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ANOTACE 

 
 Diplomová práce se zabývá antimikrobiálními látkami získanými extrakcí z olivových 

olejů. Teoretická část se zaměřuje na charakterizaci rodu Arcobacter, dále uvádí informace  

o tvorbě, metodách stanovení, detekci biofilmu a účinnosti antimikrobiální látek, které se 

v olivových olejích vyskytují. V praktické části se následně experiment zaměřuje na šest 

vybraných zástupců arkobakterů a dva srovnávací mikroorganismy. Tvorba biofilmu byla 

zkoumána modifikovanou Christensenovou metodou v mikrotitračních destičkách. Pomocí 

kultivační metody byla ověřována účinnost antimikrobiálních látek z olivových olejů v časové 

expozici.  
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TITLE 

 
 Antimicrobial substances obtained by oil extractions 

 

 

ANNOTATION 

 

 This thesis deals with antimicrobial substances obtained by extraction from olive oils. 

The theoretical part focuses on the characterization of the genus  Arcobacter, as well as 

information about biofiml study, methods of determination and detection of biofilm and the 

effectiveness of antimicrobial agents which are found in olive oils. Then the experimental part 

is focused on six selected representatives of Arcobacter and two comparative microorganisms. 

Biofilm formation was investigated by modified Christensen method in  microplates. Using 

the cultivation methods, the efficacy of antimicrobial agents from olive oils in time dependence 

was verified. 
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1 ÚVOD 

 
 Ačkoliv je v klinických oborech spoustu vědeckých poznatků, infekční nemoci jsou 

jednou z nejčastějších příčin onemocnění a úmrtnosti na celém světě. Problematikou, která se 

s tímto tématem pojí, je nadměrné užívání dezinfekčních prostředků, léčiv a antibiotik,  

což zvyšuje tvorbu bakteriální rezistence. Infekční onemocnění způsobená multirezistentními 

kmeny bakterií, jsou závažným problémem, jelikož odolnost rezistentních bakterií stále stoupá 

a některá antibiotika již na mikroorganismy nejsou účinná. Bakterie získávají rezistenci 

různými mechanismy, např. mutacemi, novými genetickými informacemi nebo také růstem 

v biofilmu.  

 Biofilmy představují složitější seskupení bakterií. V prostředí biofilmu bakterie mezi 

sebou komunikují a jsou chráněny před škodlivými vlivy z vnějšího prostředí. Na rozdíl od 

planktonních bakteriálních buněk mají bakterie v biofilmu výhodnější podmínky pro růst a 

rezistenci. Vykazují vysokou toleranci vůči širokému spektru antibiotik, a tak jsou příčinou 

onemocnění, akutních a chronických infekcí lidí i živočichů. Díky rezistenci biofilmu 

k antibiotikům i dalším ochranným mechanismům je obtížné jej odstranit.  

 V současné době jsou proto studovány účinky nových antimikrobiálních látek  

z rostlinných extraktů, které by byly schopny inhibovat tvorbu a růst bakterií. Dále je také zájem 

o bližší studium a porozumění působení biofilmu na hostitele a jeho imunitní systém. Cílem 

výzkumů je zlepšit veškeré léčebné postupy, taktéž podpořit výzkum nových antimikrobních 

léčiv a objasnit pochopení problému antimikrobiální rezistence. 

 Předmětem této diplomové práce je shrnout obecné poznatky o rodu Arcobacter a tvorbě 

bakteriálního biofilmu. V teoretické části práce je dále uveden i přehled metod používaných 

pro studium a detekci bakteriálního biofilmu. Poslední část se zaměřuje na olivové oleje a látky 

v nich obsažených, které se podílejí na antimikrobiálním účinku olivových olejů.  

 V experimentální části je práce zaměřena na tvorbu biofilmu v prostředí extraktů 

z olivových olejů, ke které bylo vybráno šest kmenů arkobakterů, dále jeden grampozitivní  

a gramnegativní mikroorganismus pro srovnání s arkobaktery. Experimentální část je doplněna 

o kultivační metodu, kde byla sledována schopnost extraktů z olivových olejů inhibovat 

bakteriální růst. 

 

 

 



 

17 

 

2 TEORETICKÁ ČÁST 

 

2.1   ROD ARCOBACTER 
 

 Mikroorganismy, které se dnes řadí do rodu Arcobacter, byly prvně izolovány roku 

1977, a to z potracených plodů dobytka. Avšak arkobaktery byly v té době považovány  

za bakterie náležící do rodu Campylobacter (Fera et al. 2004). Teprve po taxonomických 

změnách byly tyto bakterie zařazeny do nově vzniklého rodu Arcobacter od roku 1991 (Fisher 

et al. 2014). Nyní jsou arkobaktery začleněny spolu s kampylobaktery do čeledi 

Campylobacteraceae, třídy Epsilonproteobacteria (Giacometti et al. 2015).  

 

2.1.1 Morfologie 
 

 Vzhledem k morfologii a genetickým vlastnostem mají bakterie rodu Arcobacter mnoho 

společného s kampylobaktery i helikobaktery (Fera et al. 2004). Buňky arkobakterů jsou 

spirálovité nebo mírně zakřivené tyčinky o rozměrech 0,40,6  0,52 m. V mikroskopu 

pozorujeme nevětvící se tyčinky a ve starších kulturách přecházejí spirálovité buňky  

na kokoidní formy (Houf et al. 2005). Buňky arkobakterů netvoří pouzdra ani spory.  

U některých kmenů lze pozorovat tvorbu biofilmu. Většina druhů je pohyblivá, a to z pravidla 

prostřednictvím polárního bičíku na jednom konci buňky (Kim et al. 2010). Dle jednoho  

ze základních barvení v mikrobiologii, Gramova barvení, jsou arkobaktery zařazeny mezi 

gramnegativní bakterie (G-), a to díky struktuře jejich bakteriální stěny (Šilha et al. 2016).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                     

 Obrázek č. 1: Arcobacter cibarius                       Obrázek č. 2: Arcobacter halophilus  

                    (převzato z Houf et al. 2005).           (převzato z Donachie et al. 2005). 
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2.1.2 Patogeneze a faktory virulence 
 

 K posouzení patogenity arkobakterů je zapotřebí vyhodnotit potenciální faktory 

virulence (Houf a Stephan 2007). Uběhlo několik let od samotné charakterizace rodu 

Arcobacter, ale mechanismy patogenity a faktory virulence nejsou stále zcela popsány  

a pochopeny (Levican et al. 2013). Jsou zatím získané pouze omezené informace o patogenitě 

těchto bakterií, tudíž je málo studií o in vitro adhezi, invazivitě a cytotoxicitě (Ho et al. 2006). 

Specifická adheze k tkáňovým buňkám je proto považována za jeden ze základních faktorů 

virulence pro většinu bakteriálních patogenů (Houf a Stephan 2007). Jejich schopnosti adheze, 

invazivity a cytotoxicity byly studovány u čtyř druhů arkobakterů (A. butzleri, A. cryaerophilus, 

A. skirrowii a A. cibarius) s použitím různých buněčných linií (HEp-2, HeLa, INT407, CHO  

a Caco-2). Výsledky ukázaly značnou variabilitu v adhezi, invazivitě a toxicitě v závislosti  

na kmenech i studovaných buněčných liniích (Levican et al. 2013). Další probíhající vědecké 

studie napomáhají k porozumění jejich mechanismům účinku i patogenity (Miller et al. 2007). 

Druhy arkobakterů působí cytotoxicky a jsou schopné měnit morfologii buněk. Arkobaktery 

pravděpodobně obsahují toxické molekuly (<10 kDa) a produkují toxiny, ale jaká je povaha 

těchto toxinů, to doposud nebylo objasněno. Možným důvodem pro omezené znalosti 

molekulárních mechanismů a patogenity arkobakterů je to, že se mírně liší od více 

prostudovaných zástupců Campylobacter. Informace o patogenitě arkobakterů tedy vychází 

hlavně ze znalostí získaných z druhů Campylobacter a dalších gastrointestinálních patogenů 

(Ho et al. 2006, Lehner et al. 2005). 

 Díky kompletní genomové sekvenaci kmene Arcobacter butzleri RM4018 byly získány 

informace o fyziologii a především genech, které jsou spojené s virulencí, což naznačuje,  

že A. butzleri je volně žijící mikroorganismus, který je oprávněně klasifikován jako 

potencionálně patogenní (Miller et al. 2007).   
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 Obrázek č. 3: Vizualizace genomu – kmene A. butzleri RM4018 (převzato z Miller et al. 2007). 

 

 Získané informace z genomové sekvenace A. butzleri RM4018 slouží k usnadnění  

a určení nových druhů rodu Arcobacter a zároveň ke studiu jejich patogeneze (Collado et al. 

2011). Indukce exprese interleukinu-8, který je považován za hlavní faktor virulence, byla 

detekována u A. butzleri, A. cryaerophilus, A. skirrowii a A. cibarius. Taktéž byla odhalena 

přítomnost několika domnělých genů virulence, jako jsou ciaB, cj1349 a cadF. Právě tyto geny 

jsou homologické s geny, které nesou mikroorganismy úzce příbuzné arkobakterům (Douidah 

et al. 2011). Geny ciaB v genomu Campylobacter spp. kódují invazivní protein. Gen cj1349  

v C. jejuni kóduje proteiny, které umožňují adhezi k hostitelským buňkám tím, že se navazují 

na fibronektin a cadF protein. Navíc existují homology s genem irgA, který kóduje vnější 

membránový protein ve Vibrio cholerae a hecA gen, který kóduje vláknitý hemaglutinin 

uropatogenní Escherichia coli. Výskyt těchto genů a jejich potenciální korelace s možností 
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adheze nebo invazivity v lidských buněčných linií byla studována u všech druhů Arcobacter 

spp., a to je cílem i studií nadcházejících (Douidah et al. 2011, Levican et al. 2013). 

 

 Analýzy sekvencí 16S rRNA genů naznačují, že další potencionální nové druhy rodu 

Arcobacter zůstávají stále nepopsány (Collado a Figueras 2011, Lehner et al. 2005, Prouzet-

Mauléon et al. 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    Obrázek č. 4: Působení A. butzleri v buněčné linii HT-29 (převzato z Collado a Figueras 2011). 

 

 Mechanismy působení a faktory virulence rodu Arcobacter se zkoumají  

na různých buněčných liniích. Například na obrázku č. 4 je uvedeno působení arkobakterů  

na střevní epiteliální buňky. Arkobaktery prokázaly schopnost produkovat cytotoxické látky 

(Musmanno et al. 1997), a také schopnost snížit expresi claudinu v TJ s následnou dysfunkci 

epiteliální bariéry a souběžného zvýšení paracelulárního transportu (Douidah et al. 2011). Jako 

testovaný bakteriální kmen byl zvolen A. butzleri v lidských střevních epiteliálních buňkách 

HT-29 (Bücker et al. 2009, Collado a Figueras 2011). 
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2.1.3 Laboratorní diagnostika 
   

 Bakterie rodu Arcobacter se liší od blízce příbuzných kampylobakterů rozdílnými 

možnostmi růstu (Lehner et al. 2005). Arkobaktery jsou schopné růst za aerobních  

i mikroaerofilních podmínek a při teplotách, které jsou v rozmezí 15–37 °C (Kučerová et al. 

2016, Stampi et al. 1999). Růst těchto bakterií byl pozorován také za nižších teplot, a to dokonce 

při 5 °C, což odpovídá např. teplotě podzemních vod (Šilha et al. 2014).  

 Co se týká biochemických vlastností, tak arkobaktery patří mezi mikroorganismy 

produkující oxidázu, produkce katalázy je variabilní. Žádný z arkobakterů naopak neprodukuje 

ureázu, vyjma jednoho kmene, kterým je A. nitrofigilis (Houf et al. 2005, Kučerová et al. 2016, 

Kim et al. 2010). 

 

Tabulka č. 1: Výsledky vybraných biochemických a kultivačních testů pro některé zástupce 

 Arcobacter spp.; + pozitivní; - negativní; +/- variabilní výsledek (převzato z Kim et al. 2010). 

 

 Pro kultivaci se používají různé druhy kultivačních médií, která mohou být obohacená 

o krev nebo sérum. K identifikaci se využívají také selektivně-diagnostické půdy (Kim et al. 

2010).  
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2.1.3.1 Vhodná média pro kultivaci 

 

 Pro bakterie rodu Arcobacter je vhodná kultivace na plotnách SBA (Sheep blood agar) 

při teplotě 37 °C, která je pro jejich růst optimální, avšak růst je možný při teplotě  

10–40 °C. Kultivace probíhá po dobu tří dnů. Narostlé kolonie jsou nepravidelné, šedé  

a mají přibližně 4 mm v průměru (Kim et al. 2010). 

 Arkobaktery mohou také růst na krevním agaru za aerobních podmínek  

při 30 °C po dobu 48 hodin. Kolonie mají průměr 2 až 4 mm, jsou béžové až téměř bílé barvy 

se zaoblenými okraji. Všechny kmeny rostou na krevním agaru při laboratorní teplotě 25 °C  

i 37 °C za aerobních i mikroaerobních podmínek bez významných rozdílů. Naopak téměř žádné 

kmeny arkobakterů nerostou na krevním agaru za anaerobních podmínek při 30 °C (Levican et 

al. 2015, Collado a Figureas 2011). 

 Na TSA (Tryptic Soy Agar) agaru, který byl obohacený o 5 % ovčí krve jsou vyrostlé 

kolonie bez zóny hemolýzy. Bakteriální kmeny na TSA produkují oxidázu, katalázu a redukují 

dusičnany. Při kultivaci na agarovém TSA médiu se netvoří sulfan. Kolonie arkobakterů jsou 

oválné a vyrůstají v béžové barvě. Doba inkubace na TSA agaru je 48 hodin (Levican et al. 

2015, Collado a Figureas 2011). 

 Všechny kmeny arkobakerů mohou být kultivovány na agaru M-H (Müller-Hinton)  

za aerobních podmínek po dobu 48 hodin a při teplotě 30 °C, kde vyrůstají jako mléčné kolonie 

kulatého tvaru s rovným okrajem (Šilha et al. 2016). 

 Za aerobních podmínek při 30 °C také všechny kmeny rostou na CCDA agaru 

(Campylobacter deoxycholate Agar) (Levican et al. 2015, Collado a Figueras 2011). 

 Jako selektivní médium se využívá Butzlerovo médium obsahující M-H agar  

s 5 % ovčí krve a cefoperazonem (Vandenberg et al. 2004). 
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2.1.4 Výskyt a význam 
 

 Bakteriální rod Arcobacter je v posledních letech stále zkoumanější, protože někteří  

ze zástupců jsou považováni za potenciální enteropatogeny. Arkobaktery mají širokou 

rozmanitost výskytu i hostitelů, z nichž některé patogenní druhy mohou způsobit 

gastrointestinální poruchy, mastitidy, aborty, endokarditidy, bakterémie a sepse u zvířat  

a především i lidí (Kučerová et al. 2016). V současné době je známo více než 25 druhů 

arkobakterů (Houf et al. 2005, Kim et al. 2010, Levican et al. 2015). Díky rozmanitému výskytu 

jistě budou izolovány nové druhy arkobakterů a rod Arcobacter se tak rozroste o další zástupce 

(Fera et al. 2008). 

 

2.1.5 Zástupci rodu Arcobacter 
 

 Mezi patogenní druhy arkobakterů se zpravidla řadí A. butzleri, A. cryaerophilus,  

A. skirrowii a A. cibarius, avšak pouze druhy A. butzleri, A. cryaerophilus, A. skirrowii  

a A. thereius byly spojeny s lidským onemocněním (Šilha et al. 2014). Tyto mikroorganismy 

mohou ohrozit zdraví lidí a existují potvrzení o spojení těchto bakterií a humánních chorob 

(Collado et al. 2009). První klinický případ napadení lidského organismu způsobeného  

A. cryaerophilus byl popsán v roce 1988, a to průjmové onemocnění muže (Hsueh et al. 1997). 

 Mnoho druhů arkobakterů bylo izolováno z masa, nejvíce z masa drůbežího,  

kde prevalence výskytu dosahuje až 96 %. Přítomnost arkobakterů se prokázala také  

v prostředí zpracování drůbeže i vodních zdrojích. Jak již bylo zmíněno tyto mikroorganismy 

přežívají i při chladničkových teplotách, a tak mohou i snáze kontaminovat čerstvé potraviny 

(Mcdonnell a Russell 1999, Šilha et al. 2014). 

 Další druhy byly izolovány z lidské stolice a exkrementů zvířat trpících chorobami 

gastrointestinálního traktu, dále pak z abortovaných plodů skotu, a to zejména A. butzleri,  

A. cryaerophilus, A. skirrowii, A cibarius, A. thereius a A. trophiarum (Šilha et al. 2016).  

 Dokonce se podařilo vyizolovat tyto mikroorganismy z mořského prostředí. Mezi 

zástupce patří A. marinus, A. molluscorum, A. mytili, A. ellisii, A. bivalviorum (Levican et al. 

2012). K nepatogenním druhům patří např. A. nitrofigilis a A. halophilus, které byly izolovány 

z různých míst, ale ani v jednom případě se nejednalo o lidi či zvířata. Mezi dalšího 

nepatogenního zástupce patří např. A. defluvii izolovaný z odpadních vod (Levican et al. 2012).  

 Mezi zcela nově klasifikované zástupce se řadí A. cloaceae, A. suis,  

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

 Antimikrobiální citlivost kmenů Arcobacter není doposud řádně probádána. Ačkoli 

testování citlivosti k ATB u bakterií rodu Campylobacter a Arcobacter není standardizováno, 

je využívána převážně disková difúzní metoda. Široké spektrum antimikrobiálních látek, včetně 

makrolidů, chloramfenikolu, tetracyklinů, aminoglykosidů, chinolonů aj. mají antimikrobiální 

potenciál proti těmto bakteriálním rodům (Hsueh et al. 1997). 

 I když v medicíně a dalších vědních oborech je velké množství vědeckých poznatků, 

stále jsou infekční nemoci jednou z nejčastějších příčin onemocnění a úmrtnosti na celém světě. 

Hrozba různých infekcí způsobených potravinami vede k častému používání dezinfekčních 

prostředků, což vyvolává obavy z možnosti vzniku bakteriální rezistence. Doporučená opatření 

ke snížení kontaminace potravin zahrnují biologickou bezpečnost a hygienu, jak ve výrobním 

průmyslu, tak i v domácnostech (Kučerová et al. 2016, Mcdonnell a Russell 1999).  

 Šíření infekčních onemocnění, která jsou způsobena multirezistentními kmeny bakterií, 

popřípadě bakteriálními izoláty, je závažným problémem zejména proto, že se  

v posledních letech značně zvýšila odolnost bakterií proti širokému spektru antibiotik. 

Rezistence bakterie získávají mutacemi, ziskem nových genetických informací, horizontálním 

přenosem genů, expresí tichých genů, růstem v biofilmu atd. (Šilha et al. 2014).  Je potřeba 

nových antimikrobiálních látek nebo nových přístupů, které by mohly pomoci vyřešit tento 

problém (Kučerová et al. 2016).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

25 

 

2.2 BIOFILM A JEHO VÝZNAM 
 

 Biofilm je společenství mikroorganismů v mezibuněčné hmotě, které adheruje na umělý 

nebo nativní povrch. Bakteriální biofilmy se tvoří tak, že se jednobuněčné mikroorganismy 

shromažďují, aby vytvořily mnohovrstevné shluky (mikrobiální komunitu), které je ohraničené 

vrstvou exopolysacharidů. Bakteriální buňky v biofilmu vykazují vlastnosti odlišné  

od planktonních buněk, zejména zvýšenou rezistenci na antimikrobiální látky a dezinfekce. 

Schopnost růstu mikroorganismů v biofilmu je též spojována s přirozenou rezistencí k účinkům 

antibiotik, což je z klinického hlediska považováno za důležitý faktor virulence (Mah a O’Toole 

2001).   

 Biofilmy se tak díky svým schopnostem mohou tvořit prakticky kdekoliv. Snadno se 

vytvářejí na lékařských implantátech jako jsou katetry, kloubní náhrady a hlavice, srdeční 

implantáty, kontaktní čočky apod. Infekce mohou být často léčeny pouze odstraněním 

implantátu, což zvyšuje nároky na pacienta a následné náklady na léčbu. Závažné onemocnění 

působené bakteriálními biofilmy jsou infekce krevního oběhu. Bakterie rostoucí v biofilmu 

unikají obranným schopnostem hostitele a odolávají antimikrobiální léčbě. Schopnost růstu 

bakterií v biofilmu je spojována s přirozenou rezistencí těchto biofilmů k účinkům antibiotik 

(Quave et al. 2008, Mah a O’Toole 2001). Biofilmy jsou odolné vůči bakteriofágům  

i antimikrobiálním látkám, proto jsou biofilmové infekce rezistentní k antimikrobiální terapii  

a imunitnímu systému hostitele, což může způsobovat značné potíže (Prescott et al. 2005). 

Bakteriální biofilmy jsou také spojeny s velkým procentem (65 %) nozokomiálních infekcí 

(Licking 1999). 

 Mikroorganismy, které tvoří biofilm se vyskytují téměř ve všech přírodních 

ekosystémech, mohou se tvořit v přírodním i průmyslovém prostředí. Bakterie, které rostou  

v biofilmu, jsou několikanásobně rezistentnější, než planktonní buňky (Bassler 1999, Hoyle  

a Costerton 1991).  

 Na druhou stranu, tvorba biofilmu má i pozitivní vliv. Bakterie v trávicím traktu 

člověka, tvoří na povrchu střevní sliznice ochranou bariéru (střevní mikrobiom), který chrání 

střevo před kolonizujícími mikroorganismy. Dále se tvorby biofilmů využívá u čištění vod. 

Přítomnost biofilmů snižuje obsah amonných iontů, a to zajišťují nitrifikační bakterie,  

které amonné ionty oxidují (Dubánek a Chvála 2001). 
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2.2.1 Tvorba biofilmu 
 

 Studie jednotlivých druhů biofilmů ukázaly, že se biofilmy vytvářejí ve více krocích. 

Tvorba biofilmu může být považována za vývojový proces, který sdílí některé rysy jiných 

bakterií, avšak v přírodním prostředí je biofilm téměř vždy multidruhová mikrobiální komunita 

ukrývající bakterie, které sdílejí genetický materiál a spolupracují v rámci biofilmu. Přirozený 

biofilm je tedy vysoce diferencovaný a propracovaný systém (Watnick a Kolter 2000). 

 Samotný vznik biofilmu lze rozdělit do několika kroků – adheze buněk  

na povrch, následná akumulace a tvorba mikrokolonií a maturace biofilmu (Busscher  

a Mei 1997). Vývoji biofilmu obvykle předchází vznik pelikuly, tj. vrstvy iontů a molekul 

biologického původu, které se díky fyzikálním interakcím váží na čistý povrch. Pelikuly 

vznikají v prostředí, které je bohaté na organické látky, a to téměř během několika minut. Zato 

v organicky chudších prostředích vznikají v řádu několika hodin. Součástí tvorby pelikuly jsou 

proteiny, např. albuminy, dále pak glykoproteiny, ionty Na+, K+, a makromolekuly. Pelikuly 

usnadňují vazbu bakterií a jejich přítomnost zjistí planktonní bakterie zcela náhodně (fáze 

atrakce) nebo s pomocí receptorů. Poté dochází k fázi adheze a později k fázi akumulace 

(Costerton et al. 1995). 

 

2.2.1.1 Adheze buněk na povrch  
 

 V počáteční fázi adheze se uplatňují povrchové struktury bakterií jako bičíky, pili, 

proteiny, lipopolysacharidy (LPS) a velice významně exopolysacharidy (EPS) (Sutherland 

2001).  Počáteční vazba je také ovlivněna přiblížením bakterií k povrchu (Watnick a Kolter 

2000) a je zprostředkována různými mechanismy, např. difúzí, elektrickým nábojem 

vznikajícím mezi povrchem a bakteriemi (tvorba vodíkových můstků, účastní se Van der 

Waalsovy síly a elektrostatická přitažlivost) i aktivním pohybem pomocí bičíků či pasivním 

pohybem (Davey a O´Toole 2000). Bakterie mohou tvořit přechodná spojení nebo spolupracují 

s jinými mikroorganismy, které již jsou připojené k povrchu. Toto přechodné spojení umožňuje 

bakteriím hledat místo, kde by se dále usadily (Watnick a Kolter 2000). Následně 

mikroorganismy pevně adherují za vzniku specifických chemických vazeb nebo jde o interakce 

mezi receptorem bakterie a adhezinem na povrchu určenému k osídlení, které jsou specifické 

pro každý bakteriální druh (Costerton 1999). Nejprve je adheze bakterií reverzibilní, slabá  

a bakteriální buňky ještě mohou osídlený povrch opustit a vrátit se zpět do planktonní formy 

(Maier et al. 2009). 
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2.2.1.2  Maturace biofilmu 
 

 K adherujícím bakteriím se přidávají další adhereující bakterie, které tvoří stabilní členy 

mikrokolonie, dochází k rozrůstání a dalšímu dělení (Watnick a Kolter 2000). Po adhezi 

bakterie aktivují geny, které produkují polysacharidy a exopolymery, které tvoří společně 

s bakteriemi základní stavební složku biofilmu. Dochází k množení bakterií a ke vzájemné 

koagregaci (Davey a O´Toole 2000). Díky výrazné produkci EPS dochází k dozrávání biofilmu 

(Sutherland 2001, Ahimou et al. 2007). Během několika hodin, někdy až dní vzniká 

trojrozměrná struktura biofilmu s houbovitými strukturami bakterií a exopolysacharidů, 

tvořená dutinami a kanálky, které umožňují přísun živin i do hlubších vrstev biofilmu.  

K bakteriálnímu biofilmu se mohou dále navazovat i další druhy mikroorganismů. Po dosažení 

určitě buněčné denzity se z vytvořeného biofilmu začínají oddělovat jednotlivé buňky nebo  

i celé shluky s částmi biofilmu. Uvolněné buňky se dostanou zpět do prostředí a mohou 

kolonizovat další povrchy, které jsou vhodné pro uchycení biofilmu (Watnick a Kolter 2000). 

Takto vzniká v biofilmu dynamická rovnováha, která je regulována živinami a podmínkami 

vnějšího prostředí, ale i bakteriemi – tj. systémem quorum-sensing (Davies et al. 1998)  

či produkcí látek, které rozrušují strukturu samotného biofilmu (Villverde et al. 1997). Aktivují 

se také geny pro syntézu enzymů degradujících hlenovou matrici (Hudcová 2007), které 

podněcují uvolnění buněk z biofilmu (Busscher a Mei 1997). 

 Kmen, který je schopen tvořit biofilm, je obecně považován za virulentnější. Mnoho 

autorů se shoduje v tvrzení, že biofilmy tvoří především izoláty z hemokultur (Arciola et al. 

2002). Co se týká hodnocení možností efektivní léčby infekcí způsobených mikroorganismy 

v biofilmové struktuře, je třeba znát citlivost k antimikrobiálním látkám mikroorganismů  

v biofilmu. Při stanovení citlivosti biofilmpozitivních bakterií k ATB se užívá minimální 

biofilm eradikující koncentrace antibiotika – MBEC (koncentrace antimikrobiálních látek, 

která zcela likviduje buňky v biofilmu) a minimální biofilm inhibující koncentrace – MBIC 

(koncentrace antimikrobiálních látek, která zastavuje jejich růst a množení) (Bardouniotis et al. 

2001). MBEC a MBIC jsou vůči hodnotám minimální inhibiční koncentrace (MIC) a minimální 

baktericidní koncentrace (MBC) stanoveným běžným postupem na planktonní populaci vyšší 

až o čtyři řády. Tomuto tématu se věnuje mnoho autorů, ale zatím stále neexistuje standardní 

metodika ke stanovení MBEC a MBIC (Holá et al. 2004).   
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2.2.1.2.1 Quorum sensing 
 

 Systém QS (quorum sensing) je důležitý mechanismus regulace genové exprese  

a komunikace mezi bakteriemi v biofilmu (Hassan et al. 2011). Bakterie mají svou vlastní 

podobu komunikace. Komunikací bakterií je vysílání a příjem chemických signálů (Shrout a 

Nerenberg 2012).  Jedná se o jakési vnímání množství bakterií v daném společenství, které 

mikroorganismům umožňuje reagovat a ovlivňovat život v populaci a adaptaci  

na životní podmínky (Duan a Surette 2007). Pojmenování quorum sensing vychází z poznatku, 

že vše závisí na bakteriálních buňkách, které musejí dosáhnout určité minimální populace, aby 

došlo k zahájení komunikace (Shrout a Nerenberg 2012). Vše je založeno na produkci 

signálních molekul nazývaných autoinduktory, které zvyšují svoji koncentraci v závislosti  

na buněčné denzitě (Bassler 1999). Roste-li množství bakteriálních buněk, úměrně stoupá  

i koncentrace autoinduktorů. Dosažením minimální stimulační koncentrace autoinduktoru vede 

ke změně genové exprese, čímž se může ovlivnit chování bakteriálních buněk (Miller a Bassler 

2001, Reading a Sperandio 2006). 

 Grampozitivní a gramnegativní bakterie využívají QS pro regulaci fyziologických 

aktivit. Tyto procesy zahrnují virulenci, konjugaci, produkci antibiotik, sporulaci a tvorbu 

biofilmu. Obecně platí, že gramnegativní bakterie používají acylované homoserinové laktony 

jako autoinduktory a grampozitivní bakterie používají ke komunikaci různé oligopeptidy. 

Komunikace pomocí QS prostřednictvím autoinduktorů se vyskytuje jak uvnitř biofilmu, tak  

i vně mezi bakteriálními druhy, kde bakteriální autoinduktory dokáží vyvolat specifické reakce 

hostitelských organismů. Ačkoli povaha chemických signálů a mechanismů cílových receptorů 

QS bakterií se liší, tak schopnost vzájemné komunikace umožňující bakteriím koordinovat 

expresi genů a tedy i chování celého společenství je stejná (Bassler 1999, Gölz et al. 2012, 

Miller a Bassler 2001). Existuje několik typů signalizačních mechanismů QS, které bakterie 

využívají (Shrout a Nerenberg 2012). 
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2.2.1.3  Struktura biofilmu 
 

  Struktura biofilmu je podmíněná vlastnostmi prostředí, ve kterém se nacházejí 

mikroorganismy a dostupností živin, kyslíku ale i dalšími druhy bakterií. Složení biofilmu se 

liší, různá je i distribuce EPS v aerobních a anaerobních částech (Mah a O’Toole 2001). 

Samostatné bakterie, které adherují na povrch jsou základní jednotkou biofilmu. Také jednou 

ze základních složek jsou vodní kanálky, které tvoří oběhový systém, proudění vody kanálky 

zajišťuje přísun živin a výměnu metabolitů. Extracelulární hmota obsahuje polysacharidovou 

matrix další organické i anorganické složky. Matrix udržuje buňky v biofilmu a podílí se na 

adhezi. K dalším funkcím EPS matrix patří zejména ochrana bakteriálních buněk před ATB, 

UV zářením, změnou pH a dehydratací (Ahimou et al. 2007). V prostředí s vysokým obsahem 

živin jsou biofilmy mnohem kompaktnější a silnější, biofilm získává porézní strukturu  

s dutinami a kanálky a shluky bakteriálních buněk (Donlan 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek č. 5: Tvorba a struktura biofilmu (převzato z Busscher a Mei 1997). 
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2.2.2 Metody stanovení a důkazy biofilmu 
   

 K průkazu tvorby biofilmu se používá celá řada metod, a to především fenotypové 

metody, při kterých se prokazuje růst a tvorba biofilmu biofilm-pozitivních bakterií a následně 

se vzniklá vrstva biofilmu obarví a detekuje. Nejčastěji se využívá kolorimetrická metoda – 

barvení pomocí krystalové violeti, která je široce používaná pro měření tvorby biofilmu (Niu  

a Gilbert 2004). Využitelné jsou i metody genotypové, při kterých se dokazuje přítomnost genů, 

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

 

2.2.2.1 Fenotypové metody 
 

2.2.2.1.1 Mikroskopické metody 
 

 Mezi mikroskopické metody, které jsou využívané pro sledování tvorby biofilmů se 

využívá elektronová mikroskopie, mikroskopie atomárních sil i klasická světelná mikroskopie, 

u které se bakteriální buňky a biofilm zvýrazní barvivy (Christensen et al. 1985). Dále se 

využívá fluorescenční mikroskopie pro studium prostorového uspořádání biofilmu, a to jak 

bakteriálních buněk, tak i polysacharidové matrix (Hassan et al. 2011). Tuto techniku lze také 

využít k odlišení živých buněk od mrtvých buněk.  Při studiu biofilmů se používá konfokální 

rastrovací laserová mikroskopie (CSLM), která poskytuje ostrý obraz, je vhodná také  

pro zobrazení struktur, které jsou ukryté pod biofilmem a poskládáním můžeme vytvořit  

3D–strukturu (Chandra et al. 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek č. 6: Elektronová mikrofotografie E. coli tvořící biofilm  

   (převzato z Research from Harvard University 2013). 
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2.2.2.1.2 Christensenova metoda – zkumavková metoda 
 

 Christensenova zkumavková metoda je metoda průkazu tvorby biofilmů. Vybraný 

mikroorganismus je kultivován ve zkumavce s TSB (tryptonosojový bujón)  

a vzniklá biofilmová vrstva je obarvena (Christensen et al. 1982). Jako alternativní médium 

vhodné pro kultivaci je využívané i BHI (Brain Heart Infusion) (Mulder a Degener 1998). 

Kultivační médium se zaočkuje mikrobiální suspenzí o buněčné densitě 0,5-1 dle 

McFarlandovy zákalové stupnice, pipetuje se 100 µl do 2 ml média TSB nebo BHI,  

aby výsledná denzita bakteriálních buněk v kultivačním médiu odpovídala  

106–107
 buněk/ml. Se silnější bakteriální suspenzí roste i míra vrstvy biofilmu (Freeman et al. 

1989, Stepanovic et al. 2001). Zaočkované médium se inkubuje v rozmezí  

24 až 48 hodin, v závislosti na mikroorganismu a fyzikálních podmínkách (Hassan et al. 2011). 

Teplota inkubace je obvykle 37 °C (Stepanovic et al. 2003). Po skončené inkubaci jsou 

zkumavky vyprázdněny a promyty fosfátovým pufrem (pH 7,2), lze použít  

i fyziologický roztok, aby se vyplavily nezachycené buňky, následuje zafixování zkumavek 

(Baldassarri et al. 1993) a obarvení. Vrstva biofilmu se barví po dobu 20 minut, a to nejčastěji 

krystalovou violetí, dále pak safraninem, karbolfuchsinem nebo trypanovou modří. Zkumavky 

s obarvenou vrstvou v celé části značí biofilm-pozitivní kmeny, jako biofilm-negativní jsou 

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

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

  a)       b)     c) 

 Obrázek č. 7: Christensenova zkumavková metoda: a) silná tvorba biofilmu, b) střední tvorba  

 biofilmu, c) negativní tvorba biofilmu (převzato z Goldman 2009). 
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 Christensenova zkumavková metoda se běžně provádí ve skleněných či v plastových 

zkumavkách. Nevýhodou však je, že metoda nedosahuje přesné kvantifikace biofilmu, 

výsledky jsou spíše subjektivní (Christensen et al. 1982). 

 

2.2.2.1.3 Christensenova metoda – v mikrotitračních destičkách 
 

 Metoda v mikrotitračních destičkách je založena na stejném principu jako 

Christensenova zkumavková metoda. Kultivace vybraného mikroorganismu probíhá 

v mikrotitrační destičce, a to ve stejném kultivačním médiu (TSB nebo BHI). Následuje 

inkubace, zafixování a obarvení (Hassan et al. 2011). Nárůst biofilmu je měřen 

spektrofotometricky, čím větší nárůst biofilmu, tím je větší i odezva (Christensen et al. 1985). 

Využívanější je však upravený postup, kdy se barvivo vymyje destilovanou vodou a do jamek 

se přidá ethanol. Zbarvení jamek v mikrotitrační destičce se měří opět spektrofotometricky 

(vlnová délka λ = 595 nm). Absorbance jednotlivých jamek se potom porovnává s tzv. cut off 

value, která se vypočítá na základě absorbance jamek negativní kontroly (Knobloch et al. 2002, 

Stepanovic et al. 2000). 

 

2.2.2.1.4 Kultivace na agaru s kongo červení 
 

 Další metodou, která slouží k rozlišení biofilm-pozitivních a biofilm-negativních 

bakterií je kultivace na agaru s kongo červení (Hassan et al. 2011, Kaiser et al. 2013). Agarové 

médium je připraveno z mozko srdcové infuze, sacharózy a kongo červeně, tedy barviva, které 

specificky váže polysacharidy (Hassan et al. 2011, Růžička et al. 2006). Bakterie tvořící EPS 

(bakterie biofilm pozitivní) rostou v černých koloniích s výraznou precipitační zónou, kdežto 

bakterie biofilm negativní tvoří lesklé červené kolonie. Metoda kultivace na agaru s kongo 

červení je rychlá, citlivá a reprodukovatelná (Freeman et al. 1989, Knobloch et al. 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  

 

 

 

  Obrázek č. 8: Pozitivní producent biofilmu S. epidermidis ATCC 35984 a negativní  

  producent S. epidermidis ATCC 12228 (převzato z Niveditha et al. 2012). 
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2.2.2.2  Genotypové metody 

 

2.2.2.2.1 Geny asociované s tvorbou biofilmu 

 

 Ve vývoji biofilmu má důležitou roli skupina povrchových proteinů, první byl stanoven 

Bap (biofilm-associated protein) Staphylococcus aureus. Samotná tvorba biofilmu je 

komplikovaná, na procesu tvorby se totiž podílí mnoho genů. Geny spojené s tvorbou biofilmu 

u některých bakterií lze prokázat pomocí metody PCR. Protože přítomnost genu zodpovědného 

za tvorbu biofilmu nezaručí, jestli bude gen spojený s tvorbou biofilmu skutečně exprimován  

a testovaný kmen bude biofilm pozitivní (Knobloch et al. 2002). Průkazy genů zodpovědných 

za tvoření biofilmu se používají např. u stafylokoků, které nesou pro tvorbu biofilmu celý 

soubor genů. Souhrnně je soubor označován jako ica operon a nese geny icaA, icaD, icaB, icaC  

a represivní gen icaR (Kaiser et al. 2013). U rodu Escherichia gen CsgBAC kóduje tvorbu 

biofilmu. Klíčové geny indukující tvorbu biofilmu byly prokázané pouze u stafylokoků 

(Frebourg et al. 2000). 

  

 

2.2.2.3   Další metody detekce biofilmu  
 
 

Metoda MALDI 

 Metoda MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionisation) se používá pro studium 

biofilmu a zisku složení extracelulární matrix, dále pro studium proteinů, dalších molekul 

v biofilmu i samotných planktonických buněk (Hefford et al. 2005). 

 

CDC biofilmový reaktor 

 CDC biofilmový reaktor slouží k tvorbě a studiu biofilmů. Celý systém se skládá  

ze skleněného reaktoru, v jeho víčku je 8 držáků s tzv. matricí pro biofilm, která může být  

z různých materiálů. Reaktor je připojen k nádobě se sterilním kultivačním médiem a tok 

kultivačního média je zajištěn peristaltickou pumpou. Ke kvantifikaci množství biofilmu  

a biofilm-pozitivních mikroorganismů je biofilm uvolněn z matrice pomocí ultrazvuku  

a intenzivního víření. Poté dochází ke kvantifikaci počtu mikroorganismů pozitivních na tvorbu 

biofilmu, pomocí desítkové ředící řady a aplikace na kultivační media (Macia et al. 2014, 

Donlan 2001). 

 

 



 

34 

 

 RDR rotační diskový reaktor 

 Rotační diskový reaktor (RDR) má ve spodní části rotující disk a obsahuje tyčový 

magnet, který umožňuje rotaci disku a cirkulaci kultivačního média. Cirkulace růstového média 

je dále zajištěna systémem hadiček a peristaltickou pumpu. RDR slouží pro studium odstranění 

narostlého biofilmu a látek, které budou schopné růst biofilmu inhibovat. Po době inkubace  

pro formaci studovaného biofilmu se reaktor zastaví a rotační disk se vynadá. Sterilní pinzetou 

se odstraní matrice z disku a ponoří se do fyziologického fosfátového pufru (Donlan 2001). 

 

 Metody molekulární biologie 

 Nejvyužívanější metodou stanovení v buněčné biologii je PCR. Metoda multiplexní 

polymerázové řetězové reakce (mPCR) byla využita a optimalizována pro detekci biofilmu  

za použití interkalačních barviv ethidium monoazidu (EMA) a propidium monoazidu (PMA) 

(Hrušková et al. 2013, Pan a Breidt 2007). 
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2.2.3 Tvorba biofilmu u arkobakterů 
 

 Biofilmy poskytují podporu pro patogenní bakterie, a to v jejich přežití ve stresujícím 

prostředí. Byly publikovány studie, které se zabývaly distribucí, genetickou rozmanitostí  

a odolností vůči antibiotikům, taktéž schopností tvořit biofilm u arkobakterů (Duarte et al. 

2015). Schopnost arkobakterů adherovat k inertním povrchům byla slabší, negativní vliv měla 

u některých druhů aerobní atmosféra. Celkové výsledky ukazují na schopnost kmenů 

Arcobacter tvořit biofilmy a taktéž působit jako sekundární kolonizátory (Ferreira et al. 2013). 

 Pro další experimenty na potvrzení tvorby biofilmu byl využit A. butzleri ATCC 49616 

a další izoláty arkobakterů z drůbeže. A. butzleri byl inkubován v BHI nebo M-H bujónu  

po dobu 18 hodin při 37 °C. Kultury byly zředěny a přeneseny do mikrotitrační destičky. 

Sterilní BHI nebo M-H živný bujón sloužil jako negativní kontrola. Destička byla dále 

inkubována při 37 °C po dobu 24 až 72 hodin. Po inkubaci byly buňky promyty a obarveny 

krystalovou violetí, poté se destička vysušila a proměřila se absorbance. Sledovala se tvorba 

biofilmu na nerezových kupónech, které byly umístěny do zkumavek. Množství biofilmu se 

zvyšovalo společně s teplotou a taktéž i inkubační dobou. A. butzleri ATCC 49616 vytvořil 

biofilm na nerezové oceli při 5, 10 i 21 °C po 24 hodinách inkubace (Kjeldgaard et al. 2009). 

 Dále pak lze využit již zmíněnou PCR reakci s interkalačními barvivy, kde analýzou 

kmenů rodu Arcobacter, lze zjistit, jestli jsou vybrané kmeny biofilm pozitivní či nikoliv.  

Z výsledků vyplývá, že mezi druhy bakterií v rodu Arcobacter je značná variabilita (Hrušková 

et al. 2013). 
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2.3 ANTIMIKROBIÁLNÍ LÁTKY A JEJICH ÚČINEK 
 

 V přírodním prostředí existují bakterie převážně v biofilmové struktuře. Jak již bylo 

uvedeno, biofilmy mohou zahrnovat populace jednoho druhu bakterií nebo populace smíšené. 

Bakterie v biofilmech jsou extrémně odolné vůči antibakteriálním činidlům a způsobují vážné 

problémy pro antimikrobiální terapii, proto je z hlediska vědy velký zájem o studium 

antimikrobiálních látek (Plyuta et al.2013).  

 Mikrobiologové zkoumají antimikrobiální účinnost celé řady rostlinných sloučenin, 

které jsou získané z bylin, koření, olejů i potravin, dále samozřejmě z kávy, čaje a vína. Mělo 

by být podrobeno studiím více rostlinných sloučenin k určení účinnosti v systémech celého 

organismu, včetně studie toxicity, jakož i posouzení účinků na normální mikroflóru. Také 

alternativní mechanismy prevence a léčba infekcí by měla být zahrnuta v počáteční fázi studií 

(Cowan 1999). Následně je uvedené pořadí dle antimikrobiální aktivity nápojů a pochutin 

(Brenes et al. 2007, Medina et al. 2007, Okabe et al. 2003).  

                                 

 

Obrázek č. 9: Antimikrobiální aktivita vybraných produktů (převzato z Brenes et al. 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Plyuta%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23594262
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Medina%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17536679


 

37 

 

2.3.1 Antimikrobiální látky 
 

 Rostlinné antimikrobiální látky jsou sekundární metabolity a mnoho z nich patří mezi 

fenoly nebo jejich substituované deriváty (Cowan 1999). Kromě těchto sloučenin vykazují 

antimikrobiální aktivitu také chinony, flavonoidy, kumariny, terpeny a alkaloidy (Collado et al. 

2009). Sekundární metabolity slouží jako obranné látky s různými mechanismy proti 

mikroorganismům, hmyzu nebo býložravcům (Cowan 1999, Villverde et al. 1997). 

 Z těchto důvodu se provádí screening látek, které by mohly potenciálně zabránit tvorbě 

biofilmu a problémům s rezistencí k ATB. Fenolické sloučeniny inhibují růst mnoha druhů 

mikroorganismů, ale navzdory tomu je působení fenolických sloučenin na mikroorganismy 

stále málo prostudované, a to zejména vliv rostlinných fenolických látek na bakteriální biofilmy 

(Brenes et al. 2007). 

 Přirozeným procesem, kterým obecně potraviny prochází je kontaminace a následná 

degradace řadou mikroorganismů. Výskyt bakterií v potravinách závisí na mnoha faktorech 

jako je pH, aw, teplota, obsah chemických látek a konzervačních látek (Sheth et al. 1988).  

Po přírodních konzervačních látkách, které by mohly zabránit růstu nepříznivých 

mikroorganismů nebo zpozdit nástup poškození potravin, se zvyšuje poptávka mezi výrobci 

(Medina et al. 2007). Problémem je, že počet ohnisek alimentárních onemocnění stále roste 

(Brenes et al. 2007). 

 

 

2.3.2 Sloučeniny s antimikrobiálními účinky 
 

2.3.2.1 Fenoly a polyfenoly 
 

 Fenolické látky, které jsou produkovány rostlinami, mají schopnost ovlivňovat adhezi 

bakterií, mezibuněčnou komunikaci a tvorbu biofilmu (Villverde et al. 1997).  

 Katechol a pyrogallol jsou hydroxylované fenoly, toxické pro mikroorganismy. 

Katechol má dvě hydroxy skupiny a pyrogallol má tři hydroxy skupiny. Hydroxylové skupiny 

na fenolech jsou považovány za zdroj antimikrobiální účinnosti, zvýšená hydroxylace tedy vede 

ke zvýšení antimikrobiální účinnosti. Eugenol je zástupce nacházející se v hřebíčkovém oleji  

a je považován za bakteriostatický proti řadě bakterií (Cowan 1999). 

   

 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Medina%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17536679
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2.3.2.2 Chinony 
 

  Chinony jsou aromatické sloučeniny se dvěma oxoskupinami. Vyskytují se  

v přírodě a jsou vysoce reaktivní. Kromě toho, že poskytují zdroj stabilních volných radikálů, 

je známo, že chinony tvoří s některými aminokyselinami v bílkovinách komplexy, což často 

vede k inaktivaci proteinů a ztrátě jejich funkce. Z tohoto důvodu je  

rozsah antimikrobiálních účinků chinonů široký (Nowicka et al. 2009).  

 

2.3.2.3 Flavonoidy a katechiny 
 

 Jsou to účinné antimikrobiální látky proti širokému spektru mikroorganismů. Jejich 

činnost je pravděpodobně způsobena schopností reagovat s extracelulárními a rozpustnými 

bílkovinami a s komplexem bakteriální buněčné stěny. Více lipofilní flavonoidy mohou narušit 

také mikrobiální membrány (Cowan 1999, Rice-Evans et al. 1996).  

 Katechiny jsou flavonoidy, které se vyskytují v zeleném čaji. Už dávno bylo zjištěno, 

že čaje působí antimikrobiálně a že obsahují směs katechinových sloučenin. Tyto sloučeniny 

například inhibovaly Vibrio cholerae O1, Streptococcus mutans, shigelly a další 

mikroorganismy v in vitro testech. Katechiny inaktivovaly cholerový toxin ve V. chloreae  

a inhibovaly bakteriální glukosyltransferázy v S. mutans (Cowan 1999). 

 

2.3.2.4 Taniny a kumariny 
 

 Hydrolyzovatelné taniny jsou založeny na kyselině galové, obvykle jako vícečetné 

estery D-glukózy, zatímco četnější kondenzované taniny pocházejí z flavonoidních monomerů. 

Alternativně mohou být taniny tvořeny polymerací chinonových jednotek (Pleszczyñska  

a Szczodrak 2005).  

 Kumariny jsou fenolické látky vyrobené z kondenzovaných benzenových  

a α-pyroneových kruhů. Jejich význam pochází převážně z jejich antitrombotické, 

protizánětlivé a vazodilatační schopnosti. Warfarin je zvláště známý kumarin, který je používán 

jako perorální antikoagulant a také může mít antivirový a antimikrobiální účinek (Keating  

a O’Kennedy 1997, O’Kennedy a Thornes 1997). 
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2.3.2.5 Terpenoidy a esenciální oleje 
 

 Terpeny nebo terpenoidy jsou účinné proti mnohým bakteriím, virům a též působí na 

protozoa. Mechanismus působení terpenů není plně znám, pravděpodobně dochází k porušení 

membrány lipofilními sloučeninami. Vědci našli v potravinách terpenoidy přítomné  

v éterických olejích rostlin, např. v oleji z bazalky, kapsaicin z chilli papriček, který má široké 

spektrum biologických aktivit u člověka nebo diterpén a afromodial z kamerunského koření 

(Cowan 1999, Wan et al. 1998). 

 

2.3.3 Olivové oleje a antimikrobiální testování 
 
 

 Existuje několik druhů olivových olejů, prvním z nich je panenský olivový olej,  

který se získává přímo z čerstvých oliv za pomoci přesně definovaných postupů, kdy teplota 

nepřesahuje 25 ℃. Dále směs olivového oleje a rafinovaného olivového oleje a také olivový 

olej získaný z pokrutin. Všechny olivové oleje obsahují stejné množství mastných kyselin,  

ale důležité je, že mají různý obsah fenolických sloučenin. Obsah fenolických sloučenin je 

podstatně vyšší v panenském olivovém oleji. Záleží i na odrůdě oliv, to také určuje fenolické 

složení a kvalitu panenského olivového oleje. Požití fenolických sloučenin obsažených 

v olivovém oleji může přispět k vyvážení střevní mikroflóry (Medina et al. 2006). 

 Testuje se i celá řada olejů, které jsou obohacené o jiný olej či příměsi. Slunečnicový 

olej bez přídavku olivového oleje, koření nebo bylin nevykazuje antimikrobiální účinky.  

U olivových olejů to neplatí, různé složky oleje jsou zodpovědné za baktericidní účinek. 

Nejvyšší baktericidní aktivita byla zjištěna u extra panenského olivového oleje, následovaného 

olejem olivovým a olejem z pokrutin. Mezi testované mikroorganismy patřila celá řada 

grampozitivních i gramnegativních kmenů. Jediný mikroorganismus, který přežil expozici  

ve vybraných olejích byla Candida albicans. Překvapivě byl extrakt z olivových listů schopen 

inhibovat růst C. albicans. Účinné látky extraktu z olivových listů se liší od sloučenin 

v olivových olejích, extrakt z listů oliv byl mnohem více inhibující pro růst E. coli,  

než pro C. albicans. Co se týká testovaných bakterií, většina z nich přežila maximálně 

hodinovou inkubaci v panenském olivovém oleji. Antimikrobiální látky olivových olejů 

vykazují baktericidní účinky pro S. aureus, L. monocytogenes, slabší pro S. eterica a S. sonnei. 

Olivový olej vykazuje silnou antibakteriální aktivitu proti potravinářským patogenům, ale musí 

být zohledněna také jeho fenolická aktivita, pH a další faktory (Medina et al. 2006). 
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2.3.4 Antimikrobiální účinky olivových olejů 
 

 Výtažky z olivového oleje byly používány v medicíně po celá staletí, ale teprve koncem 

šedesátých let devatenáctého století začali vědci přisuzovat olejům antimikrobiální účinnost, 

zejména fenolickým sloučeninám (Kalemba a Kunicka 2003). Studií o antimikrobiální aktivitě 

polyfenolů olivových olejů je velice málo, spíše jde o studie, které jsou zaměřeny na identifikaci 

složek fenolů zodpovědných za antimikrobiální aktivitu. Byly popsány čtyři sloučeniny, které 

jsou nejvíce zodpovědné za antimikrobiální aktivitu, a to hydroxytyrosol, tyrosol, oleuropein  

a ligstrosid. Především se jedná o jejich aglykony a dialdehydické formy, které mají silnou 

bakteriocidní aktivitu (Medina et al. 2007). Hydroxytyrosol a tyrosol, však nejsou hlavními 

fenolickými činidly v panenském olivovém oleji (Brenes et al. 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

   Obrázek č. 10: Chemická struktura hlavních polyfenolů v olivovém oleji (převzato z Brenes et al. 2007) 

 

   

 Oleuropein je jednou z hlavních fenolických sloučenin obsažených v olivovém oleji. Je 

tvořený glukózou, kyselinou elenolovou a hydroxytyrosolem. Jeho použití jako přirozené 

antimikrobiální přídatné látky v potravinách je však omezeno kvůli silně hořké chuti. 

Baktericidní účinek je přisuzován dalším sloučeninám oleje a jednoduchým fenolům. 

Oleuropein, katechiny, kyselina chlorogenová, karvacrol, cinnamaldehyd a thymol jsou mimo 

jiné, nejvíce přirozeně se vyskytující fenolické sloučeniny s antimikrobiální aktivitou (Brenes 

et al. 2007). 

 Baktericidní účinnost mnoha typů olivových olejů byla sledována proti mikroorganismů 

in vitro. Nejvyšší antimikrobiální aktivita byla pozorována v panenských olivových olejích, 

následovaly olivové oleje a oleje, u kterých klesal obsah fenolických sloučenin. 

Antimikrobiální účinek je obecně vyšší proti grampozitivním bakteriím, oproti gramnegativním 

bakteriím (Medina et al. 2006). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Medina%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17536679


 

41 

 

 Silná baktericidní aktivita vyvolaná polyfenoly olivového oleje proti potravinářským 

patogenům, byla hodnocena u kmenů Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, 

Salmonella enterica subs. enterica, Yersinia sp. a Shigella sonnei. Tyto poznatky otevírají 

možnost využití olivového oleje k potlačení růstu mikroorganismů a tím menšímu poškození 

potravin (Brenes et al. 2007). Olivový olej vykazuje baktericidní účinek nejen proti škodlivým 

bakteriím, ale také proti prospěšným mikroorganismům. Avšak ne všechny oleje, které jsou 

klasifikované jako olivové oleje mají shodné baktericidní účinky. Tato aktivita závisí na obsahu 

některých fenolických sloučenin (Medina et al. 2006). 

 

 

2.3.5 Antimikrobiální účinky esenciálních olejů na arkobaktery 
 
 

 V minulosti byl zkoumán inhibiční účinek některých aromatických látek z rostlinných 

olejů na kmeny rodu Arcobacter.  Pro testování byly využity tři kmeny Arcobacter butzleri, dva 

kmeny Arcobacter cryaerophilus a jeden kmen Arcobacter skirrowii. Největší inhibici 

vykazoval cinnamaldehyd, následně thymol, carvaclor, kyselina kofeinová, kyselina taninová 

a eugenol. Tyto sloučeniny vykazují antimikrobiální aktivitu proti různým mikroorganismům. 

Taktéž byly zkoumány koncentrace tří nejsilnějších aromatických látek rostlinného oleje. 

Celkově byl cinnamaldehyd nejúčinnější proti všem testovaným arkobakterům, kromě  

A. butzleri, kde byly výsledky smíšené. Aktivity thymolu a carvacrolu byly závislé  

na koncentraci a na bakteriálním druhu. Také bylo zjištěno, že byliny a léčivé rostlinné extrakty 

působily jako účinné inhibitory na všechny kmeny rodu Arcobacter. Na základě pokusů bylo 

tedy zjištěno, že cinnamaldehyd nejvíce inhiboval růst Arcobacter spp. Protože arkobaktery se 

chovají různě v reakci na organické sloučeniny, výsledky jedné studie by měly být 

interpretovány s opatrností, proto je třeba provést další studie, které pomohou objasnit způsob 

působení cinnamaldehydu na různé druhy bakterií rodu Arcobacter (Červenka et al. 2008). 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST  

 

3.1  Materiál, přístroje, pomůcky 
 

 

3.1.1  Chemikálie 
 

Ethanol 96 %       Lach-ner, Neratovice, ČR 

Octan sodný       Lachema, Neratovice, ČR 

oxalát amonný     PENTA, ČR 

NaCl       PENTA, ČR 

KCl       PENTA, ČR 

KH2PO4      PENTA, ČR 

Na2HPO4 
. 12H2O     PENTA, ČR 

krystalová violeť     Alchema, Brno, ČR 

 

3.1.2 Technické vybavení 
 

Analytické váhy      Kern, Německo 

Autokláv PS 20 A      BMT, ČR 

Biologický termostat      MMM-Group, Kanada 

Biologický termostat ST 3 COMF/S   POL-EKO, Polsko 

Centrifuga Z 300 K      Hermle, Německo 

Horkovzdušný sterilizátor STERIMAT  BMT, ČR 

Chladnička RK 6201 BW     Gorenje, Slovinsko 

Chladnička ZRA 40100 WA     Zanussi, ČR 

McFarland densitometr     Biosan, USA 

Mikropipety automatické     Discovery, Německo 

Mikropipety automatické     Eppendorf, Německo 

Sterilizátor parní Sterilab 25 l    BTM, ČR 

Sterilizátor parní Sterimat Plus 25 l    BTM, ČR 

Tecan Infinite® 200 PRO     Tecan, Švýcarsko 

Třepačka a vortex IKA MS 3 Digital   IKA, USA 

Třepačka Vornado vortex    Benchmark, USA 
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3.1.3 Pomůcky 
 

 

Běžné plastové, skleněné a kovové laboratorní potřeby 

Mikrotitrační destičky, 96 jamek s plochým dnem, PE SPL Life Sciences Co., Korea 

 

3.1.4 Živná média a použité roztoky 
 

• TSA (Trypton Soya Agar) – HiMedia, Indie 

složení: 

   enzymatický hydolyzát kaseinu   15 g/l 

   sójový pepton      5 g/l 

   chlorid sodný      5 g/l 

   agar       15 g/l 

 

pH (25 ℃) = 7,3 ± 0,2 

Pro přípravu TSA půdy byla navážena prášková směs v poměru 40 g směsi na 1000 ml 

destilované vody. Vzniklý roztok byl autoklávován při 121 ℃ po dobu 15 minut a po ochlazení 

na cca 50 ℃ rozlit do Petriho misek. 

 

 

• M-H agar (Müeller Hinton Agar) – HiMedia, Indie 

složení: 

   hovězí masová infuze     z 300 g/l 

   kyselý hydrolyzát kaseinu     17,5 g/l 

   škrob        1,5 g/l 

   agar        17 g/l 

 

pH (25 ℃) = 7,3 ± 0,1 

Pro přípravu M-H půdy byla navážena prášková směs v poměru 38 g směsi na 1000 ml 

destilované vody. Vzniklý roztok byl autoklávován při 121 ℃ po dobu 15 minut a po ochlazení 

na cca 50 ℃ rozlit do Petriho misek. 
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• BHI bujón (Brain Heart Infusion Broth) – HiMedia, Indie 

složení: 

   telecí mozková infuze      z 200 g/l 

   hovězí srdcová infuze     z 250 g/l 

   proteasový pepton      10 g/l 

   chlorid sodný       5 g/l 

   hydrogenfosforečnan (di)sodný    2,5 g/l 

   dextrosa       2 g/l 

 

pH (25 ℃) = 7,4 ± 0,2 

Pro přípravu BHI bujónu byla navážena prášková směs v poměru 37 g směsi na 1000 ml 

destilované vody. Vzniklý roztok byl autoklávován při 121 ℃ po dobu 15 minut. 

 

 

• Fyziologický roztok 

Pro přípravu fyziologického roztoku byl navážen chlorid sodná v poměru 8,5 g na 1000 ml 

destilované vody. Vzniklý roztok byl autoklávován při 121 ℃ po dobu 15 minut. 

 

 

• Krystalová violeť 

Pro přípravu krystalové violeti bylo naváženo 2,5 g práškové krystalové violeti, která byla 

rozpuštěna ve 100 ml ethanolu, a takto připravený roztok se smísil se 400 ml 1% oxalátu 

amonného. 

 

 

• PBS pufr 

složení: 

   NaCl       8 g 

   KCl        0,2g 

   KH2PO4       0,2 g 

   Na2HPO4 
. 12H2O      2,9 g 

 

Jednotlivé složky byly naváženy dle zadání a rozpuštěny v 1000 ml destilované vody. 
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3.2 Bakteriální kmeny 
 

 

 V diplomové práci bylo k testování využito 8 bakteriálních kmenů,  

které pocházejí ze Sbírky mikroorganismů Univerzity Göteborg ve Švédsku (kmeny označené 

CCUG), z České sbírky mikroorganismů Masarykovy Univerzity v Brně (kmeny označené 

CCM), interní sbírky mikroorganismů Univerzity Pardubice (kmeny označené UPa) a ze Sbírky 

mikroorganismů Univerzity Gent v Belgii (kmeny označené LMG). Jedná se o následující 

kmeny: 

 

 

Arcobacter butzleri CCUG 30484 

 

Arcobacter butzleri UPa 2013/8 

 

Arcobacter cryaerophilus CCM 7050 

 

Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13 

 

Arcobacter lanthieri LMG 28517 

 

Arcobacter thereius LMG 24488 

 

Escherichia coli CCM 3954 

 

Staphylococcus aureus CCM 4223 

 

 

 Všechny testované kmeny byly uchovány naočkované na TSA agaru v Petriho miskách 

při chladničková teplotě. Pro delší dobu uskladnění byly kmeny zaočkovány do BHI bujónu  

a kultivovány v termostatu při 25 ℃. Během práce byly z bujónu mikroorganismy vyočkovány 

opět na TSA agar, jednalo se o kmeny, se kterými se pracovalo omezenou dobu, aby se 

zabránilo změnám mikroorganismům díky častému pasážování. 

 Před každým testováním byly kmeny přeočkovány na TSA agar a kultivovány.  

U arkobakterů probíhala kultivace při 30 ℃ po dobu po dobu 48-72 hodin. V případě E. coli  
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a S. aureus byla kultivace 24 hodin při 37 ℃. Pro testování antimikrobiálních účinků olejů byla 

připravena buněčná suspenze ve fyziologickém roztoku o denzitě odpovídající stupni č. 1 

McFarlandovy zákalové stupnice (108 cfu/ml), která byla dle potřeby experimentu upravena 

desítkovým ředěním. Pro kontrolu skutečné denzity bylo vyočkováno 100 µl suspenze  

103 cfu/ml na TSA agar. 

 Pro sledování tvorby biofilmů bylo pracováno s buněčnou suspenzí o denzitě  

0,5 McFarlandovy zákalové stupnice. 

 
 

3.3 Testované vzorky 
 

 Do diplomové práce byly zahrnuty vzorky olivových olejů z obchodní sítě v ČR. 

Příprava extraktů z olejů probíhala vždy dle postupu uvedeného v kap. 3.4 tak, aby byla 

zajištěna reprezentativnost vzorků v daných experimentech.  

 

Tabulka č. 2: Vzorky olivových olejů využité pro experiment. 

Název                           Výrobce / distribuce                             Země původu 

 

Olej Ballester                    Master Martini CE s.r.o., ČR             Španělsko 

(extra panenský) 

 

Olej Kyosos           H. M. WEIHS, Vídeň, AUT   Řecko 

(extra panenský) 

 

Olej Ondoliva                              Urzante, S. L., ESP   Španělsko 

(extra panenský 20 % + olivový 80 %) 

 

Olej Borges           Borges Branded Foods, S.L.U., ESP  Španělsko 

(extra panenský + rafinovaný olivový) 

 

Olej z pokrutin          Basic, Albert, ČR    Španělsko 
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  Obrázek č. 11: Vzorky olejů pro experimentální část studie (foto autor). 

 

 

 

3.4 Příprava olejových extraktů 
 
 

  Vzorek oleje se smísil v poměru 1:1 s PBS pufrem. Takto vzniklá směs se 

intenzivně promíchala na vortexu (3-5 min), a poté byla centrifugována (9000 rpm) po dobu  

3 minut. Po proběhlé centrifugaci byla odpipetována vodná fáze do sterilní zkumavky, se  

kterou se pokračovalo dále v experimentu.  
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3.5 Přežívání vybraných bakterií v olejových extraktech 
 

 Byla připravena mikrobiální suspenze vybraného kmene o bakteriální denzitě 

odpovídající stupni č. 1 dle McFarlandovy zákalové stupnice. Pro toto testování byla bakteriální 

suspenze naředěna desítkovým ředěním z počáteční denzity 108 cfu/ml na 106 cfu/ml. Samotné 

testování probíhalo tak, že se smísilo 900 µl odebrané vodné fáze po extrakci oleje a 100 µl 

bakteriální suspenze. Po určité expozici bylo provedeno vyočkování 100 µl na povrch M-H 

agaru.   

 

Pro experiment byly zvoleny následující časové expozice:  

 

     t0 = 0 minut 

     t5 = 5 minut 

     t10 = 10 minut 

     t30 = 30 minut 

     t60 = 60 minut 

     t3h = 3 hodiny 

     t6h = 6 hodin 

     t24h = 24 hodin 

 

 Tyto časové expozice byly zvoleny pro všechny zástupce rodu Arcobacter,  

pro některé vzorky bylo u kmenů S. aureus a E. coli nutné časovou expozici zvýšit  

až na 48–72 hodin. Kultivace probíhala při 30–37 ℃ po dobu 48–72 hodin. Všechny 

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

 

 

3.6 Příprava biofilmů – Christensenova metoda v MT destičkách 
 
 

 Každý bakteriální kmen byl testován na tvorbu biofilmu v prostředí všech testovaných 

vzorků olejů. Nejprve byla připravena vodná fáze olejového extraktu, a to dle postupu 

uvedeného v kap. 3.4. Poté byla připravena bakteriální suspenze o denzitě 0,5 McFarlandovy 

zákalové stupnice, která se posléze pipetovala do mikrotitrační destičky.  
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3.6.1 Příprava mikrotitrační destičky 
 

1) Do prvního sloupečku mikrotitrační destičky bylo napipetováno 90 µl BHI bujónu. První 

sloupeček sloužil tak sloužil jako pozitivní kontrola (PK). 

2) V druhém sloupečku bylo napipetováno 180 µl vodné fáze extraktu oleje. 

3) Do jamek 3.-12. sloupečku bylo opět napipetováno 90 µl BHI bujónu. 

4) Poté se vždy přeneslo 90 µl z 2. sloupečku do 3., tzn. pokračovalo se dvojkovým ředěním 

do posledního sloupečku a zbylý objem byl vyhozen do odpadu. Takto vznikla v destičce 

koncentrační řada, kdy v každé pouici daného sloupce byla stejná koncentrace vodné fáze 

extraktu oleje.  

5)  Zvolená koncentrační řada vodné fáze extraktu oleje: 90 %; 45 %; 22,5 %; 11,25 %;  

5,625 %; 2,813 %; 1,406 %; 0,703 %; 0,352 %; 0,176 %; 0,088 %. 

6) Do každé jamky takto připravené destičky bylo napipetováno 10 µl buněčné suspenze,  

tzn. objem v každé jamce byl 100 µl. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

 

Obrázek č. 12: Příprava mikrotitrační destičky pro stanovení biofilmové aktivity. 
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3.6.2 Christensenova metoda – barvení biofilmu 
 

1) Po založení destičky byla proměřena absorbance při λ = 595 nm na přístroji Tecan. 

2) Poté byla destička opatřena víčkem a uzavíratelnou fólii a nechala se inkubovat v termostatu 

při 30 ℃ po dobu 3 dnů. 

3) Po proběhlé kultivaci byla opět proměřena absorbance při λ = 595 nm na přístroji Tecan.  

4) Dále byl obsah celé destičky vytřepán do odpadu. 

5) Následně byla destička 3x opatrně promyta destilovanou vodou a mikrotitrační destička 

byla vysušena 45 minut v termostatu. 

6) Po vysušení bylo do destičky pipetováno 100 µl 2 % octanu sodného, který zafixoval 

vytvořený biofilm. Octan sodný se nechal působit 15 minut. 

7) Opět se obsah destičky vytřepal do odpadu. 

8) Takto upravená destička byla barvena krystalovou violetí, do každé jamky bylo pipetováno 

100 µl krystalové violeti, která se nechala působit 15 minut.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Obrázek č. 13: Barvení destičky krystalovou violetí (foto autor). 
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9) Obarvená destička se 5x opatrně promyla destilovanou vodou a nechala se vysušit po dobu 

30 minut.  

 

 

 

 

 

 

 

 

   Obrázek č. 14: Obarvený biofilm na stěnách a dně jamek mikrotitrační destičky (foto autor). 

 

10)  Dále byl pipetován 96 % ethanol o objemu 200 µl, destička se nechala zvortexovat 5 minut.  

11)  Připravila se nová destička, do které bylo přepipetováno 100 µl z destičky původní, 

samozřejmě byla zachována i stejná pozice jamek. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      Obrázek č. 15: Připravená destička na proměření absorbance (foto autor). 

 

12)  Posledním krokem bylo proměření absorbance při λ = 595 nm na přístroji Tecan. Tmavší 

zabarvení jamky znázorňovalo silnější tvorbu biofilmu.  

13)  Naměřené výsledky byly zpracovány do grafu. 
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3.7 Stanovení antioxidační kapacity vodné fáze olejových extraktů 
 

 

3.7.1 Princip stanovení 
 

 Vhodně naředěný roztok olivového oleje byl přidán k čerstvě připravenému roztoku 

DPPH radikálu. Při vlnové délce 517 nm byl sledován úbytek absorbance  

a docházelo k odbarvení fialového roztoku DPPH radikálu (zcela redukovaný roztok DPPH 

radikálu je žlutě zbarven) vlivem antioxidačních látek obsažených v olivovém oleji. Výsledky 

byly na základě spektrofotometrické analýzy při 517 nm vyjádřeny jako % inhibice DPPH 

radikálu.  

 

3.7.2 Pracovní postup 
 

 Do 100 ml odměrné baňky byl připraven základní roztok látky Trolox  

o koncentraci 250 µg/ml v 95 % ethanolu. Z tohoto základního roztoku byla připravena 

kalibrační řada o koncentracích 5, 10, 15, 20 a 25 µg/ml do 10 ml odměrných baněk, vše bylo 

doplněno destilovanou vodou po rysku a důkladně promícháno. 

 Ke stanovení antioxidační kapacity bylo do zkumavek s víčkem pipetováno  

500 µl vzorku oleje, dále 500 µl kalibračních roztoků a do poslední zkumavky bylo pipetováno 

500 µl destilované vody, která sloužila jako slepý pokus. Do všech zkumavek se poté přidalo 

dávkovačem HandyStep 5 ml methanolického roztoku DPPH radikálu o koncentraci 25 µg/ml. 

Vše se ponechalo 20 minut reagovat na temném místě při laboratorní teplotě. Přesně po 20 

minutách se změřil úbytek absorbance při 517 nm. 

 K proměření připravených a zreagovaných vzorků byl použit program VISIONlite 

Fixed. Do přístroje byla vložena kyveta s destilovanou vodou a proměřeno pozadí. Postupně 

byly proměřeny všechny kalibrační roztoky od nejkoncentrovanějšího po nejméně 

koncentrovaný, poté vzorky olivových olejů, a nakonec slepý pokus.  
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3.7.3 Vyjádření výsledků 
 

 Metoda využívající redukce DPPH radikálu ke stanovení antioxidační kapacity je brána 

jako orientační, tak výsledky byly uváděny v procentech DPPH radikálu inhibovaného  

při reakci (%). Výpočet byl proveden dle následujícího vztahu: 

 

    I (%) = 
Asp−Avz

Asp
 . 100  

 

 Hodnota Asp byla absorbance slepého pokusu a Avz byla absorbance vzorku (resp. 

kalibračních roztoků). Byla sestavena kalibrační řada včetně příslušné rovnice regrese, 

korelačního koeficientu a následně vypočteny hodnoty antioxidační kapacity pro vzorky 

olivových olejů. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 

 

 Rostoucí počet ohnisek onemocnění způsobených patogeny je velkým problémem, 

proto jsou zkoumány antimikrobiální vlastnosti mnoha rostlinných látek (např. 

rostlinných olejů a látek z nich izolovaných, bylin a koření), které by přispěly k řešení 

mikrobiální rezistence. Nové poznatky ohledně antimikrobiálních látek, které by byly schopny 

tento problém eliminovat a přispět k léčbě onemocnění, jsou cílem této práce.  

 Jelikož dochází k vzestupu resistence některých patogenů, je zřejmé, že je zapotřebí 

výzkumů, které by pomohly objasnit povahu rezistence patogenů k antibiotikům, a také 

problematiku mikrobiálních biofilmů (Paraje 2011).  

 Již po staletí jsou známy příznivé zdravotní účinky extraktů z mnoha druhů rostlin,  

které se používají jako ochucovadla v potravinách. Olivové oleje, zejména panenské olivové 

oleje s vysokým obsahem fenolických sloučenin mohou také inhibovat růst patogenních 

bakterií. Také bylo zjištěno, že olivové oleje byly schopny inhibovat bakterie a tento účinek 

nebyl pozorován u jiných olejů (např. z kukuřice, slunečnice, sóji, řepky a bavlny) (Brenes et 

al. 2007).  

 Náplní mé diplomové práce bylo zhodnotit antimikrobiální účinnost extraktů z pěti 

olivových olejů na vybrané bakteriální kmeny. Extrakty byly testovány pomocí kultivačních 

metod a modifikovanou Christensenovou metodou. 

 

4.1  Kultivační metoda – přežívání vybraných bakterií v olejových 

extraktech 
 

 Schopnost růstu a přežívání v 90 % olejových extraktech byla sledována u šesti kmenů 

rodu Arcobacter, a to konkrétně Arcobacter butzleri CCUG 30484, Arcobacter butzleri UPa 

2013/8, Arcobacter cryaerophilus CCM 7050, Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13, 

Arcobacter lanthieri LMG 28517 a Arcobacter thereius LMG 24488. Dále bylo  

testování provedené také u kmenů srovnávacích (Escherichia coli CCM 3954  

a Staphylococcus aureus CCM 4223). Výsledky jsou uvedeny v grafech č. 1–15. Vždy se 

pracovalo s čerstvě připravenou bakteriální kulturou a živnými médii, aby byly minimalizovány 

odchylky ve výsledcích. Byla dodržována stejná teplota i délka inkubace. U testovaných 

extraktů byla taktéž sledována jejich sterilita před každým testováním. Na základě testování 

byly zjištěny údaje o antibakteriální aktivitě olejových extraktů vůči každému bakteriálnímu 

kmenu.  
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4.1.1 Olivový olej Ballester 
 
 

 V následujících grafech jsou zaznamenány počty přeživších buněk po časové expozici, 

ve vodné fázi olivového oleje Ballester (graf č. 1–2).  

 

 
Graf č. 1: Přežívání vybraných kmenů rodu Arcobacter v přítomnosti 90 % vodné fáze oleje Ballester. 

 

 

Graf č. 2: Přežívání srovnávacích kmenů v přítomnosti 90 % vodné fáze oleje Ballester 

    A – Escherichia coli CCM 3954, B – Staphylococcus aureus CCM 4223. 
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 V grafu č. 1 je zaznamenána závislost přežívání vybraných kmenů akrobakterů 

v prostředí olejového extraktu z oleje Ballester. Jak je patrné z grafu, mezi expozicí  

10–30 minut došlo k velkému poklesu životaschopnosti buněk a po delší expozici už nebyly 

kmeny schopné přežívat. A. butzleri UPa 2013/8 byl nejodolnějším z testovaných arkobakterů 

a přežíval expozici i 30 minut, a to v počtu 3103 cfu/ml. Růst kmene A. cryaerophilus CCM 

7050 byl jako u většiny akrobakterů potlačen po 30 minutách, naopak izolát A. cryaerophilus 

UPa 2013/13 vykazoval větší odolnost.  Kmen A. thereius CCM 24488 vykazoval druhou 

největší odolnost, po 5 minutách svůj růst zvýšil a i po 30 minutách byl schopen přezívání. 

Nejméně aktivním kmenem byl A. lanthieri LMG 28517, po deseti minutách byl jeho růst velmi 

snížen a v další časové expozici už kmen nebyl vůbec schopen kolonie tvořit. 

 Trend výsledků časových závislostí na přežívání buněk byl klesající u všech vybraných 

kmenů arkobakterů. Extrakt z oleje Ballester byl schopen inhibovat růst všech kmenů již v čase 

t60, citlivější kmeny již při čase t30. To tedy dokládá, že tento olivový extrakt obsahoval 

antimikrobiální látky, díky kterým byla schopnost přežívání arkobakterů plně potlačena již po 

jedné hodině expozice. 

 Co se týká srovnávacích mikroorganismů (graf č. 2), testovaný kmen  

Escherichia coli CCM 3954 byl schopen v olejovém extraktu přežívat po jedné hodině,  

a to v počtech 4,9103 cfu/ml. Tento kmen byl dokonce schopen přežívat expozici 24 hodin. 

Docházelo tedy k postupné inhibici buněk E. coli, avšak podstatně pomaleji než u arkobakterů. 

 Staphylococcus aureus CCM 4223 byl extraktem inhibován neúčinněji. Kompletní 

inhibice byla viditelná již po 10 minutách, ale už po 5 minutách expozice byl růst kmene 

potlačen na velice nízkou hodnotu počtu buněk, která odpovídala počtům akrobakterů  

až po 30 minutách expozice. 

 Celkově byl extrakt z oleje Ballester byl antibakteriálně nejúčinnějším ze všech 

testovaných extraktů proti vybraným bakteriálním kmenům. U ostatních testovaných extraktů 

byla zaznamenána nižší antimikrobiální účinnost vůči testovaným kmenům. 
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4.1.2 Olivový olej Kyosos 
 
 

 V následujících grafech jsou zaznamenány počty přeživších buněk po časové expozici, 

ve vodné fázi olivového oleje Kyosos (graf č. 3–4).  

 

 

Graf č. 3: Přežívání vybraných kmenů rodu Arcobacter v přítomnosti 90 % vodné fáze oleje Kyosos. 

 
 
 

Graf č. 4: Přežívání srovnávacích kmenů v přítomnosti 90 % vodné fáze oleje Kyosos 

     A – Escherichia coli CCM 3954, B – Staphylococcus aureus CCM 4223. 
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 V grafu č. 3 je zaznamenána závislost přežívání arkobakterů v extraktu z oleje Kyosos. 

Jako jediný z testovaných arkobakterů byl kmen A. butzleri UPa 2013/8 schopen přežívat  

i po jedné hodině expozice. Naopak sbírkový kmen A. butzleri CCUG 30484 byl mnohem více 

citlivý a již po 30 minutách expozice v daném prostředí byly počty životaschopnosti buněk 

v počtu 1103 cfu/ml. Závislost přežívání sbírkového kmene A. butzleri a izolátu  

A. butzleri v extraktu oleje Kyosos byla pro tyto dva kmeny přesně opačná oproti extraktu 

Ballester. Kmen A. cryaerophilus CCM 7050 měl průběh přežívání velice podobný jako  

u předchozího extraktu, ale jeho růst byl potlačen až po jedné hodině expozice. U izolátu  

A. cryaerophilus UPa 2013/13 byla inhibice rychlejší, po pěti minutách bylo přežívání velmi 

eliminováno a celkově se jednalo o nejrychlejší inaktivaci ze všech arkobakterů,  

již po 30 minutách expozice došlo k úplné inhibici. Přežívání A. thereius LMG 24488 bylo plně 

potlačeno také po třiceti minutách expozice. Trend výsledků časových závislostí byl klesající  

u zmíněných kmenů arkobakterů. Výjimku tvořil kmen A. lanthieri LMG 28517, který 

vykazoval přežívání na konstatntí úrovni až do 30 minut expozice, avšak po 60 minutách byl 

již i tento kmen inhibován. Extrakt z oleje Kyosos byl schopen inhibovat růst všech kmenů již 

v čase t60. Kmeny A. cryaerophilus UPa 2013/13 a A. thereius LMG 24488 dokonce v čase t30. 

To potvrzuje, že tento olivový extrakt obsahoval dostatek antimikrobiálních látek, díky kterým 

byla schopnost růstu potlačena. Extrakt z oleje Kyosos vykazoval velice podobné účinky jako 

extrakt z oleje Ballester.  

 V případě srovnávacích mikroorganismů (graf č. 4), byl testovaný kmen  

Escherichia coli CCM 3954 schopen přežívat expozici po 1 hodině, dokonce i po 24 hodinách, 

avšak to již pouze v počtu 4,5101 cfu/ml. Trend růstu je opět klesající a růst u tohoto kmene 

je podobný jako u předchozího extraktu z oleje Ballester.  

 Na zvolený kmenem Staphylococcus aureus CCM 4223 (graf č. 4), působil extrakt 

neúčinněji. S. aureus nebyl schopen přežívat po 30 minutách. Z čehož vyplývá, že extrakt 

z oleje Kyosos opět obsahoval antimikrobiální látky, které nejlépe inhibovaly grampozitivní 

bakterii. 
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4.1.3 Směsný olej Ondoliva 
 
 

 V následujících grafech jsou zaznamenány počty přeživších buněk po časové expozici, 

ve vodné fázi směsného olivového oleje Ondoliva (graf č. 5–6). 

 

 
Graf č. 5: Přežívání vybraných kmenů rodu Arcobacter v přítomnosti 90 % vodné fáze oleje Ondoliva. 

 
 
 

 
Graf č. 6: Přežívání srovnávacích kmenů v přítomnosti 90 % vodné fáze oleje Ondoliva 

     A – Escherichia coli CCM 3954, B – Staphylococcus aureus CCM 4223. 
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 Z důvodu nižší antimikrobiální aktivity dalších vzorků olejových extraktů bylo dále 

zvoleno více expozičních časů pro jednotlivá testování, jak je patrné z následujících grafů  

č. 5–10. V grafu č. 5 byla zaznamenána závislost přežívání arkobakterů v extraktu  

ze směsného oleje Ondoliva. Po 3 hodinách došlo k značnému snížení schopnost přežívání 

arkobakterů a plná inhibice nastala až po 6 hodinách expozice. Podobný průběh jako kmen  

A. butzleri CCUG 30484 vykazoval i izolát A. butzleri UPa 2013/8, který ale dokázal přežívat 

i po 6 hodinách, a to v počtech 4,9102 cfu/ml. Byl jediným akrobakterem, který po takto 

dlouhé expozici přežíval.  Kmeny A. cryaerophilus CCM 7050 a A. cryaerophilus UPa 2013/13 

měly průběh přežívání velice podobný, jejich přežívání bylo silně potlačeno po 3 hodinách 

expozice. Po šesti hodinách ani jeden kmen nebyl schopen přežívat. Ve srovnání s předchozími 

extrakty byl trend přežívání A. lanthieri LMG 28517 i A. thereius LMG 24488 vyšší. Dokonce 

kmen A. lanthieri LMG 28517 byl velmi odolným kmenem, a po třiceti minutách přežíval 

nejvíce ze všech testovaných arkobakterů. Žádný z kmenů nepřežíval po 24 hodinách. Trend 

výsledků časových závislostí byl klesající u všech vybraných kmenů arkobakterů. Extrakt 

z oleje Ondoliva byl schopen inhibovat růst všech kmenů až po 6 hodinách, což potvrzuje nižší 

schopnost inhibice oproti předchozím extraktům.  

 Testovaný srovnávací kmen Escherichia coli CCM 3954 (graf č. 6) byl schopen přežívat 

po všech zvolených expozicích, dokonce tvořil kolonie po 24 hodinách v počtu 2102 cfu/ml. 

Trend růstu je opět klesající, průběh přežívání u tohoto kmene je podobný jako u předchozího 

extraktu z oleje Kyosos. 

 Druhý zvolený srovnávacím kmenem Staphylococcus aureus CCM 4223 (graf č. 6), byl 

schopen přežívat po 6 hodinách, viditelná inaktivace byla až po 24 hodinách expozice, což je 

oproti předchozím extraktům podstatně pomalejší inhibice. Na oba srovnávací mikroorganismy 

měl tento extrakt podobné účinky, lépe však inhiboval S. aureus CCM 4223. Extrakt nebyl 

schopen potlačit růst po kratší expozici. Z čehož vyplývá, že extrakt z oleje Ondoliva nebyl 

dostatečně silný, aby znemožnil přežívání vybraných mikroorganismů, jako extrakty z oleje 

Ballester a Kyosos.  
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4.1.4 Rafinovaný olej Borges 
 
 

 V následujících grafech jsou zaznamenány počty přeživších buněk po časové expozici, 

ve vodné fázi rafinovaného oleje Borges (graf č. 7–8). 

 

 
Graf č. 7: Přežívání vybraných kmenů rodu Arcobacter v přítomnosti 90 % vodné fáze oleje Borges. 

 
 

 
Graf č. 8: Přežívání srovnávacích kmenů v přítomnosti 90 % vodné fáze oleje Borges 

     A – Escherichia coli CCM 3954, B – Staphylococcus aureus CCM 4223. 
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 V grafu č. 7 je zaznamenána závislost přežívání arkobakterů v extraktu  

z rafinovaného oleje Borges. Jak můžeme vidět v grafu, nejvíce přežívání kmene  

A. buzleri CCUG 30484 bylo až do hodinové expozice téměř konstantní. Až po 3 hodinách 

došlo k velkému snížení přežívání a po 6 hodinách už tento kmen nebyl v tomto vzorku schopen 

vůbec přežívat. Kmen A. butzleri UPa 2013/8 přežíval taktéž konstantně, až po 30 minutách 

docházelo k největší inaktivaci buněk Po šesti hodinách dokázal přežívat pouze v počtech  

1,9102 cfu/ml. Odlišný průběh přežívání vykazoval kmen A. cryaerophilus CCM 7050, který 

po 10 minutách expozice přežívání zvýšil. Dokonce byl schopen přežívat po 6 hodinách 

expozice v počtech 1,1103 cfu/ml. Stejně tak i izolát A. cryaerophilus UPa 2013/13, který 

vykazoval konstantní průběh přežívání až do jedné hodiny. Byl schopen přežívat po 6 hodinách 

expozice, kdy tvořil téměř 2103 cfu/ml, nejvíce ze všech testovaných arkobakterů. Trend 

výsledků přežívání se u kmene A. lanthieri LMG 28517 významně nelišil, největší inaktivace 

proběhla až po 24 hodinách expozice. Kmenem, který byl nejdříve inhibován byl  

A. thereius LMG 24488, již po 30 minutách expozice došlo ke snížení přežívání a jako jediný 

z arkobakterů nepřežíval po 3 hodinách expozice. Trend výsledků časových závislostí byl 

klesající a nejvýznamnější inhibice u akrobakterů proběhla až po 6 hodinách. Extrakt z oleje 

Borges byl schopen inhibovat růst všech kmenů až po 24 hodinách.  

 Co se týká srovnávacího kmene Escherichia coli CCM 3954 (graf č. 8), byl schopen 

přežívat po všech zvolených časových expozicích, dokonce přežíval po 24 hodinách,  

a po 48 hodinách přežívání ještě znásobil na počet 2104 cfu/ml. Extrakt z oleje Borges tedy 

nebyl schopen růst E. coli CCM 3954 vůbec inhibovat. E. coli dosahovala nejvyšších počtů 

právě v extraktu z oleje Borges. 

 Další zvolený srovnávací kmene Staphylococcus aureus CCM 4223 (graf č. 8), 

vykazoval viditelnou inhibici až po 24 hodinách jako v předchozím extraktu. Z čehož vyplývá, 

že extrakt z oleje Borges dokázal růst S. aureus oproti E. coli potlačit. Antimikrobiální 

vlastnosti extraktu oleje Borges byly velmi slabé oproti předchozím extraktům, což naznačují  

i vysoké hodnoty přežívání u srovnávacích mikroorganismů. 
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4.1.5 Olej z pokrutin 
 
 

 V následujících grafech jsou zaznamenány počty přeživších buněk po časové expozici, 

ve vodné fázi oleje z pokrutin (graf č. 9–10). 

 

 
Graf č. 9: Přežívání vybraných kmenů rodu Arcobacter v přítomnosti 90 % vodné fáze oleje z pokrutin. 

 
 
 

 
Graf č. 10: Přežívání srovnávacích kmenů v přítomnosti 90 % vodné fáze oleje z pokrutin 

   A – Escherichia coli CCM 3954, B – Staphylococcus aureus CCM 4223. 
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 Pro poslední kultivaci (graf č. 9) byla zaznamenána závislost přežívání arkobakterů  

v extraktu oleje z pokrutin. Ze všech testovaných extraktů byla zaznamenána nejvyšší aktivita 

A. buzleri CCUG 30484 právě v extraktu z pokrutin. Trend přežívání začal značně klesat  

po jedné hodině expozice, ale po 6 hodinách expozice byl stále kmen schopen přežívat 

v počtech 6,7102 cfu/ml.  Kmen A. butzleri UPa 2013/8 dosahoval téměř konstantního trendu 

přežívání až do jedné hodiny, po 3 hodinách expozice byla zaznamenána silná inhibice,  

po 6 hodinách expozice byl kmen taktéž schopen přežívat. Stejně tak i kmen A. cryaerophilus 

CCM 7050 vykazoval podobný průběh jako kmeny předcházející, až do jedné hodiny expozice 

vykazoval téměř konstantní průběh přežívání, ale po 6 hodinách expozice už skoro nebyl 

schopen přežívat. Kmen A. cryaerophilus UPa 2013/13 vykazoval taktéž obdobný průběh 

přežívání, přežíval po 6 hodinách expozice v počtech 1,1103 cfu/ml. Kmen A. lanthieri  

LMG 28517 vykazoval odlišný průběh, po 3 hodinách expozice byl přežívat nejvíce ze všech 

testovaných arkobakterů, taktéž přežíval nejvíce i po 6 hodinách expozice. Naopak kmenem, 

který byl nejvíce citlivým byl A. thereius LMG 24488, který téměř nepřežíval  

po 3 hodinách expozice. Extrakt z oleje z pokrutin byl schopen inhibovat růst všech kmenů  

až po 24 hodinách. To tedy potvrzuje, že tento olivový extrakt byl také málo účinný a přežívání 

nebylo potlačeno dříve stejně jako u extraktu Borges. 

 Srovnávací mikroorganismu Escherichia coli CCM 3954 (graf č.10) vykazoval takřka 

neměnnou závislost přežívání. Tento kmen byl schopen přežívat po všech zvolených časových 

expozicích, dokonce přežíval po 72 hodinách expozice v počtu 2104 cfu/ml. Extraktem  

z pokrutin nedošlo k žádnému ovlivnění u kmene E. coli CCM 3954. Extrakt oleje z pokrutin 

tedy nebyl schopen přežívání vůbec inhibovat ani nijak ovlivnit.  

 Další srovnávací mikroorganismus, jímž byl kmen Staphylococcus aureus CCM 4223 

(graf č. 10) snížil trend přežívání až po 24 hodinách expozice. Byl schopen přežívat  

i po 48 hodinách expozice v počtu 2,5100 cfu/ml. Z toho plyne, že extrakt oleje z pokrutin 

dokázal růst S. aureus oproti E. coli potlačit.  

 Antimikrobiální vlastnosti extraktu oleje z pokrutin byly velmi slabé, což je zřejmé  

ze všech grafů. Extrakt oleje z pokrutin byl nejslabším ze všech testovaných olejů a nedokázal 

plně potlačit přežívání všech testovaných mikroorganismů. Což koresponduje i s další studii 

(viz kap. 4.5), stanovení antioxidační kapacity olejů. 
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4.1.6 Diskuze ke kultivačnímu hodnocení antimikrobiálního účinku olejových 

extraktů 

 

 Již bylo publikováno několik studií o antimikrobiální účinnosti vybraných olejů, bylin, 

koření. Látky v olivovém oleji, zejména dialdehydová forma dekarboxymethylu, tj. oleuropein 

vykazuje silné baktericidní účinky (Brenes et al. 2007). Baktericidní účinnost mnoha různých 

typů olivových olejů byla studována proti několika mikroorganismů in vitro (Medina et al. 

2006). 

 Brenes et al. (2007) uvádí, že všechny testované bakterie byly citlivé na panenský 

olivový olej, přičemž účinek byl obecně vyšší proti grampozitivním nežli gramnegativním 

bakteriím. 

 Grampozitivní bakterie byly taktéž citlivější vůči éterickým olejům více  

než gramnegativní bakterie, Staphylococcus aureus a Listeria monocytogenes patřili mezi 

nejcitlivější bakterie (Gutierrez et al. 2008). Silná inhibiční aktivita byla zaznamenána také proti 

kmenům Salmonella enterica subs. enterica, Yersinia sp. a Shigella sonnei. Olivové oleje navíc 

vykazovaly baktericidní účinky proti střevním mikroorganismům Escherichia coli  

a Clostridium perfringens (Brenes et al. 2007). 

 Toto tvrzení potvrzuje výsledky z mé studie, bakterie S. aureus byla inhibována  

v extraktu z olivových olejů nejdříve a nepřežívala takovou expozici jako ostatní testované 

gramnegativní bakterie. Escherichia coli nebyla schopná přežívat po 24 h expozici v extraktech 

z extra panenských olivových olejů. 

 Radford et al. (1991) potvrdil rychlejší devitalizaci S. enterica a L. monocytogenes ve 

vejcích a majonéze, která byla vyrobená z panenského olivového oleje než v té, která byla 

připravena ze slunečnicového oleje.  Naproti tomu všechny buňky L. monocytogenes byly 

usmrceny po 30 minutách v panenském olivovém oleji (Brenes et al. 2007). V mé studii 

grampozitivní bakterie S. aureus dokázala taktéž přežívat v extraktu z panenského olivového 

oleje pouhých 30 minut. 

 Esenciální oleje, stejně jako olivové oleje jsou známé pro své antimikrobiální  

a antioxidační vlastnosti a jsou již široce používány v potravinářském průmyslu (Duarte et al. 

2016). Ela et al. (1996) například testovali 16 éterických olejů s antimikrobiální účinností proti 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Aspergillus niger a Candida albicans, a to pomocí 

difúzní metody. Zjistili, že bazalka a petržel inhibovala růst S. aureus, E. coli, A. niger  

a C. albicans (Ela et al. 1996, Elgayyar et al. 2001). V další studii byly sledovány 
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antimikrobiální účinky 32 esenciálních olejů.  Bylo zjištěno, že oregano bylo nejúčinnějším 

inhibitorem proti kvasinkám (Conner a Beuchat 1984). 

 Medina et al. (2006) provedli dva experimenty, které hodnotily vliv fenolických látek 

na přežití vybraných mikroorganismů. Výsledky z prvního experimentu potvrdily, že přežívání 

S. sonnei bylo vyšší, pokud se zvyšoval poměr pufru při tvorbě extraktu z olivového oleje,  

i z extraktu oleje z pokrutin. S tím souvisí, že koncentrace polyfenolů klesala v extraktu 

s vyšším obsahem pufru. V druhém experimentu byla srovnávána baktericidní účinnost směsi 

olej–pufr a čistého extraktu, opět byl testován olivový olej a olej z pokrutin. Překvapivě přežití 

S. enterica v extraktu z olivového oleje bylo nejrychleji inaktivováno, dokonce vícenásobně, 

než ve směsi olivový olej–pufr. Extrakt oleje z pokrutin vykazoval podobné účinky jako směs 

olivový olej–pufr, nejpomalejší inaktivace byla stanovena u směsi olej z pokrutin–pufr. 

Olivový olej vykazoval silnou antibakteriální aktivitu a polyfenolovou aktivitu, se  

kterou ale souvisí i další faktory (např. pH a teplota). 

 V další studii byla zjištěna silná aktivita olejových extraktů bohatých na fenolické 

sloučeniny proti bakterii H. pylori. Látky z olivového oleje mohou pronikat do žaludeční šťávy 

a zůstávají stabilní celé hodiny v kyselém prostředí. Testované látky z oleje působily silně 

baktericidně proti osmi testovaným kmenům H. pylori. Z testovaných fenolických sloučenin  

ve vodné fázi byl nejvíce přítomen hydroxytyrosol. Baktericidní koncentrace fenolických 

sloučenin z olejů byla mnohem nižší než koncentrace fenolických sloučenin z čaje, vína  

a rostlinných výtažků. Extrakty byly účinné dokonce proti některým kmenů, které jsou odolné 

na antibiotika. Nejúčinnější látkou proti tomuto mikroorganismu z olivového oleje byla 

vyhodnocena dialdehydová forma aglykonu dekarboxymethyl ligstrosid. Koncentrace 

antibiotik, která jsou potřebná k usmrcení této bakterie je nižší, ovšem olivový olej je potravina 

a ne léčivo, a proto jeho baktericidní aktivita by měla být považována pouze za preventivní 

(Romero et al. 2007).  
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4.2   Vliv olejových extraktů na biofilmovou aktivitu vybraných bakterií 
 

 

4.2.1 Stanovení „cut of score“ BHI bujónu 
 

 

  Mikrotitrační destička pro určení hodnoty BHI bujónu byla připravena identicky, 

 jako destička pro přípravu biofilmu. Zjištěním hodnoty, kterou vykazuje BHI bujón a jeho 

složky v procesu barvení krystalové violeti bylo možné získat skutečný a reálný pohled  

na tvorbu biofilmu jednotlivých sledovaných kmenů. 

  Byla proměřena absorbance na přístroji Tecan a vypočten medián (0,123) a směrodatná 

 odchylka (0,0103) z naměřených výsledků. Hodnota mediánu ze všech měření byla následně 

vynesena do grafů a znázorněna červenou barvou. 

 

Tabulka č. 3: Výsledné hodnoty absorbancí kryst. violeti v destičce po obarvení nezaočkovaného BHI bujónu. 

 
A B C D E F G H 

1 0,1163 0,1198 0,1216 0,1289 0,1244 0,1185 0,1246 0,1165 

2 0,1261 0,1196 0,1259 0,1278 0,1267 0,0839 0,1252 0,1271 

3 0,1181 0,1209 0,1246 0,1208 0,1215 0,1201 0,1255 0,1208 

4 0,1217 0,1295 0,1265 0,1251 0,1258 0,1143 0,1158 0,1191 

5 0,1220 0,1230 0,1241 0,1190 0,1206 0,1165 0,1199 0,1174 

6 0,1198 0,1243 0,1250 0,1255 0,1262 0,1240 0,1246 0,1282 

7 0,1159 0,1161 0,1246 0,1187 0,1189 0,1172 0,1275 0,1251 

8 0,1200 0,1221 0,1238 0,1181 0,1204 0,1187 0,1150 0,1245 

9 0,1206 0,1138 0,1231 0,1196 0,1157 0,1233 0,1238 0,1233 

10 0,1177 0,1209 0,1148 0,1149 0,1232 0,1280 0,1296 0,1268 

11 0,1221 0,1264 0,1245 0,1229 0,1271 0,1232 0,1260 0,1189 

12 0,1146 0,1274 0,1239 0,1207 0,1219 0,1235 0,1259 0,1229 
 

Tabulka č. 4: Výsledné hodnoty absorbancí kryst. violeti v destičce po obarvení nezaočkovaného BHI bujónu. 

 A B C D E F G H 

1 0,1223 0,1257 0,1260 0,1254 0,1258 0,1273 0,1270 0,1218 

2 0,1515 0,1562 0,1689 0,1613 0,1722 0,1616 0,1586 0,1680 

3 0,1196 0,1163 0,1252 0,1177 0,1243 0,1238 0,1269 0,1511 

4 0,1131 0,1281 0,1324 0,1272 0,1256 0,1386 0,1187 0,1422 

5 0,1157 0,1281 0,1225 0,1209 0,1156 0,1202 0,1222 0,1294 

6 0,1198 0,1188 0,1169 0,1202 0,1257 0,1201 0,1210 0,1188 

7 0,1190 0,1166 0,1096 0,1197 0,1207 0,1319 0,1244 0,1270 

8 0,1564 0,1210 0,1239 0,1154 0,1177 0,1318 0,1196 0,1300 

9 0,1200 0,1135 0,1153 0,1151 0,1250 0,1262 0,1210 0,1188 

10 0,1152 0,1137 0,1166 0,1145 0,1189 0,1224 0,1297 0,1250 

11 0,1151 0,1212 0,1237 0,1162 0,1214 0,1318 0,1200 0,1259 

12 0,1172 0,1286 0,1150 0,1265 0,1182 0,1253 0,1210 0,1302 
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4.2.2 Výsledky tvorby biofilmu pro jednotlivé olivové oleje 
 
 

 Pro zjištění tvorby biofilmu byla použita modifikovaná Christensenova metoda. 

Christensenova metoda a její modifikace patří k nejčastěji využívaným metodám pro průkaz 

biofilmu. Tato metoda je vhodná pro průkaz grampozitivních i gramnegativních 

mikroorganismů. Výhoda oproti zkumavkové metodě je především v interpretaci a výsledky 

nejsou zatíženy subjektivní chybou při odečtu (Christensen et al. 1985) 

 Často využívaná doba kultivace při stanovení biofilmové aktivity je 18 hodin 

(Christensen 1982). Dále se využívá také kultivace 24–48 hodin (Freeman et al. 1989, Mulder 

a Degener 1998). V publikacích, které se zabývají studiem biofilmu se často autoři neshodují, 

jaké médium je pro tvorbu biofilmu nejvhodnější. Například je pro tvorbu biofilmu vhodné 

zvolit TSB médium (Baldassari et al. 1993). Dále lze zvolit MHB médium (Duarte et al. 2015) 

nebo BHI bujón (Knobloch et al. 2002). Kultivační teplota, která je ideální pro tvorbu biofilmu 

je 30-37 °C (Duarte et al. 2015, Freeman et al. 1989, Stepanovic et al. 2001).  

 Schopnost tvorby biofilmu byla sledována u šesti kmenů rodu Arcobacter a kmenů 

srovnávacích (viz kap. 3.2), a to při zvolených koncentracích vodných extraktů (viz obrázky  

č. 16–23). 
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4.2.2.1   Tvorba biofilmu kmene Arcobacter butzleri CCUG 30484  

  

 Na obrázku č. 16 jsou uvedeny výsledky tvorby biofilmu u kmene  

Arcobacter butzleri CCUG 30484 v přítomnosti vodných extraktů připravených z vybraných 

vzorků olejů. Hodnota, vypovídající o extrakty neovlivněné biofilmové aktivitě daného kmene, 

se pohybuje v hodnotách A = 0,120–0,150. Daný kmen je tedy biofilmpozitivním kmenem. 

 Schopnost Arcobacter butzleri navázat se k různým povrchům a velmi snadno tvořit 

biofilm, potvrzují četné studie. Výsledky ukazují, že počet buněk členěných do biofilmu 

Arcobacter butzleri závisí na délce expozice a také teplotě (Assanta et. al 2002). 

 Trend tvorby biofilmu zaznamenaný pro různé koncentrace olejového extraktu byl 

víceméně podobný pro všechny testované vzorky olejových extraktů. Biofilmová aktivita byla 

zpravidla na téměř konstantní úrovni, avšak ke zvýšené tvorbě biofilmu docházelo při nejvyšší 

koncentraci testovaných extraktů. To lze vysvětlit stresovými podmínkami, ve kterých již 

bakterie nedokázaly přežívat v planktonní formě a ihned tvořily biofilmovou strukturu.  

V případě vodného extraktu z oleje Ondoliva (graf C) je patrný výrazný nárůst tvorby biofilmu 

až k hodnotě A595 = 0,32 již při koncentraci 0,088 %. To tedy dokládá, že olivový extrakt 

obsahoval látky, na které tento kmen reagoval zvýšenou tvorbou biofilmu již při nejnižší 

koncentraci. Avšak v dalších vyšších koncentracích extraktu, které byly sledovány ve vztahu 

ke tvorbě biofilmu, již docházelo k postupnému snižování biofilmové aktivity. 
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Obrázek č. 16: Tvorba biofilmu kmene Arcobacter butzleri CCUG 30484 v přítomnosti extraktů z olejů 

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

E – extrakt z oleje z pokrutin; červená linie – hodnota absorbance BHI bujónu (A595 = 0,125) 
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4.2.2.2    Tvorba biofilmu kmene Arcobacter butzleri UPa 2013/8   

 

 Na obrázku č. 17 jsou zaznamenány křivky tvorby biofilmu u kmene Arcobacter butzleri 

UPa 2013/8 v přítomnosti vodných extraktů připravených z vybraných vzorků olejů. Hodnota, 

vypovídající o extrakty neovlivněné biofilmové aktivitě daného kmene, se pohybuje 

v hodnotách A = 0,125–0,255. Daný kmen je tedy biofilmpozitivním kmenem. 

 Trend tvorby biofilmu zaznamenaný pro různé koncentrace olejového extraktu byl 

víceméně podobný pro všechny testované vzorky olejových extraktů. Biofilmová aktivita byla 

zpravidla na téměř konstantní úrovni, avšak ke zvýšené tvorbě biofilmu docházelo při nejvyšší 

koncentraci testovaných extraktů. To lze vysvětlit stresovými podmínkami, ve kterých již 

bakterie nedokázaly přežívat v planktonní formě a ihned tvořily biofilmovou strukturu.  

Ve vodném extraktu z oleje Ballester (graf A) byl zaznamenán nárůst tvorby biofilmu  

při nejnižší testované koncentraci 0,088 %, nárůst biofilmu byl téměř konstantní, až s vyšší 

koncentrací (45%) došlo ke snížení biofilmové aktivity. V případě vodného extraktu z oleje 

Ondoliva (graf C) je opět patrný výrazný nárůst tvorby biofilmu až k hodnotě A595 = 0,28,  

již při koncentraci 0,088 %. To tedy dokládá, že olivový extrakt obsahoval látky, na které tento 

kmen reagoval zvýšenou tvorbou biofilmu již při nejnižší koncentraci. Avšak v dalších vyšších 

koncentracích extraktu, které byly sledovány ve vztahu ke tvorbě biofilmu, již docházelo 

k postupnému snižování biofilmové aktivity. V grafu D, ve vodném extraktu z oleje Borges 

byla zaznamenána rostoucí biofilmová aktivita až do koncentrace 45 % a s nejsilnější 

koncentrací vodného extraktu došlo k prudkému snížení biofilmové aktivity až k hodnotě  

A595 = 0,22. 
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Obrázek č. 17: Tvorba biofilmu kmene Arcobacter butzleri UPa 2013/8 v přítomnosti extraktů z olejů 

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

E – extrakt z oleje z pokrutin; červená linie – hodnota absorbance BHI bujónu (A595 = 0,125) 
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4.2.2.3    Tvorba biofilmu kmene Arcobacter cryaerophilus CCM 7050  

 

 Na obrázku č. 18 jsou uvedeny výsledky tvorby biofilmu u kmene  

Arcobacter cryaerophilus CCM 7050 v přítomnosti připravených vodných extraktů 

z vybraných vzorků olejů. Hodnota, vypovídající o extrakty neovlivněné biofilmové aktivitě 

daného kmene, se pohybuje v hodnotách A = 0,120–0,170. Daný kmen je tedy 

biofilmpozitivním kmenem. 

 Trend tvorby biofilmu zaznamenaný pro různé koncentrace olejového extraktu byl 

velice podobný pro všechny testované vzorky olejových extraktů, nebyly zaznamenány žádné 

odchylky. Biofilmová aktivita byla zpravidla na téměř konstantní úrovni, avšak ke zvýšené 

tvorbě biofilmu docházelo při nejvyšší koncentraci testovaných extraktů. To lze vysvětlit 

stresovými podmínkami, ve kterých již bakterie nedokázaly přežívat v planktonní formě a ihned 

tvořily biofilmovou strukturu. Ve vodném extraktu z oleje z pokrutin (graf E) byl zaznamenán 

silný nárůst tvorby biofilmu při nejvyšší testované koncentraci 90 %, a to až k hodnotě  

A595 = 0,22. Ze všech testovaných extraktů bylo největší viditelné zvýšení zaznamenáno právě 

u extraktu z pokrutin. To tedy dokládá, že olivový extrakt obsahoval látky, na které tento kmen 

reagoval zvýšenou tvorbou biofilmu až při nejvyšší testované koncentraci.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

74 

 

   

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Obrázek č. 18: Tvorba biofilmu kmene Arcobacter cryaerophilus CCM 7050 v přítomnosti extraktů z olejů 

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

E – extrakt z oleje z pokrutin; červená linie – hodnota absorbance BHI bujónu (A595 = 0,125) 
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4.2.2.4 Tvorba biofilmu kmene Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13  

 

 Na obrázku č. 19 jsou zaznamenány výsledky tvorby biofilmu u kmene  

Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13 v přítomnosti vodných extraktů, které byly připraveny 

z vybraných vzorků olejů. Hodnota, vypovídající o extrakty neovlivněné biofilmové aktivitě 

daného kmene, se pohybuje v hodnotách A = 0,120–0,170. Daný kmen je tedy 

biofilmpozitivním kmenem. 

 Trend tvorby biofilmu zaznamenaný pro různé koncentrace olejového extraktu byl 

obdobný pro všechny testované vzorky olejových extraktů, nebyly zaznamenány žádné 

významné změny v trendu všech získaných křivek. Biofilmová aktivita byla zpravidla na téměř 

konstantní úrovni, ke zvýšené tvorbě biofilmu docházelo při nejvyšší koncentraci všech 

testovaných extraktů. To lze vysvětlit stresovými podmínkami, ve kterých již bakterie 

nedokázaly přežívat v planktonní formě a ihned tvořily biofilmovou strukturu. 

 Trend naměřených výsledků tvorby biofilmu byl u kmene A. cryaerophilus  

UPa 2013/13 ve srovnání se získanými výsledky biofilmu u A. cryaerophilus CCM 7050 téměř 

analogický. 
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Obrázek č. 19: Tvorba biofilmu kmene Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13 v přítomnosti extraktů z olejů 

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

E – extrakt z oleje z pokrutin; červená linie – hodnota absorbance BHI bujónu (A595 = 0,125) 
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4.2.2.5  Tvorba biofilmu kmene Arcobacter lanthieri LMG 28517  

 

 Uvedené výsledky (graf č. 20) odpovídají tvorbě biofilmu u kmene Arcobacter lanthieri 

LMG 28517 v přítomnosti připravených vodných extraktů z vybraných vzorků olejů. Hodnota, 

vypovídající o extrakty neovlivněné biofilmové aktivitě daného kmene, se pohybuje 

okolo hodnoty A = 0,125. Daný kmen je tedy biofilmpozitivním kmenem. 

 Trend tvorby biofilmu zaznamenaný pro různé koncentrace olejového extraktu byl 

téměř podobný pro všechny testované vzorky olejových extraktů. Biofilmová aktivita byla 

zpravidla na téměř konstantní úrovni, avšak ke zvýšené tvorbě biofilmu mírně docházelo  

při nejvyšší koncentraci testovaných extraktů. To lze vysvětlit stresovými podmínkami,  

ve kterých již bakterie nedokázaly přežívat v planktonní formě a ihned tvořily biofilmovou 

strukturu.  V případě vodného extraktu z oleje Ondoliva (graf C) je patrný výrazný nárůst 

tvorby biofilmu až k hodnotě A595 = 0,21 již při koncentraci 2,813 %. To tedy dokládá,  

že olivový extrakt obsahoval látky, na které tento kmen reagoval zvýšenou tvorbou biofilmu  

již při tak nízké koncentraci. V dalších vyšších koncentracích extraktu, které byly sledovány  

ve vztahu ke tvorbě biofilmu, byla biofilmová aktivita konstantní až do koncentrace 45 %  

(A595 = 0,219), s nejvyšší koncentrací ale naopak docházelo k prudkému snížení biofilmové 

aktivity na hodnotu A595 = 0,145. 
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Obrázek č. 20: Tvorba biofilmu kmene Arcobacter lanthieri LMG 28517 v přítomnosti extraktů z olejů 

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

E – extrakt z oleje z pokrutin; červená linie – hodnota absorbance BHI bujónu (A595 = 0,125) 
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4.2.2.6   Tvorba biofilmu kmene Arcobacter thereius LMG 24488  

 

 Na obrázku č. 21 jsou uvedeny výsledky tvorby biofilmu u kmene Arcobacter thereius 

LMG 24488 v přítomnosti připravených vodných extraktů z vybraných vzorků olejů. Hodnota, 

vypovídající o extrakty neovlivněné biofilmové aktivitě daného kmene, se pohybuje 

v hodnotách A = 0,125. Daný kmen je tedy biofilmpozitivním kmenem. 

 Trend tvorby biofilmu zaznamenaný pro různé koncentrace olejového extraktu byl 

takřka stejný pro všechny testované vzorky olejových extraktů. Biofilmová aktivita byla 

zpravidla na téměř konstantní úrovni, nedocházelo k žádnému významnému výkyvu biofilmové 

aktivity, avšak ke zvýšené tvorbě biofilmu mírně docházelo při nejvyšší koncentraci 

testovaných extraktů. To lze vysvětlit stresovými podmínkami, ve kterých již bakterie 

nedokázaly přežívat v planktonní formě a ihned tvořily biofilmovou strukturu. Všechny 

testované extrakty z olejů víceméně významně neovlivnily průběh biofilmové aktivity u tohoto 

kmene. 
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Obrázek č. 21: Tvorba biofilmu kmene Arcobacter thereius LMG 24488 v přítomnosti extraktů z olejů 

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

E – extrakt z oleje z pokrutin; červená linie – hodnota absorbance BHI bujónu (A595 = 0,125) 
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4.2.2.7   Tvorby biofilmu kmene Escherichia coli CCM 3954  

 

 Na obrázku č. 22 jsou uvedeny výsledky tvorby biofilmu u kmene Escherichia coli 

CCM 3954 v přítomnosti vodných extraktů z vybraných vzorků olejů. Hodnota, vypovídající  

o extrakty neovlivněné biofilmové aktivitě daného kmene, se pohybuje v hodnotách  

A = 0,125–0,162. Daný kmen je tedy biofilmpozitivním kmenem. 

 Trend tvorby biofilmu zaznamenaný pro různé koncentrace olejového extraktu byl 

podobný pro všechny testované vzorky olejových extraktů. Biofilmová aktivita byla téměř  

na konstantní úrovni, ke zvýšené tvorbě biofilmu docházelo při nejvyšší koncentraci 

testovaných extraktů. To lze vysvětlit stresovými podmínkami, ve kterých již bakterie 

nedokázaly přežívat v planktonní formě a ihned tvořily biofilmovou strukturu.   

 V případě vodného extraktu z oleje Ballester (graf A) je patrný nárůst tvorby biofilmu 

až k hodnotě A595 = 0,171 již při nejnižší koncentraci 0,088 %. To tedy dokládá, že olivový 

extrakt obsahoval látky, na které tento kmen reagoval zvýšenou tvorbou biofilmu  

již při tak nízké koncentraci. V dalších vyšších koncentracích extraktu, které byly sledovány  

ve vztahu ke tvorbě biofilmu, byla biofilmová aktivita konstantní až do nejvyšší testované 

koncentrace 90 %. V nejslabších vodných extraktech (graf D a E) byla biofilmová aktivita 

takřka konstatntí, ale poté byl zaznamenám vysoký nárůst biofilmové aktivity u nejsilnější  

testované koncentrace (90 %) až k hodnotám A595 = 0,230–0,265. 
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Obrázek č. 22: Tvorba biofilmu kmene Escherichia coli CCM 3954 v přítomnosti extraktů z olejů 

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

E – extrakt z oleje z pokrutin; červená linie – hodnota absorbance BHI bujónu (A595 = 0,125) 
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4.2.2.8    Tvorba biofilmu kmene Staphylococcus aureus CCM 4223  

 

 Na obrázku č. 23 jsou uvedeny výsledky tvorby biofilmu u kmene Staphylococcus 

aureus CCM 4223 v přítomnosti připravených vodných extraktů z vybraných vzorků olejů. 

Hodnota, vypovídající o extrakty neovlivněné biofilmové aktivitě daného kmene, se pohybuje 

v hodnotách A = 0,201–0,559. Daný kmen je tedy biofilmpozitivním kmenem. Hodnoty 

absorbance tedy značí, že kmen vykazoval největší biofilmovou aktivitu ze všech zvolených 

mikroorganismů.  

 Trend tvorby biofilmu zaznamenaný pro různé koncentrace olejového extraktu byl 

podobný pro všechny testované vzorky olejových extraktů. Biofilmová aktivita byla téměř  

na konstantní úrovni, ke zvýšené tvorbě biofilmu docházelo při koncentraci 22,5 % u všech 

testovaných extraktů. Závislost naměřených výsledků u kmene Staphylococcus aureus CCM 

4223 byl velice zajímavá. 

 V případě všech vodných extraktů z olejů bylo nejzajímavější částí rozmezí koncentrací  

22,5 %–90 %.  Jak je patrné ze všech grafů, vysoký nárůst tvorby biofilmu začal od koncentrace 

22,5 %. U 45 % koncentrace byla naměřená biofilmová aktivita nejvyšší pro všechny olejové 

extrakty. To tedy dokládá, že olivové extrakty obsahovaly látky, na které tento kmen reagoval 

zvýšenou tvorbou biofilmu. Vyhodnocené absorbance biofilmové aktivity dosahovaly rozmezí 

A595 = 0,400–0,830. V nejvyšších koncentracích extraktů, které byly sledovány ve vztahu  

ke tvorbě biofilmu, biofilmová aktivita prudce klesla až k hranici červené linii. Což značí,  

že biofilmová aktivita byla značně potlačena. 
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Obrázek č. 23: Tvorba biofilmu kmene Staphylococcus aureus CCM 4223 v přítomnosti extraktů z olejů 

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

E – extrakt z oleje z pokrutin; červená linie – hodnota absorbance BHI bujónu (A595 = 0,125)  
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4.2.3 Diskuze k vlivu olejových extraktů na biofilmovou aktivitu bakterií 
 

 Biofilmová aktivita závisela na daném extraktu, na který mikroorganismus reagoval 

zvýšenou, či sníženou tvorbou biofilmu. Podobné chování v extraktech vykazovaly kmeny  

A. butzleri a také kmeny A. cryaerophilus. Zvolené extrakty nebyly tak silné, aby dokázaly 

tvorbu biofilmu u arkobakterů a E. coli plně potlačit. Co se týká kmene S. aureus, pouze 90 % 

olejové extrakty dokázaly biofilmovou aktivitu snížit. Stejně tak jako u kultivační metody, 

potlačení tvorby biofilmu bylo efektivnější pro grampozitivní mikroorganismus. 

 Rostlinné výtažky vykazují omezenou bakteriostatickou aktivitu a ve skutečnosti mnohé 

extrakty podporují růst planktonních forem bakteriálních buněk. Extrakty by měly mít  

co nejvyšší obsah antimikrobiálních látek, aby byly schopny inhibice tvorby biofilmu (Quave 

et al. 2008). Navíc většina studií o antimikrobiální aktivitě je omezena na analýzu 

bakteriostatických a baktericidních vlastností rostlinných extraktů. Dále se zkoumají 

mechanismy, jako např. snížení tvorby biofilmu prostřednictvím inhibice quorum sensing 

(Quave et al. 2008, Rasmussen a Givskov 2006). 

 Byla studována antimikrobiální a antibiofilmová aktivita koriandrového esenciálního 

oleje a jeho hlavní sloučeniny linaloolu proti kmenům Campylobacter jejuni a Campalobacter 

coli, a také jejich vliv na systém QS. Výsledky studie prokázaly, že obě sloučeniny vykazují 

aktivitu proti kampylobakterům a inhibují tvorbu biofilmu in vitro. Kromě toho výsledky 

poukazují na antibakteriální, antibiofilmovou aktivitu. Což naznačuje, že koriandrový extrakt  

a linalool, by se mohly používat v potravinářském průmyslu, aby se prodloužila skladovatelnost 

potravin bez nutnosti chemických přísad nebo konzervačních látek (Duarte et al. 2016). 

 Protože jsou akrobaktery velice podobné kampylobakterům, s velkou pravděpodobností 

by se při testování akrobakterů dospělo k obdobným výsledkům, proto by bylo zajímavé 

otestovat přežívání a tvorbu biofilmů akrobakterů v extraktu koriandrového esenciálního oleje. 

 V další studii bylo prokázáno, že látka kurkumin, která byla extrahována z kurkumy, 

inhibuje tvorbu biofilmu uropatogenů. Dokáže ovlivňovat QS u Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa, Proteus mirabilis a Serratia marcescens. Potenciál antibiofilmové aktivity 

kurkuminu na uropatogeny, stejně tak i jeho účinnost proti vytvořeným biofilmům, byla 

zkoumán pomocí světelného mikroskopu a konfokálního laserového skenovacího mikroskopu. 

Zjistilo se také, že léčba kurkuminem potlačuje faktory, které souvisí s QS, jako je produkce 

exopolysacharidů, produkce alginátu a motilita uropatogenů. Dále bylo zdokumentováno,  

že kurkumin zvyšuje citlivost kmenů na konvenční antibiotika (Packiavathy et al. 2014). 
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 V jiné studii byl zkoumán účinek farnesolu na methicilin rezistentní a další kmeny  

S. aureus. Farnesol je látka s antimikrobiálními vlastnostmi, která inhibuje QS u zmíněných 

mikroorganismů. Při testování životaschopnosti a při stanovení tvorby biofilmu bylo 

prokázáno, že farnesol inhibuje tvorbu biofilmu a ohrožuje integritu buněčné membrány. 

Inhibice tvorby biofilmu byla úspěšná zároveň při zvyšování antimikrobiální účinnosti všech 

antibiotik, ke kterým byly kmeny citlivé. Bylo provedeno synergické testování farnesolu  

a gentamicinu na vytvořené biofilmy, které byly vystaveny různým koncentracím obou látek. 

Pozorovaná senzibilizace rezistentních kmenů na antimikrobiální látky a pozorovaný 

synergický účinek s gentamicinem naznačují potenciální aplikaci farnesolu jako adjuvantního 

terapeutického činidla pro prevenci infekcí souvisejících s biofilmem a pro podporu zvrácení 

rezistence vůči lékům. Zásadní je potřeba rozvoje nových antimikrobiálních látek k léčbě 

rostoucího počtu infekcí, kde odolnost vůči antibiotikům představuje vážnou hrozbu  

v případech, kdy se jedná právě o biofilmy (Jabra-Rizk et al. 2006).  

 Další studie potvrzují, že rostlinné extrakty a esenciální oleje mají antimikrobiální 

potenciál, kterého by šlo využít jako preventivní nebo léčebné terapie pro řadu onemocnění.  

I když je to povzbudivé, je potřeba dalších klinických studií. Je důležité zjistit, zda by byl 

léčebný postup s extrakty výhodný, buď samostatně nebo v kombinaci s konvenční terapií. 

Zejména studie, které se zabývají dostatečnou účinností, standardizací extraktů a obsahu 

účinných látek by přinesly velkou hodnotu (Palombo 2009). 
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4.3   Antioxidační kapacita olejových extraktů 
 

 Naměřené hodnoty pro kalibrační závislost byly zaznamenány do tabulky,  

I (%) byla vypočtena dle následujícího vztahu a dále byla vynesena do grafu:  

 Hodnota slepého vzorku činila Asp = 0,587 

 

          

            Tabulka č. 5: Kalibrační řada – naměřené absorbance a  

             vypočítané hodnoty I (%) 

 

 I (%) = 
Asp−Avz

Asp
 . 100  

   

    

  
 

 

 

 

  Graf č. 11: Kalibrační závislost inhibice (%) na koncentraci látky Trolox. 
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 Z rovnice regrese byly dále vypočítány hodnoty antioxidační kapacity pro jednotlivé 

vzorky olivových olejů. Olivový olej Ballester a Kyosos nebylo potřeba pro přípravu vzorku 

během měření ředit do zvoleného rozsahu kalibrační řady. Ostatní vzorky olejových extraktů 

bylo třeba upravit, jelikož antioxidační kapacita byla velmi slabá, proto se pro experiment 

použily vzorky 3x koncentrovanější. 

 

Tabulka č. 6: Naměřené a vypočítané hodnoty antioxidační kapacity pro vzorky olivových extraktů. 

 

 

   

  * Antioxidační kapacita (µg/ml). 

** Antioxidační kapacita po zohledněné úpravě vzorku před měřením (µg/ml). 

 

 

 

 

 

 

  

vzorek 
extraktu 

A Průměr A I (%) 
* Výsledek 

(µg/ml)  
** Korekce        

(µg/ml) 

           

  0,403         

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

  0,402         

           

  0,537         

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

  0,537         

           

  0,452         

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

  0,452         

           

  0,536         

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

  0,536         

           

  0,543         

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

  0,543         
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4.3.1 Diskuze k antioxidační kapacitě olejových extraktů   
 

 Wilkins a Board uvedli, že více než 1 340 rostlin je známých jako potenciální zdroj 

antimikrobiálních a antioxidačních látek, ale jen málo jich bylo doposud vědecky studováno 

(Wilkins a Board 1989). 

 Brenes et al. testovali vodný extrakt z panenského olivového oleje, který vykazoval 

nejsilnější antibakteriální účinky, poté víno, olivové oleje a čajové výtažky. Nejvyšší 

antimikrobiální aktivitu z olejů vykazovaly panenské olivové oleje, následovaly olivové oleje 

a oleje z pokrutin (Brenes et al. 2007). Což potvrzuje i výsledky z naší studie, nejvyšší 

antimikrobiální kapacitu vykazoval panenský olivový olej. 

 Během několika posledních let jsou látky s antioxidačními účinky v popředí zájmu 

odborníků nejen v medicíně, ale i potravinářství, zejména díky pozitivními účinkům na lidské 

zdraví. Jsou to látky, které ve vhodné koncentraci dokáží zabránit oxidaci substrátu. 

Nahromaděním reaktivních forem kyslíku, dochází ke vzniku oxidačního stresu. Lidský 

organismus využívá antioxidační látky, aby eliminoval právě reaktivní formy kyslíku. Pro svoji 

ochranu organismus nevyužívá pouze antioxidanty, které se syntetizují v těle, ale především 

antioxidanty z potravy (ovoce, zelenina, luštěniny, oleje aj.) (Fidler a Kolářová 2009). Mezi 

nejvýznamnější přírodní antioxidanty patří vitamín E, vitamín C, fenolové látky a další. 

Antioxidanty, které se do potravin dodávají by měly být zdravotně nezávadné a účinné  

v nízkých koncentracích. 

 Antioxidační aktivita je schopnost látky nebo směsi látek inhibovat oxidační degradaci 

různých sloučenin. Antioxidační kapacita popisuje dobu trvání antioxidačního účinku,  

ale antioxidační aktivita je charakterizována jako dynamika průběhu antioxidačního procesu  

při určité koncentraci antioxidantu. Antioxidační účinek látek je dán specifickou strukturou. 

Kromě struktury ovlivňuje antioxidační aktivitu antioxidantů i pH a teplota (Šulc et al. 2007). 

 Posledním testováním bylo tedy stanovení antioxidační kapacity olejových extraktů.  

Ze získaných výsledků této diplomové práce vychází, že nejvyšší hodnoty antioxidační 

kapacity dosahoval extrakt z oleje Ballester, který dosahoval antioxidační kapacity  

20,71 µg/ml. Poté extrakt z oleje Kyosos 4,601 µg/ml, extrakt ze směsného oleje Ondoliva  

4,94 µg/ml, extrakt z rafinovaného oleje Borges 1,57 µg/ml a extrakt z oleje z pokrutin  

1,32 µg/ml. Významná antioxidační aktivita byla zjištěna u většiny olivových extraktů, a to 

souvisí i s jejich fenolickým obsahem (McDonald et al. 2001). Proto by bylo výhodné zjistit, 

jaké přesně fenolické látky v olejových extraktech jsou nejvíce zodpovědné za antimikrobiální 

aktivitu a také jejich přesné množství.
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5 ZÁVĚR 

 

 V této diplomové práci byla experimentálně sledována tvorba biofilmu v prostřední 

vodných extraktů z olejů a dále byla za pomocí kultivační metody sledována schopnost bakterií 

přežívat v přítomnosti vodných extraktů z olejů. Náplní mé práce bylo zhodnotit účinnost pěti 

vodných extraktů z olivových olejů proti osmi bakteriálním kmenům. Experiment probíhal se 

šesti vybranými zástupci rodu Arcobacter a dvěma srovnávacími mikroorganismy, jednalo se  

o gramnegativní (E. coli CCM 3957) a grampozitivní (S. aureus CCM 4223) bakterii.  

 Všechny vodné extrakty vykazovaly antimikrobiální schopnosti během kultivačních 

experimentů. Nejcitlivějším kmenem k testovaným extraktům byl S. aureus CCM 4223, naopak 

nejvíce rezistentní bakterií byla E. coli CCM 3957. Nejodolnější bakterií z vybraných 

arkobakterů v kultivační metodě byl A. butzleri CCUG 30484, naopak kmenem, který 

nepřežíval v takové míře byl A. thereius LMG 24488, tento kmen byl většinou nejrychleji 

inaktivován olejovým extraktem. Ze všech testovaných extraktů byla největší antimikrobiální 

kapacita zaznamenána u extraktu z extra panenského olivového oleje Ballester, který dokázal 

inhibovat všechny testované mikroorganismy, a to po 1 hodině expozice. Extrakt z oleje 

Ballester dosahoval antioxidační kapacity 20,71 µg/ml. Naopak nejslabší antimikrobiální 

kapacitu vykazoval olej z pokrutin, u kterého se podařilo inhibovat plně pouze arkobaktery, ale 

až po 24 hodinách expozice. Extrakt oleje z pokrutin dosahoval antioxidační kapacity  

1,32 µg/ml. 

  Všechny testované bakteriální kmeny byly biofilmpozitivní, srovnávací 

mikroorganismy vykazovaly oproti arkobakterům silnější tvorbu biofilmu. Ve tvorbě 

bakteriálního biofilmu byl nejaktivnější bakterií S. aureus CCM 4223, na tento kmen extrakty 

ze všech olejů působily velice podobně. Při 45 % koncentraci všech extraktů byla tvorba 

biofilmu S. aureus potlačena na limitní hranici tvorby biofilmu, a poté se již tvorba biofilmu 

nezvýšila.  U kmenů A. butzleri došlo v extraktu z oleje Ondoliva k značnému zvýšení tvorby 

biofilmu, již při nejnižší koncetraci 0,088 %. Tímto lze předpokládat, že tento extrakt obsahoval 

antimikrobiální látky, na které kmeny reagovaly právě zvýšenou tvorbou biofilmu při nejnižší 

koncentraci. U akrobakterů a E. coli CCM 3957 v rozmezí 45–90 % koncentrací extraktů 

množství bakteriálního biofilmu stouplo, což zřejmě značilo snahu bakterií o přežití 

v nepříznivých podmínkách a rychlé soustředění do odolnější formy biofilmu. Nejintenzivnější 

nárůst biofilmů u gramnegativních bakterií byl detekován převážně u slabších extraktů. Zde 

jsme se přesvědčili, že jednotlivé bakteriální druhy se značně liší v nárocích na kultivační 
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podmínky a tím pádem i v kvantitě a kvalitě vytvořeného biofilmu. Doposud se testováním 

olejových extraktů na arkobaktery i další mikroorganismy zabývalo limitní množství prací a 

bylo dosaženo minimálních výsledků, proto by bylo zajímavé dále práci rozvinout a obohatit 

tak získané informace. V případě některých olivových extrakrů by se mohlo jednat o významné 

a účinné látky, které by byly určené pro další testování. Aby mohly tyto sloučeniny najít 

uplatnění, je zapotřebí ještě řady dalších testů a klinických studií. 
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7 PŘÍLOHY 

 

Tabulky experimentálně naměřených hodnot pro sestavení grafů tvorby biofilmů v přítomnosti 

jednotlivých extraktů: 

 

Extrakt z oleje Ballester: 

 

1) Arcobacter butzleri CCUG 30484 

 

2) Arcobacter butzleri UPa 2013/8 

 

3) Arcobacter cryaerophilus CCM 7050 

 

4) Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13 

 

5) Arcobacter lanthieri LMG 28517 
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6) Arcobacter thereius LMG 24488 

 

7) Escherichia coli CCM 3954 

 

8) Staphylococcus aureus CCM 4223 

 

Extrakt z oleje Kyosos: 

 

1) Arcobacter butzleri CCUG 30484 

 

2) Arcobacter butzleri UPa 2013/8 

 
3) Arcobacter cryaerophilus CCM 7050 
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4) Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13 

 
5) Arcobacter lanthieri LMG  

 
6) Arcobacter thereius LMG 24488 

 
7) Escherichia coli CCM 3954 

 
8) Staphylococcus aureus CCM 4223 

 

 

Extrakt z oleje Ondoliva: 

 

1) Arcobacter butzleri CCUG 30484 
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2) Arcobacter butzleri UPa 2013/8 

 

3) Arcobacter cryaerophilus CCM 7050 

 

4) Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13 

 

5) Arcobacter lanthieri LMG 28517 

 

6) Arcobacter thereius LMG 24488 

 

7) Escherichia coli CCM 3954 

 

8) Staphylococcus aureus CCM 4223 
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Extrakt z oleje Borges: 

 

1) Arcobacter butzleri CCUG 30484 

 

2) Arcobacter butzleri UPa 2013/8 

 

3) Arcobacter cryaerophilus CCM 7050 

 

4) Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13 

 

5) Arcobacter lanthieri LMG 28517 

 

6) Arcobacter thereius LMG 24488 
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7) Escherichia coli CCM 3954 

 

8) Staphylococcus aureus CCM 4223 

 

 

Extrakt z oleje z pokrutin: 

 

1) Arcobacter butzleri CCUG 30484 

 

2) Arcobacter butzleri UPa 2013/8 

 

3) Arcobacter cryaerophilus CCM 7050 

 

4) Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13 
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5) Arcobacter lanthieri LMG 28517 

 

6) Arcobacter thereius LMG 24488 

 

7) Escherichia coli CCM 3954 

 

8) Staphylococcus aureus CCM 4223 

 

 

 

 

 

 

 

 


