nebo negativni

bakterie, taktéZ srovnavaly jednotlivé metody pouZivané pro detekci biofilmu.
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ZAVER
Antimikrobialni latky jsou nedilnou soucasti kosmetickych ptipravki, slouzi k jeho prevenci

pifed moznou kontaminaci, ktera mize nastat jiz pii vyrob¢ nebo samotném pouzivani spo-

tiebitele a podileji se i na prodlouzeni zivotnosti tohoto pfipravku.

V nasi studii byla zkoumana antimikrobidlni uc¢innost vybranych latek pouzivanych v kos-
metickych ptipravcich. Testované byly latky: extrakt z grepovych jader, laktat sodny, nisin,
kyselina jantarovéd a capryloyl glycin. Bakterie, na kterych se provadélo testovéni, byly
vyizolovéany z riznych syrt ve Vyzkumném ustavu mlékarenském v Praze. Tyto bakterie
byly nejdiive identifikovany pomoci sekvenace bazi a MALDI — TOF a déle byly podrobeny
detekci na tvorbu biofilmu. Identifikovany byly tyto bakterialni kmeny: Bacillus tequilensis,

Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus cereus a Stenotrophomonas maltophilia.
Na zékladé experimentalné zjisténych vysledki se doslo k témto zaveérim:

e nejvyssi inhibi¢ni schopnost vykazoval nisin, ktery zcela inhiboval riist u vybranych
grampozitivnich bakterii 1 v nizkych koncentracich (23, 12, 6, 3 a 2 mg/ml);

e laktat sodny vykazoval nejnizsi bakteristickou schopnost ve vysokych koncentracich
(75 mg/ml);

e i pii nizké koncentraci (0,5 mg/ml) vykazovala latka capryloyl glycin inhibi¢ni
ucinky vaci testovanym latkam;

e u obou testovanych kmeni Stenotrophomonas maltophilia byla detekovéana silna
tvorba biofilmu v ¢istém bujonu 1 nizkych koncentracich testovanych latek;

e tvorba biofilmu u bakterii zvysila jejich rezistenci vici silnym koncentracim antimi-
krobidlnich latek, ptikladem jsou bakterie Bacillus pumilus a Stenotrophomonas mal-
tophilia;

e gramnegativni bakterie (Stenotrophomonas maltophilia) vykazovaly vyssi odolnost
vuci testovanym latkdm nez gramnegativni bakterie (bakterie rodu Bacillus), jelikoz

patii mezi bakterie siln¢ tvofici biofilm.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

20Dh
BHI
EDTA
EPS
MALDI
NaCl
NaHPO4
OD
ODh
ODk
PBS

PCR

Dvojnasobek hrani¢ni optické denzity
Breast-Heart-Infusion — mozkosrdcova infize
Chelaton II

Extracelularni polymerni latky

Matrix Assisted Laser Desorption/lonization s analyzatorem doby letu
Chlorid sodny

Hydrogenuhli¢itan sodny

Opticka denzita

Hranicni opticka denzita

Opticka denzita kontroly

Fosfatovy pufr

Polymerase Chain Reaction
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