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Abstrakt 

Diplomová práce je zaměřena na studium antimikrobiální aktivity 26 přírodních látek, 

gentamicinu a síranu měďnatého, pro srovnání antimikrobiálního úĉinku. Úĉinnost 

přírodních látek byla testována na 6 referenĉních kmenech a 3 klinických izolátech 

vykultivovaných ze vzorků sputa od pacientů trpících cystickou fibrózou. Antimikrobiální 

aktivita testovaných látek byla stanovena mikrodiluĉní metodou. Dále byla testována 

antibiofilmová aktivita a přítomnost interference s tvorbou bakteriálního biofilmu. 

Nejúĉinnější byl tropolon s hodnotou minimální inhibiĉní koncentrace 0,39 mmol·l
-1

. 

Stenotrophomonas maltophilia CF5/363  jako jediná z devíti testovaných bakteriálních 

kmenů netvořila bakteriální biofilm a ani jedna z testovaných látek nepůsobila na vyzrálý 

biofilm. Přínosem mé práce je zhodnocení úĉinnosti testovaných přírodních látek, 

gentamicinu a síranu měďnatého, které by napomohly vyřešit celosvětový problém  

s narůstající rezistencí bakterií k antibiotikům. 
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Abstract 

The diploma thesis is focused on the study of antimicrobial activity of 26 natural 

substances, gentamicin and copper sulphate to compare the antimicrobial effect.  

The efficiency of natural substances was tested on 6 reference strains and 3 clinical isolates 

recovered from sputum samples from patients suffering from cystic fibrosis.  

The antimicrobial activity of tested substances was determined by the microdilution 

method. Furthermore, antibiofilm activity and the presence of interference with bacterial 

biofilm formation were tested. The most active substance was the tropolone with  

a minimum inhibitory concentration of 0.39 mmol·l
-1

. Stenotrophomonas maltophilia 

CF5/363 as the only one of the nine tested bacterial strains did not produce bacterial 

biofilm. None of the tested substances affected the mature biofilm. The benefit of my work 

is to evaluate the effectiveness of tested natural substances, gentamicin and cupric 

sulphate, that can help to solve the global problem with the increasing resistance  

of bacteria to antibiotics. 
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1 ÚVOD A CÍLE PRÁCE 

Hlavní vlastností antimikrobiálních látek, které jsou uţívány jako léĉiva je schopnost 

usmrtit nebo inhibovat růst mikrobů v dávkách, které nepoškozují makroorganismus. Mezi 

antimikrobiální látky jsou řazeny antibiotika a chemoterapeutika (Votava, 2005).  

Poĉátky pouţívání antibiotik v klinické praxi se datují do první poloviny 20. století. 

Antimikrobiální látky umoţnily obrat v terapii bakteriálních onemocnění, ale brzy se stala 

významným celosvětovým problémem narůstající rezistence bakterií k antibiotikům 

vlivem naduţívání a profylaktického uţívání antibiotik. Proto jsem se ve své diplomové 

práci zaměřila na studium antimikrobiální aktivity přírodních látek, které by bylo moţné 

vyuţívat v terapii bakteriálních infekcí nebo pouţívat v kombinaci s antibiotiky a mohly 

by tak pomoci k vyřešení zmíněného problému s narůstající rezistencí. Z uvedených 

důvodů je důleţité monitorování výskytu rezistentních mikroorganismů v různých 

prostředích, zavádění pravidel správné antibiotické politiky, sniţování spotřeby antibiotik 

a také vývoj nových antimikrobiálních látek (Dolejská, 2008). 

Dalším problémem v terapii bakteriálních infekcí je schopnost růstu ve formě 

biofilmu, kdy jsou bakterie chráněny před vnějšími vlivy, tedy i lépe odolávají antibiotické 

terapii, desinfekĉním látkám a mechanické oĉistě. Na druhou stranu biofilm střevní 

sliznice tvořený saprofytickými a symbiotickými bakteriemi ĉlověka do jisté míry chrání 

před usazením patogenních mikroorganismů (Römling a Balsalobre, 2012; Votava, 2005; 

Schindler 2001). 

 

Cíle práce: 

1. Charakterizovat vybrané kmeny bakterií – ověřit identifikaci vybraných 

bakteriálních izolátů pomocí MALDI-TOF MS, stanovit citlivost k antibiotikům  

a otestovat schopnost tvorby biofilmu pomocí modifikované Christensenovy 

metody.  

2. U vybraných přírodních látek stanovit antimikrobiální a antibiofilmovou aktivitu. 

Případnou aktivitu srovnat s působením antibiotik a mědi. 

3. Vyhodnotit přítomnost interference s tvorbou bakteriálního biofilmu. 

4. Zhodnotit potenciál a přínos přírodních látek jako antimikrobiálních preparátů, 

mimo jiné ve vztahu se stále se rozvíjející rezistencí bakterií. 
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2 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

2.1 Metody stanovení antimikrobiální aktivity 

Vyšetření citlivosti na antibiotika poskytuje důleţité informace pro léĉbu a profylaxi 

pacienta. Výsledkem testování je tzv. antibiogram. Při selhání empirické léĉby lze 

na základě vyšetření citlivosti vybrat vhodnou cílenou terapii. Rutinní testování citlivosti 

k danému antibiotiku také můţe varovat před rozvojem rezistence. Další vyuţití stanovení 

citlivosti na antibiotika je v epidemiologických studiích.  

Metody pouţívané ke stanovení citlivosti bakterií k antimikrobiálním látkám lze 

rozdělit na difuzní a diluĉní. Výběr metod pouţívaných v rutinní praxi je zaloţen na typu 

mikroorganismu, poţadované přesnosti, jednoduchosti provedení nebo na finanĉní 

nákladnosti pouţité metody (Scharfen, 2013). 

 

2.1.1 Difuzní metoda 

Difuzní testy poskytují informaci o citlivosti nebo rezistenci kmene k danému antibiotiku.  

Diskový test je standardní kvalitativní metoda pro vyšetření antibiotické citlivosti, 

kdy antibiotikum difunduje z disku poloţeného na povrchu naoĉkované agarové půdy. 

Testovaný kmen je vyhodnocen jako citlivý nebo rezistentní, podle toho, je-li průměr 

inhibiĉní zóny kolem disku na tuhé půdě alespoň roven, nebo menší, neţ stanovená 

hraniĉní koncentrace (tzv. breakpoint). Hraniĉní zóny jsou standardizovány ve formě 

tabulek, např. EUCAST (European society of clinical mikrobiology and infectious 

diseases). Na velikost zóny má vliv citlivost kmene, fyzikální vlastnosti antibiotika a půdy, 

tloušťka půdy a rychlost mnoţení testovaného kmene (Scharfen, 2013; Koukalová a kol., 

2009; Votava, 2005).  

Urĉitou modifikací je E-test, který představuje reagenĉní prouţky k přímému pouţití 

pro vyšetření antimikrobiální citlivosti urĉené ke stanovení minimální inhibiĉní 

koncentrace (MIC) pomocí kalibrované stupnice. Po inkubaci se vytvoří v okolí prouţku 

inhibiĉní zóna ve tvaru kapky. V místě, kde inhibiĉní zóna protíná diagnostický prouţek  

je odeĉítána hodnota MIC. Metoda v sobě kombinuje výhody diskového difuzního testu, 

např. rychlost a jednoduchost provedení testu, s moţností urĉení MIC. Nevýhodou  

je poměrně vysoká cena (Koukalová a kol., 2009; Votava 2005). 

 

 

http://www.wikiskripta.eu/w/Minim%C3%A1ln%C3%AD_inhibi%C4%8Dn%C3%AD_koncentrace
http://www.wikiskripta.eu/w/Diskov%C3%BD_difuzn%C3%AD_test
http://www.wikiskripta.eu/w/Minim%C3%A1ln%C3%AD_inhibi%C4%8Dn%C3%AD_koncentrace
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2.1.2 Diluční metoda 

Diluĉní metoda je jednou z metod pro stanovení minimální inhibiĉní koncentrace (MIC) 

antibiotika a minimální baktericidní koncentrace (MBC). Metodu je moţné provádět 

v bujónu nebo na agarové plotně s obsahem antibiotika. Hodnota MIC je nejmenší 

naměřená koncentrace antimikrobiální látky, která inhibuje růst a mnoţení nebo přímo 

usmrcuje bakteriální buňky. Hodnota MBC je nejniţší naměřená koncentrace 

antimikrobiální látky in vitro, která je schopna usmrtit exponovanou bakteriální kulturu 

v průběhu 24 hodin.  Baktericidní úĉinek je prokázán následným kultivaĉním testem  

na agarových půdách, kde nepozorujeme nárůst kolonií bakterií (Miĉuda a kol., 2002). 

V jedné mikrotitraĉní destiĉce je obvykle testována citlivost ke 12 antibiotikům  

pro jeden testovaný kmen. Kaţdá mikrotitraĉní destiĉka obsahuje pozitivní a negativní 

kontrolu. Za pozitivní kontrolu je oznaĉována jamka obsahující inokulované ţivné médium 

bez antibiotika. Negativní kontrola, ţivná půda bez bakterie, slouţí k odhalení případné 

kontaminace. Jamky kromě negativní kontroly se naoĉkují testovaným kmenem  

a po inkubaci se stanovuje hodnota MIC (Bursová a kol., 2014). 

Mezi diluĉní metody se řadí také tzv. agarová diluĉní metoda, která je prováděna  

na agarových půdách obsahující vzestupnou koncentraci jednoho antibiotika. Na půdu 

v Petriho misce je moţné naoĉkovat aţ 48 kmenů. Po inkubaci se stanovuje forma růstu 

bakteriálního kmene na půdě bez antibiotika a následně se vyhodnotí MIC  

(Koukalová a kol., 2009). 

 

2.2 Látky s antimikrobiální aktivitou 

Antimikrobiální látky se pouţívají v takových dávkách, které inhibují růst mikroba nebo 

jej usmrcují, ale zároveň nepoškozují makroorganismus. Tyto látky jsou vyuţívané  

při terapii infekĉního onemocnění a profylaxi a dělí se dle původu na antibiotika  

a chemoterapeutika. Látky mikrobiálního původu se nazývají antibiotika. Stejné oznaĉení 

je i pro látky přírodního původu, které jsou chemicky modifikovány. Do skupiny 

chemoterapeutik patří látky připravené chemicky.  

Důleţitou vlastností antimikrobiálních léĉiv je selektivní toxicita na mikroba, která  

se vyjadřuje tzv. chemoterapeutickým indexem, poměrem mezi dávkou toxickou  

pro hostitele a dávkou úĉinnou na mikroba (Votava, 2005). 

Další dělení antimikrobiálních látek je dle jejich úĉinku na baktericidní  

a bakteriostatické. Látky, které způsobují usmrcení mikrobiální buňky, jsou oznaĉovány 

jako baktericidní. Látky s tímto úĉinkem působí ireverzibilně a klinický úĉinek se dostaví 
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obvykle do 48 hodin. Vyuţívají se u pacientů se sníţenou obranyschopností nebo  

se podávají pacientům v závaţném klinickém stavu. Cílem bakteriostatických látek  

je inhibice růstu a mnoţení mikrobů. Tyto látky působí reverzibilně a klinicky se projeví  

aţ za 3–4 dny (Votava a kol., 2007).  

Antimikrobiální látky se také dají rozdělit podle místa jejich působení. Látky mohou 

působit na: (a) syntézu buněĉné stěny; (b) syntézu bílkovin; (c) syntézu nukleových 

kyselin; (d) metabolické dráhy a (e) funkce buněĉné membrány. Kaţdé takové cílové místo 

můţe být specificky inhibováno antimikrobiálními látkami (Goering a kol., 2016).  

Při antimikrobiální léĉbě je nutné dodrţovat řadu pravidel, jako jsou např. správné 

dávkovací intervaly nebo délka podání. Obecně se antibiotikum podává ještě 2–3 dny  

po vymizení klinických příznaků. U běţných infekcí je doba uţívání antibiotik obvykle  

7–10 dnů (Kolář a kol., 2002). 

 

2.2.1 Gentamicin 

Gentamicin je jedno z nejĉastěji uţívaných širokospektrálních aminoglykosidových 

antibiotik. Původně byl izolován z aktinomycety rodu Micromonospora. Gentamicin 

působí na většinu gramnegativních tyĉinek, některé pseudomonády, acinetobakterie  

a serracie. Dále je úĉinný na stafylokoky i na některé kmeny rezistentní k oxacilinu.  

Gentamicin má bakteriostatické i baktericidní úĉinky a vyuţívá se například 

v chirurgii, kde je spolu s beta-laktamovými antibiotiky pouţíván při výskytu závaţnějších 

infekcí. Gentamicin má také řadu neţádoucích úĉinků, mezi které patří např. nefrotoxicita, 

změny krevního tlaku, zvýšení jaterních testů a další. Dodrţování vhodné terapeutické 

dávky zabrání vzniku rezistence bakterií nebo toxickým projevům (Promsan a kol., 2016; 

Votava, 2005).  

Ve studii Lebeaux a kol. (2015) byla prokázána antimikrobiální aktivita gentamicinu 

proti gramnegativním (P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae, E. cloacae)  

a grampozitivním (S. aureus, S. lugdunensis, E. faecalis) kmenům izolovaných z katétru. 

Gentamicin inhiboval růst bakterií rostoucích ve formě biofirmu. Ve studii bylo také 

zjištěno, ţe kombinací gentamicinu s kyselinu ethylendiamintetraoctovou nebo L-argininu 

se zvýšila úĉinnost antibiotika proti testovaným kmenům, coţ lze vyuţít při terapii 

infekĉních onemocnění.  
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2.2.2 Síran měďnatý 

Síran měďnatý je celosvětově pouţívaný fungicid v akvakultuře a zemědělství. Svým 

antimikrobiálním působením inhibuje růst celé řady bakterií jako např. Salmonella spp., 

Pasteurella spp., Vibrio spp., Streptococcus spp., Aeromonas spp., Pseudomonas spp.  

a Edwardsiella spp. (Lasienė a kol., 2016). 

 

2.2.3 Přírodní látky s antimikrobiálním účinkem 

Přírodní látky, jejichţ antimikrobiální aktivita byla testována v rámci experimentální ĉásti, 

jsou rozděleny do skupin, dle jejich chemické struktury.  

 

2.2.3.1 Flavonoidy 

Flavonoidy se řadí mezi nízkomolekulární sekundární rostlinné fenolické látky. Chemická 

struktura je tvořena 2-fenyl-benzopyranem, který je sloţen ze dvou benzenových kruhů 

spojených heterocyklickým pyranovým kruhem (obrázek 1). Bylo identifikováno více neţ 

4 000 flavonoidů vyskytujících se v listech, semenech, kůře a květech rostlin  

(Heim a kol., 2002). Mimo rostliny jsou obsaţeny také v ovoci, zelenině, ĉaji, víně 

nebo medu. Flavonoidy jsou známé svými mnoha pozitivními vlastnostmi např. 

protizánětlivou, antioxidaĉní a antimikrobiální aktivitou (Cushnie a Lamb, 2005).  

Antimikrobiální aktivita flavonoidů je pravděpodobně způsobena schopností vytvořit 

komplex extracelulárních rozpustných proteinů se slouĉeninami buněĉné bakteriální stěny. 

Lipofilní flavonoidy mohou narušit cytoplazmatickou membránu (Cowan, 1999). 

 

 

Obrázek 1: Základní struktura flavonidů.  

Upraveno podle Cushine a Lamb (2005). 
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Do skupiny flavoniodů patří celá řada přírodních látek jako např. katechiny, 

hesperetin, naringenin a kurkumin (tabulka 1). Tyto látky většinou působí prostřednictvím 

narušení bakteriální membrány, coţ vede k jejich širokospektrému antibakteriálnímu 

působení (Tyagi a kol., 2015). 

 

Tabulka 1: Flavonoidy 

Látka  Účinek Reference 

Flavonoidy katechiny antimikrobiální Daglia, 2012 

Ikigai a kol., 1993 

Toda a kol., 1992 

hesperetin antimikrobiální 

protizánětlivý 

protinádorový  

antioxidaĉní 

Iranshahi a kol., 2015 

Bae a kol., 1999 

naringenin antimikrobiální Dimkić a kol., 2016 

Bae a kol., 1999 

kurkumin antimikrobiální Tyagi a kol., 2015 

De a kol., 2009 

 

2.2.3.2 Fenolové kyseliny 

Fenolové kyseliny jsou aromatické hydroxykyseliny, které se řadí mezi polyfenoly.  

Na základě rozdílnosti v poĉtu a polohách hydroxylových skupin na aromatickém kruhu  

se fenolové kyseliny dělí do dvou hlavních skupin (tabulka 2). První skupina zahrnuje 

deriváty kyseliny skořicové, do které patří např. kyselina kávová,  sinapová, p-kumarová, 

ferulová. Do druhé skupiny jsou řazeny deriváty kyseliny benzoové, např. kyselina 

gallová, syringová, protokatechová, salicylová (Goleniowski a kol., 2013; Marcaníková 

a Beňová, 2010). 

Kyselina skořicová je organická kyselina, která se vyskytuje v rostlinách a vyznaĉuje 

se širokou biologickou aktivitou. Její deriváty izolované z rostlin (obrázek 2, tabulka 2)  

se vyznaĉují antioxidaĉní, antibakteriální, antivirovou a antifungální aktivitou (Sova, 

2012). 

 

Obrázek 2: Kyselina skořicová a její deriváty. 

Upraveno podle Valentová (2012). 
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Druhou skupinou fenolových kyselin jsou deriváty kyseliny benzoové (obrázek 3, 

tabulka 2). Kyselina benzoová je aromatická karboxylová kyselina s antimikrobiální  

a antifungální aktivitou vyskytující se u rostlin a v ţivoĉišných tkáních. Mimo jiné  

je pouţívána jako konzervaĉní prostředek (del Olmo a kol., 2015). 

 

 
Obrázek 3: Kyselina benzoová a její deriváty. 

Upraveno podle Valentová (2012). 

 

Dihydroxybenzoové kyseliny jsou aromatické slouĉeniny obsahující 2 funkĉní 

skupiny fenolu a karboxylovou kyselinu. Skupina je tvořena 6 izomery dihydroxybenzoové 

kyseliny, kdy v rámci experimentální ĉásti této práce byly testovány 2 – kyselina  

2,6-dihydroxybenzoová (obrázek 4A) a kyselina 3,5-dihydroxybenzoová (obrázek 4B). 

 

 

Obrázek 4: Chemická struktura kyseliny (A) 2,6-dihydroxybenzoové; (B)  

3,5-dihydroxybenzoové. 

Upraveno podle Santoso a kol. (2016) a Anandha babu a kol. (2011). 
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Tabulka 2: Fenolové kyseliny 

Látka Účinek Reference 

Deriváty 

kyseliny 

skořicové 

kyselina 2,4-

dihydroxyskořicová 

antibakteriální  

protizánětlivý 

antioxidaĉní 

Tiveron a kol., 2016 

kyselina kávová 

kyselina sinapová 

antioxidaĉní 

antivirový 

protinádorový 

antioxidaĉní 

bakteriostatický 

Prasad a kol., 2011 

Nićiforović a Abramoviĉ, 

2014 

kyselina p-kumarová antibakteriální Afrouzan a kol., 2018 

Lou a kol., 2012 

kyselina felurová antioxidaĉní 

protizánětlivý 

antimikrobiální 

antitrombotický 

Kumar a Pruthi, 2014 

kyselina isoferulicová protizánětlivé 

antivirové 

antioxidaĉní  

antidiabetický 

Jairajpuri a Jairajpuri, 2016 

Deriváty 

kyseliny 

benzoové 

kyselina gallová antioxidaĉní 

antimikrobiální 

Limpisophon a Schleining, 

2017 

Al-Zahrani, 2012 

kyselina protokatechová antioxidaĉní Liu a kol., 2017a 

kyselina salicilová antimikrobiální 

antioxidaĉní 

cytotoxický 

antiproliferaĉní 

Sahoo a Paidesetty, 2015 

Sedghi a Gholi-Toluie, 2013 

Ghasemzadeh a kol., 2012 

kyselina syringová antimikrobiální  Dağdelen, 2016 

kyselina isovanilinová protizánětlivý 

analgetický 

Denny a kol., 2013 

kyselina 4-

hydroxybenzoová 

antimikrobiální 

antioxidaĉní 

Guillén-Román a kol., 2018 

Dihydroxy-

benzoové 

kyseliny 

kyselina 2,6-

dihydroxybenzoová 

antimikrobiální Santoso a kol., 2016 

kyselina 3,5-

dihydroxybenzoová 

antioxidaĉní Sroka a Cisowski, 2003 

Ostatní 

fenolové 

slouĉeniny 

kyselina 4-

hydroxyfenyloctová 

antimikrobiální Flores a kol., 2017 

Cueva a kol., 2010 

kyselina 

salicylhydroxamová 

protizánětlivé a 

antipyretické 

Al Azzam a El Kassed, 2017 

 

Byl prokázán synergický vztah mezi fenolovými slouĉeninami (např. kyselinou 

protokatechovou, gallovou), izolovaných z hroznových výlisků a antibiotiky  

(např. chinolony, fluorochinolony, tetracyklinem) na bakteriální kmeny S. aureus a E. coli. 

V experimentu byly pouţity klinické izoláty S. aureus (8298–2 a 8275),  

meticilin-rezistentní kmeny S. aureus (622–4 a 97–7) a E. coli (33.1, 16.1 a A2UC).  



17 

 

Jako kontrolní kmeny slouţily S. aureus ATCC 6538 a E. coli ATCC 25922. Díky 

interakcím fenolových slouĉen a antibiotik se sníţila hodnota MIC 4 aţ 75krát. Ze studie 

bylo také zjištěno, ţe hodnoty MIC fenolových slouĉenin z extraktu hroznových výlisků 

byly menší, neţ výsledné MIC stanovené u samostatných fenolových slouĉenin. Extrakt 

fenolových slouĉenin z hroznových výlisků sníţil hodnotu MIC 8–65krát u S. aureus  

a 4–125krát u E. coli (Sanhueza a kol., 2017). 

 

2.2.3.3 Karboxylové kyseliny 

Do skupiny karboxylových kyselin patří ze zde testovaných látek kyselina azelaová, 

šťavelová a kynurenová. Kyselina azelaová (obrázek 5) je nasycená dikarboxylová 

kyselina, kterou tvoří některé druhy kvasinek, např. Pityrosporum ovale vyskytující  

se v normální koţní mikroflóře. V přírodě se také nachází v pšenici, ţitě, jeĉmenu, 

ovesných semenech a ĉiroku. Kyselina je známá svým protizánětlivým a antibakteriálním 

působením proti bakteriím způsobujícím akné (Propionibacterium acnes) (Burchacka  

a kol., 2016; Muthulakshmi a Saravanan, 2013). Antibakteriální aktivita kyseliny azelaové 

byla testována na kmenech Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus 

epidermidis (DSM 20044) a Propionibacterium acnes (DSM 1897) ve studii Charnock  

a kol. (2004).  

 

 

Obrázek 5: Chemická struktura kyseliny azelaové. 

Upraveno podle Burchacka a kol. (2016). 

 

Kyselina šťavelová (obrázek 6) je organická kyselina izolovaná z houby houţevnatec 

jedlý (Lentinula edodes). Nachází se také v tropickém ovoci, tzv. Eleiodoxa conferta. 

Antimikrobiální úĉinek tohoto ovoce byl testován na 5 bakteriálních kmenech 

(Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli  

a Salmonella sp.) (Mokhtar a Aziz, 2015).  

 

Obrázek 6: Chemická struktura kyseliny šťavelové. 

Upraveno podle Chanakul a kol. (2016). 
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 Kyselina kynurenová (obrázek 7) je metabolitem aminokyseliny tryptofanu 

s protizánětlivou a antioxidaĉní aktivitou. Vysoká koncentrace této kyseliny je obsaţena 

v zelenině, zejména v brokolici a bramborech. Dále se můţe vyskytovat v medu  

a některých bylinkách, např. třezalce teĉkované, kopřivě a mátě (Turski a kol., 2016). 

 

 

Obrázek 7: Chemická struktura kyseliny kynurenové. 

Upraveno podle Smith a kol. (2016). 

 

2.2.3.4 Ostatní přírodní látky 

Krocin (obrázek 8) je přírodní látka vyskytující se v šafránu. Tato bylina je známá svými 

léĉivými vlastnostmi, např. zmírňuje Alzheimerovu chorobu, premenstruaĉní syndrom  

a depresi. Krocin je dobře rozpustný ve vodě a řadí se do skupiny karotenoidů. Působí jako 

antioxidant a chrání buňky před oxidativním stresem tím, ţe redukuje volné radikály 

(Hoshyar a kol., 2016). Antibakteriální aktivita krocinu obsaţeného v šafránu byla 

testována na celkem 45 klinických izolátech Helicobacter pylori (Nakhaei, 2010).  

 

 

Obrázek 8: Chemická struktura krocinu. 

Upraveno podle Hoshyar a kol. (2016). 

 

Reveratrol (obrázek 9) je derivátem stilbenu a patří do skupiny přírodních polyfenolů. 

Nachází se v ovoci, zejména hroznech, a dále v ořeších. U resveratrolu jsou popsané 

antimikrobiální a antivirové úĉinky. Působí proti bakteriím, kvasinkách a plísním. Jedná  

se také o antioxidant se silnými protizánětlivými a antiproliferaĉními úĉinky (Lai a kol., 

2017; Hwang a Lim, 2015; Popova a kol., 2014). Ve studii Lai a kol. (2017) byla testována 
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antibakteriální aktivita resveratrolu na kmenech E. coli (BCRC 10675, BCRC 15374)  

a S. aureus (BCRC 12655, BCRC 10780).  

 

 

Obrázek 9: Chemická struktura trans a cis konformace resveratrolu. 

Upraveno podle Popova a kol. (2014). 

 

Tropolon (obrázek 10) je přírodní látka produkována fytopatogenní bakterií 

Bulkhorderia plantarii, který způsobuje onemocnění rýţových sazenic projevující  

se chlorózou a inhibicí růstu kořene. Chelataĉní vlastnosti tropolonu přispívají k jeho 

širokospektrálnímu antimikrobiálnímu úĉinku. Tropolon kromě svého působení proti 

bakteriím a houbám má také antivirový, antioxidaĉní, protizánětlivý a insekticidní úĉinek 

(Wang a kol., 2016).  

 

Obrázek 10: Chemická struktura tropolonu. 

Upraveno podle Wang a kol. (2016). 

 

Karvakrol (obrázek 11) je esenciální olejová sloţka obsaţená v oreganu, tymiánu  

a majoránce. Karvakrol je povaţován za antimikrobiální látku s širokospektrálním 

úĉinkem, která je úĉinná proti bakteriím, kvasinkám a houbám (Knowles a kol., 2005).  

Ve studii Liu a kol. (2017b) byla testována antimikrobiální aktivita karvakrolu a dalších 

látek proti E. coli.   

 

Obrázek 11 : Chemická struktura karvakrolu. 

Upraveno podle Liu a kol. (2017b). 



20 

 

2.3 Bakteriální rezistence  

Rezistence bakterie k antimikrobiálním látkám je oznaĉována jako schopnost bakteriální 

populace přeţít úĉinek inhibiĉní koncentrace příslušného antibiotika. Rezistenci  

lze rozdělit na přirozenou (primární) a získanou (sekundární) (Kolář a kol., 2002). 

Rezistence bakterií k antimikrobiálním přípravkům můţe být vyvolána celou řadou 

odlišných mechanismů: (a) bakteriálními enzymy, které narušují nebo modifikují strukturu 

antibiotik; (b) změnou bakteriální stěny, která vede ke sníţení její permeability;  

(c) změnou cílových míst antibiotik; (d) modifikací bakteriálního mechanismu  

a (e) zvýšeným vyluĉováním antibiotik z bakteriálních buněk, tzv. effluxem (Kolář, 2000). 

Antibiotická politika řeší problémy s narůstající rezistencí bakterií k antibiotikům, 

zvyšující se poĉet nozokomiálních nákaz a rostoucí spotřebu antimikrobiálních látek. Jedná 

se o souhrn opatření se snahou bezpeĉně a úĉinně aplikovat antimikrobiální přípravky. 

Cílem antibiotické politiky je udrţení antibiotické léĉby na vysoké úrovni, zahrnující také 

prevenci vzniku a dalšího šíření multirezistentních kmenů a udrţení úĉinnosti stávajících 

antibiotik a chemoterapeutik (Kolář, 2000). 

Rezistence bakterií vůĉi různým skupinám antimikrobiálních látek můţe vznikat buď 

mutacemi nebo přenesením genů pro rezistenci k urĉitému antibiotiku pomocí plasmidu  

a transpozonu. Příkladem vzniku rezistence mutací je rezistence ke streptomycinu, která 

vzniká změnou ribosomálního proteinu. Dalším příkladem je rezistence Streptococcus 

pneumoniae vůĉi penicilinu, změnou proteinů vázajících penicilin.  

Úĉinnější moţností vzniku rezistence neţ chromosomovou mutací je přenos pomocí 

plasmidů, ve kterém můţe být uloţen např. gen kódující beta-laktamázu. Některé  

tzv. promiskuitní plasmidy překonávají mezidruhovou bariéru a jsou schopny přenášet gen 

pro rezistenci mezi různými druhy např. z Escherichia coli na ostatní enterobakterie, 

enterokoky nebo hemofily.  

Geny rezistence nacházející se u transpozonů se nazývají jako tzv. ´skákací geny´, 

které díky replikaĉnímu procesu tvoří kopie a následně se integrují do chromosomu nebo 

do plasmidů (Goering a kol., 2016).  
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2.3.1 Problémy při antimikrobiální terapii 

Úĉinnost antimikrobiálních látek je ovlivněna řadou faktorů. Jedním z významných faktorů 

je schopnost růstu mikroorganismů ve formě biofilmu. Mikroorganismy rostoucí ve formě 

biofilmu jsou vysoce odolné proti působení vrozené a adaptivní sloţky imunitního 

obranného systému makroorganismu. Také jsou rezistentní k působení antimikrobiálních 

látek a dezinfekĉních prostředků (Römling a Balsalobre, 2012; Votava, 2005).   

Biofilm je oznaĉován jako spoleĉenství buněk mikroorganismů se schopností přilnutí 

k pevnému povrchu obklopených matricí extracelulárních polymerních látek (EPS),  

do kterých patří převáţně polysacharidy a dále  proteiny, nukleové kyseliny, lipidy  

a huminové látky (obrázek 12). EPS vyplňují mezibuněĉný prostor a slouţí k zajištění 

poĉáteĉní adheze buněk na povrch a jako ochrana před dehydratací a vnějšími škodlivými 

vlivy (Vu a kol., 2009).  

 

 

Obrázek 12: Schéma znázorňující zralý biofilm.  

Upraveno podle Lembre a kol. (2012). 
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Vývoj mikrobiálního biofilmu je dynamický několikastupňový proces, který lze 

obecně rozdělit do 3 kroků: adheze buněk k pevnému povrchu, vznik mikrokolonií a zrání 

biofilmu (obrázek 13) (Dufour a kol., 2010). 

 

 

Obrázek 13: Schématické znázornění tvorby biofilmu.   

Upraveno podle Dufour a kol. (2010). 

 

V místě kontaktu mezi bakteriemi a povrchem dochází k integraci mikrobiálních 

buněk s povrchem prostřednictvím několika proteinových a polysacharidových struktur 

(pili, flagella, lipopolysacharid a kapsulární polysacharidy) dle typu bakterie. Bakteriální 

buňky nacházející se v matrici obsahují kromě proteinů, polysacharidů také vysokou 

koncentraci extracelulární DNA (eDNA), která hraje významnou roli v ĉasné fázi tvorby 

biofilmu. V jádře biofilmu se nacházejí kanály iontů, které rozvádí ţiviny a vodu  

v biofilmové matrici, kde se nachází vysoká koncentrace exopolymerních látek. Všechny 

uvedené exopolymerní látky tvoří ochranný obal kolem mikroorganismů.  

V místě, kde působí enzymy na mikrobiální biofilm, dojde k rozrušení exopolymerní 

matrice a následnému uvolnění buněk. Buňky získají znovu svou mobilitu potřebnou  

pro kolonizaci nových povrchů (Lembre a kol., 2012). 

Aţ v 80 % onemocnění hraje roli schopnost tvorby biofilmu. Zejména se to týká 

chorob moĉové soustavy a zánětů středního ucha (Römling a Balsalobre, 2012; Lopez  

a kol., 2010; Mangan a kol., 2002). Vhodné podmínky pro tvorbu biofilmu jsou na cizích 

tělesech v lidském těle, jako jsou kanyly, katétry ĉi různé implantáty (Donlan, 2002).  

Metody stanovení tvorby biofilmu lze rozdělit na fenotypové (Christensenova metoda, 

růst na agaru s kongo ĉervení) a genotypové. Principem Christensenovy metody  

je schopnost bakterií rostoucí ve formě biofilmu adherovat na dno kultivaĉní nádoby. 

Princip kultivace na agaru s kongo ĉervení je morfologické rozlišení kolonií 
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biofilmpozitivních a negativních kmenů, kdy se kongo ĉerveň specificky váţe  

na polysacharidy, které jsou souĉástí EPS. Tímto způsobem lze rozlišit ĉerně zbarvené 

biofilmpozitivní kmeny s krystalovou strukturou od ĉerveně zbarvených 

biofilmnegativních kmenů bakterií.  

Genotypové metody slouţí pro urĉení přítomnosti ica operonu, který kóduje produkci 

extracelulárního polysacharidového adhezinu, který se úĉastní při tvorbě biofilmu  

(Lee a kol., 2016; Solati  a kol., 2015; Holá a kol., 2004; Freeman a kol., 1989).  

 

2.4 Charakteristika vybraných bakteriálních druhů 

Dále budou v textu popsány bakteriální druhy, se kterými bylo pracováno v rámci 

experimentální ĉásti diplomové práce. 

 

2.4.1 Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus je grampozitivní oportunní patogen, který způsobuje řadu 

onemocnění, jako jsou např. běţné koţní infekce, endokarditida, osteomyelitida a další. 

Příĉinou závaţných chronických onemocnění je tvorba biofilmu na lékařských 

implantátech, katétrech a poškozených tkáních (Chen a kol., 2016; Yarwood a kol., 2004). 

Staphylococcus aureus můţe vytvářet vícevrstvý heterogenní biofilm (Archer a kol., 

2014). Hlavní sloţkou biofilmové matrice je polysacharidový intercelulární adhezin (PIA) 

také oznaĉovaný jako polymerní N-acetylglukosamin, který se nachází u druhů 

Staphylococcus aureus a Staphylococcus epidermidis. Syntéza PIA je zaloţena  

na enzymech kódovaných geny intercelulárního adhezního operonu (ica operonu).  

S. aureus produkuje několik extracelulárních proteáz, které štěpí extracelulární 

polymerní matrici a umoţní tak uvolnění buněk z biofilmu a tím kolonizaci nové lokality 

(Lister a Horswill, 2014; Kiedrowski a kol., 2011; Vuong a kol., 2005). 

 

2.4.2 Staphylococcus epidermidis 

Staphylococcus epidermidis je souĉástí běţné mikroflóry lidské kůţe. Na rozdíl od druhu  

S. aureus, který produkuje toxiny, souvisí patogenita S. epidermidis zejména se schopností 

tvořit biofilm. Jedná se o oportunního patogena kolonizujícího implantované zdravotnické 

pomůcky, např. centrální ţilní katétry, umělé srdeĉní chlopně nebo umělé kloubní náhrady 

(Büttner a kol., 2015; Schommer a kol., 2011; Fey a Olson, 2010). 
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2.4.3 Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas aeruginosa je gramnegativní nefermentující bakterie vyskytující se ve vodě, 

půdě, na rostlinách a v těle obratlovců. Jedná se o původce nozokomiálních nákaz, který 

můţe kolonizovat katétry, infuzní roztoky nebo dýchací přístroje. Onemocnění způsobené 

touto bakterií se nejĉastěji týká pacientů se sníţenou imunitou vlivem některých 

onemocnění, např. diabetes, autoimunitní choroby, cystická fibróza a pacientů 

s popáleninami. Mezi faktory, které přispívají k rozvinutí infekce, patří např. dlouhodobě 

zavedené cévky, tracheální kanyly a moĉové katétry (Jamal a kol., 2015; Votava, 2003).   

P. aeruginosa vytváří tři typy exopolysacharidů (alginát, Pel a Psl), které stabilizují 

strukturu biofilmu. Význam a podíl kaţdého exopolysacharidu v matrici se liší podle 

kmene. Například alginát je produkován mukoidními kmeny P. aeruginosa, které  

jsou ĉasto izolovány z plic pacientů trpících cystickou fibrózou (Lopez a kol., 2010). 

Pel a Psl jsou polysacharidy zapojené do poĉáteĉní fáze tvorby biofilmu (Rasamiravaka  

a kol., 2015). 

 

2.4.4 Burkholderia cenocepacia 

Burkholderia cenocepacia je gramnegativní nefermentující bakterie tyĉinkovitého tvaru, 

řadící se do komplexu Burkholderia cepacia, který je sloţen z celkem 17 genomovarů. 

Tento oportunní patogen vyvolává infekci u pacientů s cystickou fibrózou nebo 

se sníţenou imunitou (Fazli a kol., 2017; Loutet a Valvano, 2010). Nejznámější formou 

plicní exacerbace u nemocných s infekcí komplexem B. cepacia je tzv. cepacia syndrom. 

Jedná se o ţivotu ohroţující septický stav při nekrotizující pneumonii (Fila, 2014). 

 

2.4.5 Stenotrophomonas maltophilia 

Stenotrophomonas maltophilia je gramnegativní nefermentující bakterie spojována 

s respiraĉními infekcemi. Vyskytuje se v různých prostředích např. ve vodě, půdě,  

na rostlinách.  S. maltophilia se řadí mezi oportunní patogeny, které způsobují závaţné 

infekce respiraĉního traktu, bakteriémie, infekce kostí, kloubů, moĉových cest a oĉí.  

Patogenita S. maltophilia souvisí s produkcí proteáz, elastáz, a schopností adheze 

k syntetickým materiálům. Bakterie kolonizuje lékařské implantáty, katétry kde vytvářejí 

biofilm, který poskytuje ochranu před imunitním systémem hostitele nebo působením 

antimikrobiálních látek. Také se řadí mezi významné patogeny u pacientů s rakovinou, 

zejména u pacientů s obstrukĉním karcinomem plic (Høiby a kol., 2017; Brooke, 2012; 

Nicodemo a Paez, 2007). 
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3 MATERIÁL A METODY 

3.1 Bakteriální kmeny 

Antimikrobiální aktivita byla testována na celkem 9 bakteriálních kmenech, 

které zahrnovaly 6 referenĉních kmenů (tabulka 3) z Ĉeské sbírky mikroorganismů 

Masarykovy univerzity v Brně (CCM, Czech collection of microorganism), Ĉeské národní 

sbírky typových kultur (CNCTC, Czech National Collection of Type Cultures) a Belgické 

sbírky mikroorganismů (BCCM/LMG, Belgian Coordinated Collections  

of Microorganisms/Laboratory of Microbiology Gent) a 3 klinické izoláty (tabulka 4).  

  

Tabulka 3: Referenĉní bakteriální kmeny  

Druh Číslo kmene Materiál Charakteristika kmene 

Staphylococcus epidermidis CCM 7221 hemokultura referenĉní kmen pro 

detekci biofilmu a ica 

operonu 

Staphylococcus aureus CCM 3953 klinický 

izolát 

referenĉní kmen pro 

testování citlivosti k 

antibiotikům 

Staphylococcus aureus CCM 4223 stěr z rány referenĉní kmen pro 

testování citlivosti na 

meticilin 

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 hemokultura referenĉní kmen pro 

testování citlivosti k 

antibiotikům 

Burkholderia cenocepacia LMG 16656 sputum, 

pacient s CF 

elektroforetický typ ET12, 

genomovar IIIA 

Pseudomonas aeruginosa CNCTC 5537 klinický 

izolát 

referenĉní kmen pro 

NEFERMtest 24, OXItest, 

mOXItest, ONPtest a 

ONPGtest 

 

Klinické bakteriální kmeny byly vykultivovány ze vzorků sputa od pacientů 

trpících cystickou fibrózou (CF) v rámci mikrobiologického vyšetření na Ústavu 

mikrobiologie Fakultní nemocnice Olomouc (tabulka 4). 

 

Tabulka 4: Klinické bakteriální kmeny  

Druh Číslo kmene Materiál 

Burkholderia cenocepacia CF5/358 sputum, pacient s CF 

Pseudomonas aeruginosa CF5/362 sputum, pacient s CF 

Stenotrophomonas maltophilia CF5/363 sputum, pacient s CF 
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3.2 Testované látky 

Byla testována antimikrobiální aktivita celkem 26 přírodních látek, gentamicinu a síranu 

měďnatého (tabulka 5). Poĉáteĉní molární koncentrace pro testování většiny látek byla 

100 mmol·l
-1

, výjimkou byl krocin s poĉáteĉní koncentrací 10 mmol·l
-1

 a gentamicin 

s  134 mmol·l
-1

. 

 

Tabulka 5: Přehled testovaných látek  

Testované látky 

Koncentrace  

[µg·ml
-1

] 

Koncentrace 

[mmol·l
-1

] 

gentamicin 47,76 134 

síran měďnatý 24,97 100 

kyselina azelaová 18,82 100 

kyselina kávová 18,02 100 

karvakrol 15,02 100 

katechin hydrát 29,03 100 

p-kyselina kumarová 16,42 100 

krocin B 97,70 010 

kurkumin    36,84 100 

kyselina 2,6-dihydroxybenzoová 15,41 100 

kyselina 3,5-dihydroxybenzoová 15,41 100 

kyselina 2,4-dihydroxyskořicová 18,02 100 

kyselina gallová 17,01 100 

hesperetin 30,23 100 

kyselina 4-hydroxybenzoová 13,81 100 

kyselina 4-hydroxyfenyloctová 15,22 100 

kyselina isoferulicová 19,42 100 

kyselina isovanilová 16,82 100 

kyselina kynurenová 18,92 100 

(±)-naringenin 27,23 100 

kyselina šťavelová 09,00 100 

kyselina protokatechuová 15,41 100 

resveratrol 22,83 100 

kyselina salicylová 13,81 100 

kyselina salicylhydroxamová 15,31 100 

kyselina sinapová 22,42 100 

kyselina syringová 19,82 100 

tropolon 12,21 100 
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3.3 Materiál 

3.3.1 Média a chemikálie 

Chemikálie 

Acetonitril (kat. ĉ. 271004, Sigma-Aldrich) 

Bezvodá glukóza (lékárna Fakultní nemocnice Olomouc) 

Deionizovaná voda 

Ethanol p.a. (kat. ĉ. 20025-A96, Lach-Ner) 

Gentamicin (kat. ĉ. G0124.0001, Duchefa) 

Krystalová violeť (kat. ĉ. C3886, Sigma-Aldrich) 

Kyselina octová p.a. (kat. ĉ. 19990-11000, Penta) 

Matrice kyselina α-kyano-4-hydroxyskořicová (kat. ĉ. C8982-10X10MG, Sigma-Aldrich) 

Methanol p.a. (kat. ĉ. 20038-AT0, Lach-Ner) 

Resazurin (kat. ĉ. 199303, Sigma-Aldrich) 

Síran měďnatý (kat. ĉ. 451657, Sigma-Aldrich) 

Šťavelan amonný p.a. (kat. ĉ. 26750-30500, Penta) 

Trifluoroctová kyselina (kat. ĉ. 34957, Sigma-Aldrich) 

 

Přírodní látky pro testování antimikrobiální aktivity 

(±)-naringenin (kat. ĉ. N5893, Sigma-Aldrich) 

Hesperetin (kat. ĉ. H4125, Sigma-Aldrich) 

Karvakrol (kat. ĉ. 282197, Sigma-Aldrich) 

Katechin hydrát (kat. ĉ. C1788, Sigma-Aldrich) 

Krocin B (kat. ĉ. 17304, Sigma-Aldrich) 

Kurkumin (kat. ĉ. C7727, Sigma-Aldrich) 

Kyselina 2,4-dihydroxyskořicová (kat. ĉ. 663158, Sigma-Aldrich) 

Kyselina 2,6-dihydroxybenzoová (kat. ĉ. D109606, Sigma-Aldrich) 

Kyselina 3,5-dihydroxybenzoová (kat. ĉ. D110000, Sigma-Aldrich) 

Kyselina 4-hydroxybenzoová (kat. ĉ. 240141, Sigma-Aldrich) 

Kyselina 4-hydroxyfenyloctová (kat. ĉ. H50004, Sigma-Aldrich) 

Kyselina azelaová (kat. ĉ. 246379, Sigma-Aldrich) 

Kyselina gallová (kat. ĉ. G7384, Sigma-Aldrich) 

Kyselina isoferulicová (kat. ĉ. 05407, Sigma-Aldrich) 

Kyselina isovanilová (kat. ĉ. 220108, Sigma-Aldrich) 

Kyselina kávová (kat. ĉ. C0625, Sigma-Aldrich) 
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Kyselina kynurenová (kat. ĉ. K3375, Sigma-Aldrich) 

Kyselina protokatechuová (kat. ĉ. 1579310, Sigma-Aldrich) 

Kyselina salicylhydroxamová kat. ĉ. S607, Sigma-Aldrich) 

Kyselina salicylová (kat. ĉ. S6271, Sigma-Aldrich) 

Kyselina sinapová (kat. ĉ. D7927, Sigma-Aldrich) 

Kyselina syringová (kat. ĉ. S6881, Sigma-Aldrich) 

Kyselina šťavelová (kat. ĉ. 241172, Sigma-Aldrich) 

P-kyselina kumarová (kat. ĉ. C9008, Sigma-Aldrich) 

Resveratrol (kat. ĉ. R5010, Sigma-Aldrich) 

Tropolon (kat. ĉ. T89702, Sigma-Aldrich) 

 

Kultivační půdy a média 

Brain heart infusion broth (kat. ĉ. M210-100G, HiMedia) 

Columbia agar s 7% ovĉí krví (kat. ĉ. PB5008A, Oxoid) 

Kryobanka B (kat. ĉ. PP64, ITEST) 

Mueller-Hinton agar (kat. ĉ. P00152A, Oxoid) 

 

Antibiotika 

Amikacin 30 µg (kat. ĉ. 66148, Bio-Rad) 

Ciprofloxacin 5 µg (kat. ĉ. 68648, Bio-Rad) 

Clindamycin 2 µg (kat. ĉ. 66328, Bio-Rad) 

Erythromicin 15 µg (kat. ĉ. 66448, Bio-Rad) 

E-test Gentamicin 0,016–256 µg·ml
-1

 (kat. ĉ. 512558, bioMérieux)  

Gentamicin 10 µg (kat. ĉ. 66608, Bio-Rad) 

Ko-trimoxazol 25 µg (Trimethoprim + Sulfamethoxazol 1.25 + 23.75 µg, kat. ĉ. 68898,  

Bio-Rad) 

Levofloxacin 5 µg (kat. ĉ. 66858, Bio-Rad) 

Meropenem 10 µg (kat. ĉ. 67048, Bio-Rad) 

Oxacillin 1 µg (kat. ĉ. 66888, Bio-Rad) 

Tetracyklin 30 µg (kat. ĉ. 67448, Bio-Rad) 
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3.3.2 Laboratorní vybavení a software 

Analytické váhy KERN ABT (Kern) 

Bambusová párátka (Spontex) 

Biohazard Clean Air flow-box (Schoeller instruments)  

Centrifugaĉní zkumavky o objemu 50 ml (Biofil) 

DEN-1B McFarland denzitometr (bioSan) 

Hlubokomrazící box s příslušenstvím (Sanyo) 

Injekĉní stříkaĉka o objemu 10 ml (P-lab) 

Kahan (Trystom s.r.o.) 

Laboratorní inkubátor (termostat) Ecocell (BMT) 

MALDI destiĉka z leštěné oceli (Bruker) 

MALDI TOF spektrometr Microflex
TM

 LT Systém (Bruker) 

MIC inokulátor (jeţek) kalibrovaný na 1 µl (na zakázku, Trios) 

Mikrotitraĉní destiĉka P (Grama Group a.s.) 

Mikrotitraĉní destiĉka U (Grama Group a.s.) 

Multikanálová pipeta (Eppendorf) 

Petriho miska o průměru 9 cm (Gama Group a.s.) 

Pipety o objemu 0,5–10 µl a 100–1000 µl (Eppendorf) 

Program Flex Control 3.4 microflex MBT (Bruker) 

Rukavice (P-lab) 

Software Dynex technologies revelation 4.25 (Dynex technologies, Inc.)  

Software MALDI Biotyper 3.1 (Bruker) 

Sterilní plastové kliĉky (Helago) 

Stojan na zkumavky (Inset) 

Stříkaĉkový filtr millipore millex GP 0,22 µm (Merci) 

Vortex-Genie 2 (Scientific Industries) 

 

3.4 Metody 

3.4.1 Kultivace bakterií 

Bakteriální kmeny byly voĉkovány z kryozkumavky (ITEST kryobanka B) sterilní 

bakteriologickou kliĉkou na Columbia krevní agar. Poté se plotna nechala kultivovat 

v termostatu při 37 °C po dobu 24 hodin. Bakteriální kmeny byly uchovávány  

v oznaĉených kryozkumavkách v hlubokomrazícím boxu při teplotě -80 °C. 
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3.4.2 Identifikace bakterií metodou MALDI-TOF MS 

Identifikace pomocí MALDI-TOF MS byla prováděna na přístroji Microflex (Bruker) 

podle manuálu výrobce za pouţití matrice HCCA (α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid, 

Sigma-Aldrich). Matrice HCCA byla resuspendována v 1 ml standardního solventu 

(acetonitril 50%, voda 47,5% a trifluoroctová kyselina 2,5%) dle pokynů výrobce  

a následně homogenizována dokud nebyl roztok ĉirý.  

Z 24 hodin staré bakteriální kultury byla pomocí bambusového párátka nanesena jedna 

bakteriální kolonie na terĉík MALDI destiĉky. Po zaschnutí kaţdého terĉíku na destiĉce, 

byl vzorek převrstven 0,75 µl roztoku matrice. Matrice se nechala zaschnout při pokojové 

teplotě. Takto připravená MALDI destiĉka s jednotlivými vzorky byla vloţena  

do hmotnostního spektrometru LT Microflex, kde bylo provedeno měření systémem  

MALDI-TOF MS. Identifikace bakteriálního kmene byla provedena porovnáním 

získaného hmotnostního spektra s databází typických spekter pomocí softwaru MALDI 

Biotyper 3.1.  

Spolehlivost rodové a druhové identifikace bakterií byla urĉována pomocí hodnot 

skóre. Hodnota skóre ≥ 2 znaĉila velmi spolehlivou identifikace na úrovni rodu  

a pravděpodobnou identifikaci druhu. Hodnota skóre ≥ 1,7 a < 2 udávala pravděpodobnou 

identifikaci na úrovni rodu. V případě niţší hodnoty neţ 1,7 byla identifikace bakterií 

povaţována za nespolehlivou. 

 

3.4.3 Testování antimikrobiální aktivity  

3.4.3.1 Difuzní disková metoda 

Do zkumavky s 5 ml BHI bujónu (Brain Heart Infusion) byla sterilní bakteriologickou 

kliĉkou naoĉkována bakteriální kultura. Bakteriální suspenze byla homogenizována  

na vortexu. Zákal této suspenze byl změřen denzitometrem a případně upraven tak,  

aby vytvořený zákal odpovídal hodnotě 0,5 McFarlanda. Následně byla bakteriální 

suspenze inokulována přelitím na pevnou půdu, odpovídající kultivaĉním nárokům 

testované bakterie. Pro kmeny Burkholderia cenocepacia LMG 16656 a Burkholderia 

cenocepacia CF5/358 byl pouţit krevní agar, pro ostatní bakteriální kmeny Mueller-Hinton 

agar. Přebytek inokula byl slit do nádoby s dezinfekcí. Po zaschnutí bakteriální suspenze 

byly na půdu umístěny antibiotické disky.  

Difuzní disková metoda slouţila pro stanovení citlivosti k vybrané sestavě antibiotik 

dle doporuĉení antibiotického střediska Ústavu mikrobiologie FN Olomouc. Sestava 

antibiotik pro grampozitivní bakterie byla sloţena z 8 antibiotik: erythromicin 15 µg, 
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clindamycin 2 µg, ko-trimoxazol 25 µg, ciprofloxacin 5 µg, gentamicin 10 µg, tetracyklin 

30 µg, levofloxacin 5 µg a oxacillin 1 µg. Sestava antibiotik  

pro gramnegativní bakterie obsahovala 5 antibiotik: gentamicin 10 µg, amikacin 30 µg, 

meropenem 10 µg, ciprofloxacin 5 µg a ko-trimoxazol 25 µg. Následně byly všechny 

misky inkubovány v termostatu při 37 °C po dobu 16–20 hodin.  

Po inkubaci misek s antibiotiky byly změřeny průměry vytvořených inhibiĉních zón. 

Změřené průměry byly následně porovnány s tzv. klinickými breakpointy antibiotik 

(mezními hodnotami) uvedenými ve směrnici EUCAST.  

Za citlivé bakteriální kmeny byly povaţovány ty, které měly průměr inhibiĉních zón 

větší nebo roven stanovené hranici. Bakterie, u kterých nebyla viditelná ţádná inhibice 

růstu nebo průměr inhibiĉních zón byl menší neţ stanovená hranice, byla vyhodnocena  

za rezistentní k danému antibiotiku. V případě, kdyţ se změřený průměr inhibiĉních zón 

nacházel mezi mezními hodnotami, byla citlivost stanovena jako intermediární.  

 

3.4.3.2 E-test 

Další pouţitou metodou bylo stanovení citlivosti k antibiotikům pomocí diagnostických 

prouţků E-test Gentamicin (0,016–256 µg·ml
-1

, bioMérieux). Bakteriální suspenze byla 

připravena stejným způsobem jako při difuzní metodě (viz 3.4.3.1 Difuzní disková metoda). 

Poté byla bakteriální suspenze inokulována přelitím na pevnou půdu. Pro kmeny 

Burkholderia cenocepacia LMG 16656 a Burkholderia cenocepacia CF5/358 byl pouţit 

krevní agar, pro ostatní bakteriální kmeny Mueller-Hinton agar. Přebytek inokula byl slit 

do nádoby s dezinfekcí. Po zaschnutí bakteriální suspenze byl na půdu umístěn E-test. 

Následně byly všechny misky inkubovány v termostatu při 37 °C po dobu 16–20 hodin.  

Po inkubaci byl vizuálně odeĉten výsledek E-testu a byla stanovena hodnota  

MIC. Inhibiĉní zóna má tvar elipsy, která protíná stupnici v místě odpovídající hodnotě 

MIC, kde koncentrace testovaného antibiotika inhibuje růst mikroorganismů. 

 

3.4.3.3 Mikrodiluční metoda 

Nejprve byl připraven BHI bujón, který byl následně rozpipetován po 50 µl do kaţdé 

jamky mikrotitraĉní destiĉky v řadách B–H. Destiĉky byly do pouţití uchovávány  

při teplotě -60 °C. Dále byly připraveny zkumavky s 4 ml BHI, ve kterých byly 

resuspendovány testované látky. Výsledná koncentrace látek ve zkumavkách odpovídala 

100 mmol·l
-1

. Výjimkou byl krocin, jehoţ výsledná koncentrace ve zkumavce byla  

10 mmol·l
-1 

a gentamicin s výslednou koncentrací 134 mmol·l
-1

.  
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Do jamek řady A bylo napipetováno 100 µl ĉistého BHI nebo BHI s testovanou 

látkou. Následně bylo provedeno ředění dvojkovou řadou pro připravení koncentraĉní řady 

100–0,78 mmol·l
-1

. Koncentraĉní řada u krocinu byla 10–0,078 mmol·l
-1

 a u gentamicinu  

134–1,05 mmol·l
-1

.   

Dále byla připravena bakteriální suspenze. Koncentrace inokula byla upravena sterilní 

destilovanou vodou tak, aby bylo dosaţeno koncentrace 1 x 10
8
 buněk/ml. Inokulum bylo 

nalito do Petriho misky, ze které byla pomocí MIC inokulátoru, tzv. jeţka, provedena 

inokulace jamek mikrotitraĉní destiĉky. Jeţek byl před další inokulací vţdy umístěn  

do 96% ethanolu a vyţíhán. Mikrotitraĉní destiĉky byly inkubovány při teplotě  

37 °C po dobu 24 hodin.  

Po inkubaci byla vizuálně odeĉtena hodnota minimální inhibiĉní koncentrace (MIC). 

V destiĉce se stoupající koncentrací antimikrobiální látky se MIC stanovuje jako první 

jamka s ĉirým médiem bez zákalu.  

Pro zjištění bakteriostatického a baktericidního působení byly jednotlivé jamky 

vyoĉkovány pomocí MIC inokulátoru na krevní agar. Pro kaţdou destiĉku byly připraveny 

dva krevní agary, kde byly vyoĉkovány sloupce 1–6 a 7–12. Kmeny Burkholderia 

cenocepacia LMG 16656 a Burkholderia cenocepacia CF5/358 byly inkubovány při  

30 °C po dobu 24 hodin. Ostatní testované bakteriální kmeny byly inkubovány při teplotě 

37 °C po dobu 24 hodin. Po uplynutí inkubace byla odeĉtena hodnota minimální 

bakteriostatické koncentrace (MBS) a minimální baktericidní koncentrace (MBC). 

Baktericidní úĉinek byl prokázán kultivaĉním testem na agarových půdách, kde nevyrostly 

ţádné kolonie bakterií.  

 

3.4.4 Modifikovaná Christensenova metoda  

Pro průkaz tvorby biofilmu byla pouţita modifikovaná Christensenova metoda 

v mikrotitraĉní destiĉce. Schopnost biofilmu byla testována v bujónu (BHI, Brain heart 

infusion) bez příměsi glukózy a s přídavkem glukózy (0,25 % a 1 %). Médium 

s 0,25% přídavkem glukózy bylo následně pouţito při testování pro zvýšení schopnosti 

bakterií růst ve formě biofilmu. Byla připravena bakteriální suspenze. Zákal této suspenze 

byl změřen denzitometrem a případně upraven tak, aby vytvořený zákal odpovídal hodnotě 

0,5 McFarlanda. Bakteriální suspenze byla rozpipetována po 200 µl do ĉtyř jamek 

mikrotitraĉní destiĉky typu P dle schématu (obrázek 14). Naoĉkované destiĉky byly 

inkubovány 24 hodin při 37 °C v termostatu.  
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Obrázek 14: Schéma mikrotitraĉní destiĉky pro zjištění schopnosti růstu ve formě 

biofilmu. NK = negativní kontrola (BHI); PK = pozitivní kontrola (Staphylococcus 

epidermidis CCM 7221); Staphylococcus aureus (CCM 3953); Staphylococcus aureus 

(CCM 4223); Burkholderia cenocepacia (LMG 16656); Burkholderia cenocepacia 

(CF5/358); Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955); Pseudomonas aeruginosa (CNCTC 

5537); Pseudomonas aeruginosa (CF5/362); Stenotrophomonas maltophilia (CF5/363). 

 

Po inkubaci byla destiĉka opatrně promyta vodou a po odstranění vody, byla 

provedena fixace methanolem po dobu 15 minut. Do kaţdé jamky bylo přidáno  

200 µl 99% methanolu. Po odsátí methanolu a vysušení jamek mikrotitraĉní destiĉky bylo 

provedeno barvení fixované vrstvy biofilmu přidáním 160 µl 1% roztoku krystalové violeti 

po dobu 10 minut. Roztok krystalové violeti (1%) byl připraven do 50ml zkumavky 

smícháním 20 ml zásobního roztoku krystalové violeti (5 g krystalové violeti a 200 ml 

ethanolu) a 30 ml šťavelanu amonného. Následně byla krystalová violeť uvolněna 

přidáním 160 µl 33% kyseliny octové. Roztok kyseliny octové (33%) byl připraven také  

do 50ml zkumavky přidáním 16,5 ml kyseliny octové (99,8%) do 33,5 ml destilované 

vody.  

Nárůst biofilmu byl hodnocen spektrofotometricky při vlnové délce  

570 nm a výsledkem byla hodnota optické denzity (OD). Hodnota OD odráţela akumulaci 

barviva na dně a stěnách jamky. Byla porovnávána OD jednotlivých jamek s tzv. ´cut off 

value´, která byla vypoĉtena na základě naměřených hodnot OD negativních kontrol 

pomocí softwaru Dynex technologie revelation 4.25. Bakteriální kmeny s vyšší hodnotou 

´cut off value´ (+++) byly vyhodnoceny jako biofilmpozitivní. Kmeny s niţší hodnotou 

´cut off value´ (-/+/++) byly povaţovány za biofilmnegativní.  
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3.4.5 Stanovení interference s tvorbou biofilmu 

Byla testována interference testovaných látek s tvorbou bakteriálního biofilmu  

u referenĉního kmene pro testování schopnosti tvořit biofilm S. epidermidis CCM 7221, 

tedy, ţe nedošlo k tvorbě biofilmu.  

Nejprve byl po 50 µl rozpipetován BHI bujón s 0,25% příměsí glukózy do všech 

jamek v řadách B–H mikrotitraĉní destiĉky typu P. Destiĉky s bujónem byly do dalšího 

pouţití uchovávány při teplotě -60 °C.  

Do jamek řady A mikrotitraĉní destiĉky bylo napipetováno 100 µl ĉistého BHI jako 

negativní kontrola nebo 100 µl BHI s testovanou látkou. Následně bylo provedeno ředění 

dvojkovou řadou pro připravení koncentraĉní řady 100–0,78 mmol·l
-1

. Koncentraĉní řada  

u krocinu byla 10–0,078 mmol·l
-1 

a u gentamicinu 134–1,05 mmol·l
-1

.   

Poté byla připravena bakteriální suspenze s koncentrací        buněk/ml. Vzniklé 

inokulum bylo nalito na Petriho misku a pomocí MIC inokulátoru byly inokulovány jamky 

mikrotitraĉní destiĉky. Naoĉkované mikrotitraĉní destiĉky byly inkubovány při teplotě  

37 °C po dobu 24 hodin. Následující den byla odeĉtena hodnota minimální inhibiĉní 

koncentrace (MIC) a byla provedena modifikovaná Christensenova metoda 

v mikrotitraĉních destiĉkách (viz kapitola 3.4.4 Modifikovaná Christensenova metoda). 

Následně byla vizuálně zaznamenána minimální koncentrace látky inhibující růst  

ve formě biofilmu (MBIC), kdy bakterie netvořila biofilm, ale nacházela se v planktonické 

formě. A dále byla stanovena nejniţší koncentrace látky, která eradikovala biofilm 

(MBEC). Zda látka působí interferenĉně na biofilm, bylo stanoveno srovnáním hodnot 

MBIC s hodnotou MIC. V případě zjištěné niţší koncentrace, neţ MIC, byla látka 

vyhodnocena jako úĉinná při zábraně růstu bakterií ve formě biofilmu. 

 

3.4.6 Stanovení antibiofilmové aktivity 

Testování antibiofilmové aktivity, tedy zda testovaná látka působí na narostlý biofilm, bylo 

provedeno u referenĉního kmene pro detekci biofilmu S. epidermidis CCM 7221. Do všech 

jamek mikrotitraĉní destiĉky bylo napipetováno 50 µl BHI média s 0,25% přídavkem 

glukózy. Poté byla připravena bakteriální suspenze kmene S. epidermidis CCM 7221 

stejným způsobem jako je popsáno v kapitole (viz 3.4.3.1 Difuzní disková metoda).  

Připravená bakteriální suspenze byla pouţita k inokulaci všech jamek mikrotitraĉních 

destiĉek. Tyto destiĉky byly následně inkubovány při teplotě 37 °C po dobu 24 hodin.  
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Dále byla připravena v mikrotitraĉních destiĉkách koncentraĉní řada testovaných 

látek. Nejprve byl po 100 µl rozpipetován BHI bujón do všech jamek v řadách  

B–H mikrotitraĉní destiĉky.  

Do jamek řady A bylo napipetováno 200 µl BHI s testovanou látkou, které byly 

ředěny dvojkovou řadou pro připravení koncentraĉní řady 100–0,78 mmol·l
-1

 (krocin  

10–0,078 mmol·l
-1

 a gentamicin 134–1,05 mmol·l
-1

).  

Po kultivaci při 37 °C po dobu 24 hodin bylo z kaţdé jamky naoĉkovaných 

mikrotitraĉních destiĉek kmenem S. epidermidis CCM 7221 odsáto 50 µl média. Poté bylo 

do příslušných jamek destiĉky přidáno 50 µ média s testovanou látkou o urĉité 

koncentraci. Mikrotitraĉní destiĉky po výměně kultivaĉního média byly inkubovány  

při teplotě 37 °C po dobu 24 hodin. 

Následující den byl připraven 0,02% roztok resazurinu v destilované vodě  

(2 mg resazurinu bylo rozpuštěno v 10 ml destilované vody). Tento oxidoredukĉní 

indikátor byl sterilizován filtrací pomocí membrány millipore millex  

GP 0,22 µm. Viabilita buněk byla testována přidáním 20 µl resazurinu do všech jamek 

mikrotitraĉní destiĉky. Nakonec byla odeĉtena vizuální změna zbarvení jamek z modré  

na růţovou po 30 minutách a po 24 hodinové inkubaci při teplotě 37 °C. Ţivotaschopné 

buňky úĉinněji redukovaly resazurin, coţ se projevilo změnou barvy na růţovou.  
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4 VÝSLEDKY 

Výsledky v této diplomové práci byly získány v laboratořích na Ústavu mikrobiologie 

Lékařské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci a Fakultní nemocnice Olomouc. 

 

4.1 Identifikace bakterií metodou MALDI-TOF MS 

Metodou MALDI-TOF MS bylo identifikováno celkem 9 bakteriálních kmenů, které byly 

pouţity pro testování antimikrobiální a antibiofilmové aktivity v rámci experimentální ĉásti 

práce. Výsledky identifikace s nejlepší shodou, která je vyjádřena hodnotou skóre, jsou 

uvedeny v tabulce 6. 

 

Tabulka 6: Výsledky identifikace metodou MALDI-TOF MS 

Číslo kmene Druh Skóre 

CCM 7221 Staphylococcus epidermidis 1,969 

CCM 3953 Staphylococcus aureus 1,925 

CCM 4223 Staphylococcus aureus 2,086 

LMG 16656 Burkholderia cenocepacia 2,370 

CF5/358 Burkholderia cenocepacia 2,088 

CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa 2,331 

CNCTC 5537 Pseudomonas aeruginosa 2,371 

CF5/362 Pseudomonas aeruginosa 2,185 

CF5/363 Stenotrophomonas maltophilia 2,025 

 

4.2 Testování citlivosti k antibiotikům 

V rámci experimentů byla testována citlivost k antibiotikům pro stanovení antibiogramu 

testovacích kmenů. Diskovou difuzní metodou byla testována citlivost k sestavě antibiotik 

pro grampozitivní a gramnegativní bakterie. Pro stanovení citlivosti, respektive rezistence, 

k antibiotikům byly pouţity disky napuštěné antibiotiky o urĉité koncentraci a E-test 

Gentamicin (s koncentrací 0,016–256 µg·ml
-1

). Pro interpretaci výsledků bylo pouţito 

srovnání s breakpointy dle EUCAST (Clinical breakpoints – bacteria verze 8.0, 

http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/, tabulka 7 a 8).  

Naměřené průměry inhibiĉních zón jsou shrnuty v tabulce 9.  Koneĉné vyhodnocení, 

tedy jestli je testovaný bakteriální kmen citlivý nebo rezistentní k danému antibiotiku,  

je uvedeno v tabulce 10. Odeĉtené hodnoty MIC z E-testu jsou uvedeny v tabulce 11. 

Metodou E-test Gentamicin byla zjištěna citlivost ke gentamicinu u 4 bakteriálních 

kmenů: S. aureus CCM 3953, S. aureus CCM 4223, P. aeruginosa CCM 3955  

a P. aeruginosa CNCTC 5537.  Dle antibiogramu, byl kmen S. epidermidis CCM 7221 

http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/
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citlivý pouze ke dvěma testovaným antibiotikům: ko-trimoxazolu (25 µg) a tetracyklinu 

(30 µg).  

Kmeny B. cenocepacia LMG 16656, B. cenocepacia CF5/358 a P. aeruginosa 

CF5/362 byly rezistentní ke všem testovaným antibiotikům. U bakteriálního kmene  

S. maltophilia CF5/363 byla stanovena pouze citlivost ke ko-trimoxazolu a k ostatním 

testovaným antibiotikům byl tento kmen rezistentní. 

 

Tabulka 7: Klinické breakpointy dle EUCAST pro grampozitivní bakterie 

Kmen ERY CMN SXT CIP GMN TET LVX OXC GMN* 

S.epidermidis C˃21  

R˂18 

C˃22  

R˂19 

C˃17  

R˂14 

C˃24 

R˂24 

C˃22 

R˂22 

C˃22  

R˂19 

C˃24  

R˂24 

× C≤1 

R>1 

S. aureus C˃21  

R˂18 

C˃22  

R˂19 

C˃17  

R˂14 

C˃21 

R˂21 

C˃18 

R˂18 

C˃22  

R˂19 

C˃22  

R˂22 

× C≤1 

R>1 
Sestava pouţitých antibiotik: ERY = erythromicin 15 µg; CMN = clindamycin 2 µg;   

SXT = ko-trimoxazol 25 µg; CIP = ciprofloxacin 5 µg; GMN = gentamicin 10 µg;  

TET = tetracyklin 30 µg; LVX =  levofloxacin 5 µg; OXC = oxacillin  

1 µg; * GMN= E-test Gentamicin (o koncentraci 0,016–256 µg·ml
-1

); × = pro dané antibiotikum 

nejsou uvedeny ve směrnici EUCAST breakpointy  

 

Tabulka 8: Klinické breakpointy dle EUCAST pro gramnegativní bakterie 

Kmen GMN AKN MEM CIP SXT GMN* 

B. cenocepacia 

 

× × × × × × 

P. aeruginosa C˃15 

R˂15 

C˃18 

R˂15 

C˃24 

R˂18 

C˃26 

R˂26 

× C≤4 

R>4 

S  maltophilia × × × × C˃16 

R˂16 

× 

Sestava pouţitých antibiotik: GMN = gentamicin 10 µg; AKN = amikacin 30 µg;  

MEM =  meropenem 10 µg; CIP = ciprofloxacin 5 µg; SXT = ko-trimoxazol 25 µg;  

* GMN= E-test Gentamicin (o koncentraci 0,016–256 µg·ml
-1

); × = pro dané antibiotikum nejsou 

uvedeny ve směrnici EUCAST breakpointy  

 

Tabulka 9: Naměřené průměry inhibiĉních zón (mm)  

Kmen ERY CMN SXT CIP GMN TET LVX OXC MEM AKN 

S. epidermidis 

CCM7221 

0 0 25 0 15 26 0 0 – – 

S. aureus 

CCM 3953 

30 27 27 22 22 29 27 0 – – 

S. aureus 

CCM 4223 

30 27 27 22 22 29 22 0 – – 

B.cenocepacia 

LMG 16656 

– – 0 0 0 – – – 0 0 
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Tabulka 9: Naměřené průměry inhibiĉních zón (mm) – pokraĉování 

Kmen ERY CMN SXT CIP GMN TET LVX OXC MEM AKN 

B.cenocepacia 

CF5/358 

– – 0 0 0 – – – 0 0 

P. aeruginosa 

CCM 3955 

– – 0 22 17 – – – 0 20 

P. aeruginosa 

CNCTC 5537 

– – 0 35 17 – – – 0 22 

P. aeruginosa 

CF5/362 

– – 0 20 13 – – – 0 11 

S. maltophilia 

CF5/363 

– –   20 0 0 – – – 0 0 

Sestava pouţitých antibiotik: ERY = erythromicin 15 µg; CMN = clindamycin 2 µg; 

SXT = ko-trimoxazol 25 µg; CIP = ciprofloxacin 5 µg; GMN = gentamicin 10 µg;  

TET = tetracyklin 30 µg; LVX =  levofloxacin 5 µg; OXC = oxacillin 

1 µg; MEM =  meropenem 10 µg; AKN = amikacin 30 µg; – = nebylo testováno 

 

Tabulka 10: Stanovení citlivosti/rezistence bakteriálních kmenů  

Kmen ERY CMN SXT CIP GMN TET LVX OXC MEM AKN 

S. epidermidis 

CCM7221 

R R C R R C R R – – 

S. aureus 

CCM 3953 

C C C C C C C R – – 

S. aureus 

CCM 4223 

C C C C C C C R – – 

B.cenocepacia 

LMG 16656 

– – R R R – – – R R 

B.cenocepacia 

CF5/358 

– – R R R – – – R R 

P. aeruginosa 

CCM 3955 

– – R R C – – – R C 

P. aeruginosa 

CNCTC 5537 

– – R C C – – – R C 

P. aeruginosa 

CF5/362 

– – R R R – – – R R 

S. maltophilia 

CF5/363 

– – C R R – – – R R 

Sestava pouţitých antibiotik: ERY = erythromicin 15 µg; CMN = clindamycin 2 µg;  

SXT = ko-trimoxazol 25 µg; CIP = ciprofloxacin 5 µg; GMN = gentamicin 10 µg;  

TET = tetracyklin 30 µg; LVX = levofloxacin 5 µg; OXC = oxacillin  

1 µg; MEM =  meropenem 10 µg; AKN = amikacin 30 µg; R = rezistentní kmen; C = citlivý kmen; 

– = nebylo testováno; × = nebylo stanoveno 
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Tabulka 11: Hodnoty minimální inhibiĉní koncentrace a stanovení rezistence/citlivosti ke 

gentamicinu dle E-testu  

Kmen MIC [µg·ml
-1] * Rezistence/citlivost 

S. epidermidis CCM 7221 4 R 

S. aureus CCM 3953 0,75 C 

S. aureus CCM 4223 0,75 C 

B.cenocepacia LMG 16656 >256 × 

B.cenocepacia CF5/358 >256 × 

P. aeruginosa CCM 3955 2 C 

P. aeruginosa CNCTC 5537 3 C 

P. aeruginosa CF5/362 8 R 

S. maltophilia CF5/363 >256 × 
* E-test Gentamicin (o koncentraci 0,016–256 µg·ml

-1
); R = rezistentní kmen; C = citlivý kmen;  

× = pro dané antibiotikum nejsou uvedeny ve směrnici EUCAST breakpointy 

 

4.3 Antimikrobiální aktivita 

Byla testována antimikrobiální aktivita gentamicinu, síranu měďnatého a 26 přírodních 

látek. Řada látek byla v BHI špatně rozpustná, coţ mohlo následně negativně ovlivnit 

jejich antimikrobiální působení (příloha 1). U látek byla mikrodiluĉní metodou zjištěna 

hodnota MIC. Po přeoĉkování na krevní agar bylo stanoveno, zda se jedná o látku 

s bakteriostatickým nebo baktericidním působením. Výsledky testování jsou shrnuty 

v tabulce 12–14. Výsledky testování antimikrobiální aktivity v µg·ml
-1

 koncentracích  

jsou uvedeny v příloze 2–4.  

Gentamicin nevykazoval antimikrobiální úĉinky u 4 kmenů: 

S. epidermidis (CCM 7221), B. cenocepacia LMG 16656, B. cenocepacia  CF5/358  

a S. maltophilia CF5/363. Největší antimikrobiální úĉinky na všechny testované bakteriální 

kmeny vykazoval tropolon, kdy byla hodnota MIC ≤ 0,78 mmol·l
-1

. Další úĉinnou látkou  

byl karvakrol. Růst gramnegativních kmenů inhibovala nejlépe kyselina 

salicylhydroxamová. Látky krocin, kurkumin, hesperetin, naringenin a resveratrol byly 

v testovaných koncentracích neúĉinné na všechny testované bakteriální kmeny.  

Výsledky testování antimikrobiální aktivity gentamicinu, síranu měďnatého  

a nejzajímavějších látek (kyseliny gallové, kyseliny salicylhydroxamové a tropolonu)  

za pouţití kmene S. epidermidis (CCM 7221) s oznaĉením hodnoty MIC jsou znázorněny 

na obrázcích 15 a 16. Všechny jamky byly pomocí inokulátoru vyoĉkovány na krevní agar 

pro stanovení MBS a MBC (obrázek 17).  
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Tabulka 12: Výsledky testování antimikrobiální aktivity mikrodiluĉní metodou  

v koncentracích mmol·l
-1

 u kmene Staphylococcus epidermidis (CCM 7221), 

Staphylococcus aureus (CCM 3953) a Staphylococcus aureus (CCM 4223) 

Látka 
CCM 7221 CCM 3953 CCM 4223 

MIC MBS MBC MIC MBS MBC MIC MBS MBC 

gentamicin >134 – – 4,19 – 4,19 8,38 – 8,38 

síran měďnatý 6,25 6,25 12,50 6,25 6,25 12,50 6,25 6,25 12,50 

k. azelaová 6,25 6,25 12,50 12,50 – 12,50 12,50 – 12,50 

k. kávová 12,50 12,50 50 6,25 6,25 12,50 12,50 12,50 25 

karvakrol 3,13 – 3,13 ≤0,78 – – ≤0,78 – – 

katechin hydrát 25 25 – 50 – 50 50 50 100 

p-k. kumarová 12,50 – 12,50 50 – 50 50 50 100 

k.2,6-dihydroxybenzoová 25 – 25 25 – 25 25 – 25 

k.3,5-dihydroxybenzoová 25 – 25 12,50 12,50 50 25 25 50 

k.2,4-dihydroxyskořicová 25 – 25 25 25 50 50 50 100 

k. gallová 25 25 50 25 25 50 25 25 50 

k. 4-hydroxybenzoová 12,50 – 12,50 25 – 25 25 25 50 

k. 4-hydroxyfenyloctová 25 – 25 25 – 25 25 25 50 

k. isoferulicová 50 50 – 50 50 – 50 50 – 

k. isovanilová 12,50 12,50 – 12,50 12,50 – 12,50 12,50 – 

k. kynurenová 25 – 25 25 25 – 25 25 – 

k. šťavelová 6,25 6,25 12,50 12,50 12,50 25 12,50 12,50 25 

k. protokatechuová 12,50 12,50 25 25 25 50 12,50 12,50 25 

k. salicylová 12,50 12,50 25 12,50 12,50 25 12,50 12,50 25 

k. salicylhydroxamová 12,50 12,50 – 25 25 – 25 25 – 

k. sinapová 12,50 12,50 25 12,50 – 12,50 6,25 6,25 12,50 

k. syringová 12,50 – 12,50 12,50 12,50 25 12,50 12,50 50 

tropolon 0,39 0,39 3,13 ≤0,78 ≤0,78 6,25 ≤0,78 ≤0,78 12,50 

MIC = minimální inhibiĉní koncentrace; MBS = minimální bakteriostatická koncentrace;  

MBC = minimální baktericidní koncentrace 
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Tabulka 13: Výsledky testování antimikrobiální aktivity mikrodiluĉní metodou 

v koncentracích mmol·l
-1 

u kmenů Burkholderia cenocepacia (LMG 16656), Burkholderia 

cenocepacia  (CF5/358) a Stenotrophomonas maltophilia (CF5/363) 

Látka 
LMG 16656 CF5 358 CF5 363 

MIC MBS MBC MIC MBS MBC MIC MBS MBC 

gentamicin >134 – – >134 – – >134 – – 

síran měďnatý 12,50 – 12,50 12,50 – 12,50 6,25 6,25 12,50 

k. azelaová 12,50 12,50 25 25 – 25 6,25 6,25 12,50 

k. kávová 25 25 100 100 – 100 6,25 6,25 12,50 

karvakrol ≤0,78 – – 0,78 0,78 3,13 ≤0,78 ≤0,78 1,56 

katechin hydrát 25 – 25 50 50 100 50 – 50 

p-k. kumarová 50 – 50 50 50 100 6,25 6,25 12,50 

k.2,6-dihydroxybenzoová 25 – 25 25 – 25 12,50 12,50 25 

k.3,5-dihydroxybenzoová 12,50 12,50 25 25 – 25 12,50 12,50 25 

k.2,4-dihydroxyskořicová 25 25 50 50 50 – 25 – 25 

k. gallová 25 – 25 25 – 50 25 – 25 

k. 4-hydroxybenzoová 25 – 25 25 – 25 12,50 12,50 25 

k. 4-hydroxyfenyloctová 12,50 12,50 25 25 – 25 25 – 25 

k. isoferulicová 25 25 50 50 50 – 25 25 50 

k. isovanilová 12,50 – 12,50 12,50 12,50 25 12,50 – 12,50 

k. kynurenová 12,50 12,50 25 25 25 – 25 – 25 

k. šťavelová 12,50 – 12,50 12,50 – 12,50 6,25 – 6,25 

k. protokatechuová 25 – 25 25 – 25 25 – 25 

resveratrol >100 – – >100 – – 100 – 100 

k. salicylová 12,50 – 12,50 12,50 12,50 25 6,25 6,25 12,50 

k. salicylhydroxamová ≤0,78 – – 3,13 3,13 6,25 3,13 3,13 25 

k. sinapová 25 25 50 25 – 25 12,50 – 12,50 

k. syringová 6,25 6,25 12,50 12,50 12,50 25 6,25 6,25 12,50 

tropolon ≤0,78 – – ≤0,78 – – ≤0,78 – – 

MIC = minimální inhibiĉní koncentrace; MBS = minimální bakteriostatická koncentrace;  

MBC = minimální baktericidní koncentrace 
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Tabulka 14: Výsledky testování antimikrobiální aktivity mikrodiluĉní metodou 

v koncentracích mmol·l
-1 

u kmenů Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955), Pseudomonas 

aeruginosa   (CNCTC 5537) a Pseudomonas aeruginosa  (CF5/362) 

Látka 
CCM 3955 CNCTC 5537 CF5 362 

MIC MBS MBC MIC MBS MBC MIC MBS MBC 

gentamicin 2,09 – 2,09 4,19 – 4,19 8,38 – 8,38 

síran měďnatý 12,50 – 12,50 12,50 – 12,50 12,50 – 12,50 

k. azelaová 25 – 25 25 – 25 12,50 – 12,50 

k. kávová 100 – 100 100 – 100 50 50 100 

karvakrol 12,50 – 12,50 3,13 – 3,13 12,50 – 12,50 

katechin hydrát 100 100 – 50 50 100 50 – 50 

p-k. kumarová 50 50 100 50 50 100 50 50 100 

k.2,6-dihydroxybenzoová 25 – 25 25 – 25 25 – 25 

k.3,5-dihydroxybenzoová 25 – 25 25 – 25 25 – 25 

k.2,4-dihydroxyskořicová 50 50 100 50 50 – 50 50 – 

k. gallová 25 – 25 25 – 25 25 – 25 

k. 4-hydroxybenzoová 25 25 50 25 25 50 25 25 50 

k. 4-hydroxyfenyloctová 25 25 50 25 25 50 12,50 12,50 25 

k. isoferulicová 100 – – 100 100 – 100 100 – 

k. isovanilová 25 25 – 25 25 – 25 25 – 

k. kynurenová 25 25 – 25 25 – 25 25 – 

k. šťavelová 12,50 – 12,50 12,50 – 12,50 6,25 – 6,25 

k. protokatechuová 25 – 25 25 – 25 25 – 25 

k. salicylová 12,50 12,50 25 12,50 12,50 25 6,25 6,25 12,50 

k. salicylhydroxamová 3,13 3,13 50 3,13 3,13 100 ≤0,78 ≤0,78 25 

k. sinapová 25 – 25 25 – 25 12,50 12,50 25 

k. syringová 12,50 12,50 25 12,50 12,50 25 12,50 12,50 25 

tropolon 0,39 0,39 0,78 0,39 0,39 6,25 ≤0,78 ≤0,78 3,13 

MIC = minimální inhibiĉní koncentrace; MBS = minimální bakteriostatická koncentrace;  

MBC = minimální baktericidní koncentrace 
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Obrázek 15: Výsledek mikrodiluĉní metody u kmene 

Staphylococcus epidermidis (CCM 7221). PK = pozitivní kontrola 

(S. epidermidis CCM 7221);  NK = negativní kontrola (BHI);  testované látky:  

gen = gentamicin; CuSO4 = síran měďnatý; 11 = kyselina gallová; 23 = kyselina 

salicylhydroxamová; 26 =  tropolon. 

 

 
Obrázek 16: Výsledek mikrodiluĉní metody u kmene 

Staphylococcus epidermidis (CCM 7221). PK = pozitivní kontrola 

(S. epidermidis CCM 7221); NK = negativní kontrola (BHI); testované látky:  

gen = gentamicin; CuSO4 = síran měďnatý; 11 = kyselina gallová; 23 = kyselina 

salicylhydroxamová; 26 =  tropolon. 



44 

 

 

     

Obrázek 17: Stanovení MBS a MBC u kmene S. epidermidis (CCM 7221) na krevním 

agaru. (A) vyoĉkovány sloupce 1–6 z mikrotitraĉní destiĉky prezentované na obrázku 15; 

(B) vyoĉkovány sloupce 7–12 z mikrotitraĉní destiĉky prezentované na obrázku 15; 

(C) vyoĉkovány sloupce 7–12 z mikrotitraĉní destiĉky prezentované na obrázku 16 

 

4.4 Modifikovaná Christensenova metoda 

Pro průkaz tvorby biofilmu byla pouţita modifikovaná Christensenova metoda 

v mikrotitraĉní destiĉce. Schopnost biofilmu byla testována v BHI bez příměsi glukózy  

a s přídavkem glukózy (0,25% a 1%).  Nejlepší nárůst bakterií ve formě biofilmu byl 

zaznamenán u destiĉky obsahující BHI s 0,25% přídavkem glukózy. 

U bakteriálního kmene Stenotrophomonas maltophilia (CF5/363) nebyla stanovena 

schopnost tvořit biofilm. Všechny ostatní testované kmeny byly biofilmpozitivní. 

Schopnost tvorby biofilmu testovaných kmenů v BHI s přídavkem 0,25% glukózy  

je zobrazena na obrázku 18. Výsledné naměřené hodnoty optické denzity pro jednotlivé 

bakteriální kmeny jsou uvedeny v tabulce 15.  

 

 

Obrázek 18: Výsledek testování schopnosti růst ve formě biofilmu modifikovanou 

Christensenovou metodou (rozmístění kmenů viz tabulka 15). 
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Tabulka 15: Naměřené hodnoty optické denzity  

 1 2 3 4 5 

A (NK) 

0.373 

(CCM 3953) 

3.999 +++ 

(LMG 16656) 

2.625 +++ 

(CCM 3955) 

2.921 +++ 

(CF5/362) 

3.999 +++ 

B (NK) 

0.324 

(CCM 3953) 

3.999 +++ 

(LMG 16656) 

2.280 +++ 

(CCM 3955) 

3.432 +++ 

(CF5/362) 

2.693 +++ 

C (NK) 

0.276 

(CCM 3953) 

3.999 +++ 

(LMG 16656) 

2.796 +++ 

(CCM 3955) 

3.215 +++ 

(CF5/362) 

2.368 +++ 

D (NK) 

0.357 

(CCM 3953) 

3.999 +++ 

(LMG 16656) 

2.273 +++ 

(CCM 3955) 

3.999 +++ 

(CF5/362) 

3.999 +++ 

E (PK) 

3.999 

(CCM 4223) 

3.999 +++ 

(CF5/358) 

1.822 +++ 

(CNCTC 5537) 

3.999 +++ 

(CF5/363) 

0.698 ++ 

F (PK) 

3.999 

(CCM 4223) 

3.999 +++ 

(CF5/358) 

1.824 +++ 

(CNCTC5537) 

3.999 +++ 

(CF5/363) 

0.606 + 

G (PK) 

3.999 

(CCM 4223) 

3.999 +++ 

(CF5/358) 

1.806 +++ 

(CNCTC5537) 

3.620 +++ 

(CF5/363) 

0.474 + 

H (PK) 

3.999 

(CCM 4223) 

3.999 +++ 

(CF5/358) 

1.348 +++ 

(CNCTC 5537) 

3.999 +++ 

(CF5/363) 

0.636 + 

NK = negativní kontrola (BHI); PK = pozitivní kontrola (Staphylococcus epidermidis 

CCM 7221); Staphylococcus aureus (CCM 3953); Staphylococcus aureus (CCM 4223); 

Burkholderia cenocepacia (LMG 16656); Burkholderia cenocepacia (CF5/358); 

Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955); Pseudomonas aeruginosa (CNCTC 5537); 

Pseudomonas aeruginosa (CF5/362); Stenotrophomonas maltophilia (CF5/363);  

+++ biofilmpozitivní; -/+/++ biofilmnegativní 

 

4.5 Stanovení interference s tvorbou biofilmu 

Mimo antimikrobiální aktivitu byla testována schopnost interference testovaných látek  

s tvorbou bakteriálního biofilmu u referenĉního kmene pro testování schopnosti tvořit 

biofilm S. epidermidis CCM 7221. Pro stanovení interference s tvorbou biofilmu byla 

pouţita modifikovaná Christensenova metoda v mikrotitraĉních destiĉkách. Výsledky 

srovnání hodnot MIC a MBIC v mmol·l
-1

 jsou uvedeny v tabulce 16. Nejsilnější 

interferenĉní úĉinek byl stanoven u látek: kyseliny 2,4-dihydroxyskořicové, kyseliny 

isoferulicové, naringenininu, resveratrolu a kyseliny sinapové. Tyto látky zamezovaly 

tvorbě biofilmu při niţší koncentraci, neţ byla hodnota MIC.  

Hodnota MBIC u tropolonu byla stanovena menší nebo rovna 0,78 mmol·l
-1 

koncentraci a hodnota MIC 0,39 mmol·l
-1

. Protoţe interference s tvorbou biofilmu nebyla 

testována při niţší neţ 0,78mmol/l koncentraci, nelze hodnotu MBIC přesně stanovit a tak 

urĉit, zda tropolon zabraňuje tvorbě biofilmu při niţší koncentraci neţ je hodnota MIC. 

Minimální inhibiĉní koncentrace u výše zmíněných látek je zobrazena na obrázku  

19 a výsledky interference na obrázku 20. 
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Tabulka 16: Minimální inhibiĉní koncentrace a koncentrace informující o interferenci 

biofilmu u kmene Staphylococcus epidermidis (CCM 7221) 

Látka 
MIC 

[mmol·l
-1

] 

MBIC 

[mmol·l
-1

] 

MBEC 

[mmol·l
-1

] 

Interference 

gentamicin >134 134 >134 × 

síran měďnatý 6,25 – 6,25 × 

k. azelainová 6,25 – 6,25 × 

k. kávová 12,5 – 12,5 × 

karvakrol 3,13 1,56 3,13 I 

katechin hydrát 25 12,50 25 I 

p-k. kumarová 12,50 6,25 12,50 I 

krocin B >10 – >10 × 

kurkumin >100 – >100 × 

k. 2,6-dihydroxybenzoová 25 12,50 25 I 

k. 3,5-dihydroxybenzoová 25 12,50 25 I 

k. 2,4-dihydroxyskořicová 25 3,13 25 I 

k. gallová 25 – 25 × 

hesperetin >100 – >100 × 

k. 4-hydroxybenzoová 12,50 6,25 12,50 I 

k. 4-hydroxyfenyloctová 25 12,50 25 I 

k. isoferulicová 50 6,25 50 I 

k. isovanilová 12,50 6,25 12,50 I 

k. kynurenová 25 6,25 25 I 

(±)-Naringenin >100 25 >100 I 

k. šťavelová 6,25 3,13 6,25 I 

k. protokatechuová 12,50 – 12,50 × 

resveratrol >100 ≤0,78 >100 I 

k. salicylová 12,50 6,25 12,50 I 

k. salicylhydroxamová 12,50 1,56 12,50 I 

k. sinapová 12,50 1,56 12,50 I 

k. syringová 12,50 1,56 12,50 I 

tropolon 0,39 ≤0,78 0,39 ND 

MIC = minimální inhibiĉní koncentrace; MBIC = minimální biofilm inhibující koncentrace;  

MBEC = minimální biofilm eradikující koncentrace; I = byla pozorována interference s tvorbou 

biofilmu, bylo zabráněno tvorbě biofilmu při niţší koncentraci neţ, byla hodnota MIC; × = nebyla 

pozorována interference s tvorbou biofilmu; ND = nebylo stanoveno 
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Obrázek 19: Stanovení MIC mikrodiluĉní metodou u kmene S. epidermidis (CCM 7221).  

PK = pozitivní kontrola (S. epidermidis CCM 7221); NK = negativní kontrola (BHI);  

testované látky: 10 = kyselina 2,4-dihydroxyskořicová; 15 = kyselina isoferulicová;  

18 = naringeninin; 21 = resveratrol; 24 = kyselina sinapová. 

 

 

Obrázek 20: Interference s tvorbou biofilmu u kmene Staphylococcus epidermidis (CCM 

7221). PK = pozitivní kontrola (S. epidermidis CCM 7221); NK = negativní kontrola 

(BHI); testované látky: 10 = kyselina 2,4-dihydroxyskořicová; 15 = kyselina isoferulicová; 

18 = naringeninin; 21 = resveratrol; 24 = kyselina sinapová. 
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4.6 Stanovení antibiofilmové aktivity 

V poslední ĉásti této práce byla testována antibiofilmová aktivita u referenĉního kmene  

pro detekci biofilmu S. epidermidis CCM 7221. Zda testovaná látka působí na narostlý 

biofilm, bylo vizualizováno přidáním barviva resazurinu. Podle změny zbarvení z modré 

na růţovou po 30 minutové a 24 hodinové inkubaci při teplotě 37 °C byla stanovena 

viabilita buněk.   

Z důvodu generaĉní doby bakterie byla odeĉítána antibiofilmová aktivita  

po 30 minutové inkubaci, při které bylo pozorováno modré zbarvení pouze u 3 látek: 

karvakrolu (50 mmol·l
-1

), katechin hydrátu (25 mmol·l
-1

) a tropolonu (12,5 mmol·l
-1

)  

(obrázek 21). Tyto 3 látky pomaleji prostupovaly do vyzrálého biofilmu. Po 30 minutové 

inkubaci zmíněné látky neprostoupily do struktury biofilmu. Propustnost látek do biofilmu 

byla zaznamenána aţ po 24 hodinové inkubaci. Všechny ostatní testované látky na narostlý 

biofilm nepůsobily, coţ znaĉilo růţové zbarvení jamek jiţ po 30 minutové inkubaci.  

Po 24 hodinové inkubaci na biofilm nebylo pozorováno působení ţádné z testovaných 

látek (obrázek 22). 

 

 

Obrázek 21: Výsledek stanovení antibiofilmové aktivity testovaný u kmene 

Staphylococcus epidermidis (CCM 7221) odeĉtený po 30 minutách působení resazurinu. 

PK = pozitivní kontrola (S. epidermidis CCM 7221); NK = negativní kontrola (BHI); 

testované látky: gen = gentamicin; CuSO4 = síran měďnatý; 3 = karvakrol; 4 = katechin 

hydrát; 26 =  tropolon. 
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Obrázek 22: Výsledek stanovení antibiofilmové aktivity testovaný u kmene 

Staphylococcus epidermidis (CCM 7221) odeĉtený po 24 hodinách působení resazurinu. 

PK = pozitivní kontrola (S. epidermidis CCM 7221); NK = negativní kontrola (BHI); 

testované látky: gen = gentamicin; CuSO4 = síran měďnatý; 3 = karvakrol; 4 = katechin 

hydrát; 26 =  tropolon. 
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5 DISKUZE 

Diplomová práce je zaměřena na studium antimikrobiální aktivity 26 přírodních látek, 

gentamicinu a síranu měďnatého. Mikrodiluĉní metodou byla stanovena minimální 

inhibiĉní koncentrace (MIC), coţ je nejniţší koncentrace antimikrobiální látky, která 

inhibuje růst a mnoţení testované bakterie. Dále bylo zjišťováno, zda se jedná o látku 

s bakteriostatickým nebo baktericidním úĉinkem. U referenĉního kmene Staphylococcus 

epidermidis CCM 7221 byla testována antibiofilmová aktivita a interference s tvorbou 

biofilmu. 

Antimikrobiální aktivita byla testována na celkem 9 bakteriálních kmenech, které 

zahrnovaly 6 referenĉních kmenů a 3 klinické izoláty. Jako referenĉní kmeny byly pouţity  

S. epidermidis CCM 7221, S. aureus CCM 3953, S. aureus CCM 4223, B. cenocepacia 

LMG 16656, P. aeruginosa CCM 3955, P. aeruginosa CNCTC 5537. Klinické bakteriální 

kmeny byly vykultivované ze vzorků sputa od pacientů trpících cystickou fibrózou  

a jednalo se o kmeny B. cenocepacia CF5/358, P. aeruginosa CF5/362, S. maltophilia 

CF5/363. 

Mezi faktory, které mohly ovlivnit antimikrobiální úĉinnost látek, patří např. sloţení 

kultivaĉního média, testované mikroorganismy, extrakĉní metoda,  pH a rozpustnost 

vzorku v kultivaĉním médiu (Rios a kol., 1988). Podle studie Aleksic a Knezevic (2014) 

antimikrobiální aktivitu komplikuje špatná rozpustnost přírodních látek a nestabilita.  

Pro zvýšení rozpustnosti se pouţívají látky Tween 80 nebo dimethylsulfoxid, které ale mají 

antimikrobiální úĉinek. Řada testovaných látek byla v BHI špatně rozpustná, coţ mohlo 

následně negativně ovlivnit jejich antimikrobiální působení (příloha 1). 

Z hlediska antimikrobiální aktivity bylo nejzajímavějších 5 látek, zahrnující 

gentamicin, síran měďnatý, kyselina gallová, kyselina salicylhydroxamová a tropolon.  

Výsledky testování prezentované v této práci ukazují, ţe gentamicin působil 

baktericidně  při hodnotách  MIC 2 µg·ml
-1 

pro S. aureus CCM 3953 a 4 µg·ml
-1

 

pro S. aureus CCM 4223, 1 µg·ml
-1 

pro P. aeruginosa CCM 3955, 2 µg·ml
-1

 

pro P. aeruginosa   CNCTC 5537 a 4 µg·ml
-1 

pro P. aeruginosa  CF5/362. 

Ve studii Rodrigues a kol. (2017) byla testována antimikrobiální aktivita gentamicinu 

proti kmenům S. aureus a P. aeruginosa. U těchto kmenů byla mikrodiluĉní metodou 

zjištěna hodnota MIC a MBC. Hodnota MIC gentamicinu pro kmen S. aureus byla  

12,5 µg·ml
-1

 a MBC 100 µg·ml
-1

.  U bakteriálního kmene P. aeruginosa byla stanovena 

MIC gentamicinu 12,5 µg·ml
-1 

a MBC 25 µg·ml
-1

. Ve studii byl pouţit Mueller-Hintonův 

bujón a vytvořená bakteriální suspenze měla hodnotu 1 McFarlanda.  
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Z výsledků vyplývá, ţe v této práci byl pozorován větší antimikrobiální efekt 

gentamicinu na testované kmeny neţ ve studii Rodrigues a kol. (2017). Rozdílné výsledky 

hodnot MIC mohou být způsobeny např. pouţitím kmenů s niţší citlivostí  

na antimikrobiální látky neţ v této práci. Ve studii byl pouţit také jiný typ média 

s odlišnou hustotou zákalu, coţ také mohlo ovlivnit naměřené hodnoty MIC.  

Citlivost ke gentamicinu byla také testována metodou E-test . Byly zjištěny odchylky 

mezi výsledky MIC stanovenými mikrodiluĉní metodou a E-testem u grampozitivních 

kmenů: S. epidermidis CCM 7221, S. aureus CCM 3953 a S. aureus CCM 4223. Hodnoty 

MIC získané z E-testu u těchto kmenů byly 4 µg·ml
-1

, 0,75 µg·ml
-1 

a 0,75 µg·ml
-1

. 

Výsledné hodnoty MIC zjištěné mikrodiluĉní metodou byly pro uvedené kmeny 

>64 µg·ml
-1

, 2 µg·ml
-1 

a 4 µg·ml
-1

. Výsledky hodnot MIC stanovených u gramnegativních 

bakterií se nelišily. 

Srovnáním mikrodiluĉní metody a E-testu se zabývala studie Prakash a kol. (2008),  

ve které bylo testováno MIC vankomycinu proti meticilin-rezistentnímu kmenu S. aureus 

(MRSA). V uvedené studii byly prokázány odchylky hodnot MIC mezi pouţitými 

metodami, coţ odpovídá výsledkům prezentovaných v předloţené diplomové práci. 

Odchylky mezi výsledky MIC získanými z jednotlivých metod mohou být způsobeny  

např. jinou várkou pouţitého bujónu, pouţitím suspenze pro inokulaci o jiném zákalu  

atd. Metoda E-test je ovlivňována nejvíce schopností difuze antibiotika do agaru na rozdíl 

od mikrodiluĉní metody, kde naopak mohou vznikat odchylky během tvorby koncentraĉní 

řady (Amsler a kol., 2010). 

Mikrodiluĉní metodou byla zjištěna hodnota MIC síranu měďnatého pro testované 

kmeny v rozmezí 6,25–12,5 mmol·l
-1

.  Na grampozitivní kmeny působil síran měďnatý 

bakteriostatickým úĉinkem na rozdíl od gramnegativních, kde byl pozorován baktericidní 

úĉinek. Ve studii Feßler a kol. (2017) se výrazně nelišila zjištěná hodnota MIC  

u testovaného kmene S. aureus RN4220, která byla 6 mmol·l
-1

. Výsledky hodnot MIC 

získané v experimentální ĉásti této práce se shodují s poznatky uvedené ve studii. 

Při testování kyseliny gallové byl pozorován bakteriostatický úĉinek na grampozitivní 

kmeny a naopak baktericidní úĉinek na gramnegativní kmeny. Hodnota MIC byla u všech 

testovaných kmenů 25 mmol·l
-1

, coţ odpovídá koncentraci 4,25 µg·ml
-1

. Ve studii 

Sanhueza a kol. (2017) byla testována antimikrobiální aktivita kyseliny gallové získána 

z hroznových výlisků proti referenĉním kmenům  S. aureus ATCC 6538 a E. coli ATCC 

25922 a klinickým izolátům S. aureus (8298–2 a 8275), meticilin-rezistentní S. aureus  

(622–4 a 97–7) a E. coli (33.1, 16.1 a A2UC). Hodnota MIC pro testované kmeny byla 

v rozmezí od 1 500 do 3000 µg·ml
-1

.  
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Výsledné hodnoty MIC fenolových kyselin proti kontrolnímu kmenu S. aureus ATCC 

6538 získané v uvedené studii byly porovnány s výsledky MIC přírodních látek proti 

kmenům S. aureus (CCM 3953) a S. aureus (CCM 4223) pouţitých v experimentální ĉásti 

této práce (tabulka 17). Při testování antimikrobiální aktivity kyseliny gallové a dalších 

fenolových kyselin v rámci prezentované diplomové práce bylo dosaţeno lepší úĉinnosti  

u testovaných bakteriálních kmenů, neţ ve zmíněné studii. Rozdíl mezi výsledky můţe být 

dán např. citlivostí testovaných kmenů nebo pouţitým bujónem pro testování, jak bylo 

zmíněno dříve. Bakteriostatický a baktericidní úĉinek fenolových kyselin nelze srovnat, 

protoţe ve studii Sanhueza a kol. (2017) nebyla uvedena hodnota MBC a MBS.  

 

Tabulka 17: Srovnání výsledků MIC u kmene S. aureus ATCC 6538 ze studie Sanhueza a 

kol. (2017) a testovaných kmenů S. aureus (CCM 3953)  

a S. aureus (CCM 4223) 

 

Látka 

MIC [µg·ml
-1

] 
Samostatné fenolové 

slouĉeniny 

Fenolové slouĉeniny 

z extraktu * 

Samostatné fenolové 

slouĉeniny 

ATCC 6538 ATCC 6538 CCM 3953 CCM 4223 

k. gallová 1500 47 4,25 4,25 

k. syringová 625 39 2,48 2,48 

p- k. kumarová 1500 24 8,21 8,21 

k. protokatechová 750 23 3,85 1,93 

* fenolové slouĉeniny získané z extraktu hroznových výlisků 

 

Kyselina salicylhydroxamová byla úĉinnější na gramnegativní bakterie  

neţ grampozitivní. Ve studii Algadi a kol. (2017) byla difuzní diskovou metodou 

prokázána antimikrobiální aktivita proti kmenům Escherichia coli ATCC 25922, 

Pseudomonas aeuruginosa ATCC 27853 a Staphylococcus aureus ATCC 25923. Kyselina 

salicylhydroxamová nepůsobila na grampozitivní kmen Bacillus subtilis NCTC 8236. 

Stanovená zvýšená antimikrobiální aktivita kyseliny salicylhydroxamové proti 

gramnegativním kmenům v uvedené studii potvrdila výsledky získané v rámci této práce. 

Výjimkou byl kmen S. aureus ATCC 25923, který byl ve studii úĉinně inhibován 

kyselinou salicylhydroxymovou.  

Nejúĉinnější látkou při testování antimikrobiální aktivity pro všechny pouţité kmeny 

byl tropolon s hodnotou MIC 0,39 mmol·l
-1

.  U této látky nelze srovnat naměřené hodnoty 

MIC s jinými výsledky, protoţe dosud nebyla provedena studie antimikrobiální aktivity 

tropolonu na bakteriální druhy pouţité v této práci.  

Ve studii Donlin a kol. (2017) byl testován tropolon a jeho deriváty na kvasinku 

Cryptococcus neoformans. Tropolon nepůsobil cytotoxicky a inhiboval růst kryptokoka  
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při hodnotě MIC 0,024 mmol·l
-1

. Nejúĉinnějším inhibitorem byl thiotropolon, derivát 

tropolonu, s hodnotou MIC 0,0002 mmol·l
-1

. 

Dále byla v rámci prezentované diplomové práce testována schopnost tvorby biofilmu 

pomocí modifikované Christensenovy metody v mikrotitraĉních destiĉkách. Bakteriální 

kmen S. maltophilia CF5/363 jako jediný z devíti testovaných kmenů netvořil biofilm. 

Ve studii Madi a kol. (2016) bylo na průkaz tvorby biofilmu otestováno celkem 42 kmenů  

S. maltophilia izolovaných z pacientů s cystickou fibrózou. Byly zjištěny  

jak biofilmpozitivní, tak biofilmnegativní kmeny.  

Pomocí Christensenovy metody Pinheiro a kol. (2016) sledovali tvorbu biofilmu  

u bakteriálních kmenů Staphylococcus epidermidis a Staphylococcus haemolyticus 

izolovaných z krve pacientů z brazilské nemocnice. U kmene S. epidermidis byl zjištěn 

větší poĉet biofilmpozitivních bakterií neţ u S. haemolyticus. V této studii bylo pouţito 

jiné médium tzv. tryptózo-sójový bujón (TSB) s přídavkem 2% glukózy na rozdíl od zde 

pouţitého BHI s 0,25% přídavkem glukózy. 

Studie Stepanović a kol. (2007) se zabývala jednotlivými kroky při průkazu tvorby 

biofilmu u stafylokoků. Zjistili, ţe největší odchylky od správného výsledku mohou 

vzniknout během testování při promývání destiĉek a volbě vhodného média.  Kvůli 

zabránění narušení integrity biofilmu doporuĉují minimálně 3 opakované promytí  

za pouţití mikropipety. Jako kultivaĉní médium je nejĉastěji uţíván tryptózo-sójový bujón 

(TSB). Dalším uţívaným médiem je BHI. U obou médií je doporuĉován 0,25% aţ 4% 

přídavek glukózy.  

Přídavkem glukózy do kultivaĉního média se zvyšuje schopnost bakterií tvořit biofilm. 

To bylo prokázáno ve studii Mathur a kol. (2006), ve které bylo testováno 152 klinických 

izolátů Staphylococcus spp. Ze 152 izolátů bylo v médiu bez glukózy stanoveno pouze  

7 biofilmpozitivních kmenů. Po přidání 2% glukózy do BHI se zvýšil poĉet 

biofilmpozitivních kmenů na 70.  Ve studii Veh a kol. (2015) a Knobloch a kol (2002) byla 

také pro zlepšení schopnosti bakterií růst ve formě biofilmu přidána glukóza do média.  

U kmene S. epidermidis CCM 7221 byla navíc testována schopnost interference 

přírodních látek, gentamicinu a síranu měďnatého na tvorbu bakteriálního biofilmu  

a antibiofilmová aktivita. Nejsilnější interferenĉní úĉinek byl zjištěn u pěti testovaných 

látek: kyselina 2,4-dihydroxyskořicová, kyselina isoferulicová, naringeninin, resveratrol  

a kyselina sinapová. Růst a mnoţení při těchto koncentracích látky není inhibováno, 

ale bakterie roste v planktonní formě, coţ má význam např. při antibiotické terapii. Buňky 

v planktonické formě jsou lépe eradikovány při pouţití antibiotik, mechanické oĉistě  

a dezinfekci neţ buňky v biofilmu.  
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Interferencí přírodní látky geraniolu na tvorbu bakteriálního biofilmu u kmene  

S. epidermidis se zabývala studie Kannappan a kol. (2017). Hodnota MBIC geraniolu byla 

200 µg·ml
-1 

a MIC byla 512 µg·ml
-1

. Tato přírodní látka působila interferenĉně při niţších 

koncentracích neţ MIC, jako výše zmíněné látky, které byly testovány  

v rámci prezentované práce. 

Antibiofilmová aktivita byla testována u kmene S. epidermidis CCM 7221. Ţádná 

z testovaných látek nebyla úĉinná natolik, aby prostoupila do struktury vyzrálého biofilmu.  

Bakterie se schopností růst ve formě biofilmu jsou odolnější vůĉi působení 

antimikrobiálních látek. Problémem je, ţe hodnota MIC a MBC antibiotik proti bakteriím 

rostoucím ve formě biofilmu je 100–1000 krát vyšší neţ u bakterií rostoucích 

v planktonické formě. Také jsou tyto bakterie 150–3000 krát odolnější vůĉi působení 

dezinfekĉních prostředků (Paraje, 2011). 

Stejnou problematikou se zabývala studie Holá a kol. (2004), ve které bylo pouţito  

45 kmenů S. epidermidis izolovaných z hemokultur pacientů s příznaky sepse. Ve studii 

byl pouţit stejný referenĉní biofilm pozitivní kmen S. epidermidis CCM 7221. Práce  

se zabývala antimikrobiální aktivitou antibiotik a porovnáním hodnot MIC s minimální 

biofilm inhibující koncentrací (MBIC) a minimální biofilm eradikující koncentrace 

(MBEC). Hodnoty MBIC i MBEC mnohonásobně přesahovaly hodnoty MIC. Výsledkem 

této studie je zjištění, ţe pouhé stanovení MIC nestaĉí ke zjištění koncentrace antibiotika, 

která je schopna úĉinně zlikvidovat mikrobiální buňky v biofilmu.  
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6 ZÁVĚR  

V této diplomové práci byla mikrodiluĉní metodou testována antimikrobiální aktivita  

26 přírodních látek, gentamicinu a síranu měďnatého. Celkově nejúĉinnější látkou byl 

tropolon, který inhiboval růst všech 9 testovaných bakteriálních kmenů jiţ při velmi 

nízkých koncentracích.  Zcela neúĉinné byly látky krocin, kurkumin, hesperetin, 

naringenin a resveratrol.  

Při průkazu tvorby biofilmu byla pouţita Christensenova metoda v mikrotitraĉních 

destiĉkách. Bylo zjištěno, ţe jen jeden bakteriální kmen Stenotrophomonas maltophilia 

(CF5/363) z testovaných netvořil biofilm.  

Otestováním antibiofilmové aktivity na bakteriálním kmeni S. epidermidis CCM 7221 

bylo prokázáno, ţe ţádná z testovaných látek nepůsobila na narostlý bakteriální biofilm. 

Některé látky (kyselina 2,4-dihydroxyskořicová, kyselina isoferulicová, naringeninin, 

resveratrol a kyselina sinapová) ovšem působily interferenĉně na schopnost tvorby 

biofilmu v niţších koncentracích neţ je MIC. 

Většina přírodních látek byla úĉinná při vysokých koncentracích. Přírodní látky  

by se mohly uţívat v kombinaci s antibiotiky, kdy by mohlo dojít ke sníţení potřebné 

dávky nebo ke zvýšení úĉinnosti antibiotika. Působením přírodních látek můţe dojít 

k zabránění schopnosti bakterie vytvářet biofilm, kdy bakterie v planktonní formě mohou 

být úĉinněji léĉeny s pouţitím niţší dávky antibiotika, neţ při eradikaci bakterií rostoucích 

ve formě biofilmu.  
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8 PŘÍLOHY 

Příloha 1: Informace o testovaných látkách 

Název látky 

Mw 

[g·mol
-1

] 

naváţka 

[mg] 

koncentrace 

[µg·ml
-1

]* 

rozpustnost v 

BHI 

[mmol·l
-1

] 

gentamicin 477,60 191,04 47,76 R 

síran měďnatý 249,69 99,88 24,97 R 

k. azelaová 188,22 75,29 18,82 R 

k. kávová 180,16 72,06 18,02 R 

karvakrol 150,22 60,09 15,02 R 

katechin hydrát 290,27 116,11 29,03 12,50 

p-kyselina kumarová 164,16 65,66 16,42 12,50 

krocin B 976,96 390,78 97,70 R 

kurkumin 368,38 147,35 36,84 1,56 

k. 2,6-dihydroxybenzoová 154,12 61,65 15,41 R 

k. 3,5-dihydroxybenzoová 154,12 61,65 15,41 R 

k. 2,4-dihydroxyskořicová 180,16 72,06 18,02 12,50 

k. gallová 170,12 68,05 17,01 R 

hesperetin 302,28 120,91 30,23 3,13 

k. 4-hydroxybenzoová 138,12 55,25 13,81 R 

k. 4-hydroxyfenyloctová 152,15 60,86 15,22 R 

k. isoferulicová 194,18 77,67 19,42 25 

k. isovanilová 168,15 67,26 16,82 12,50 

k. kynurenová 189,17 75,67 18,92 12,50 

naringenin 272,25 108,90 27,23 N 

k. šťavelová 90,02 36,01 9,00 R 

k. protokatechová 154,12 61,05 15,41 12,50 

resveratrol 228,28 91,31 22,83 N 

k. salicylová 138,12 55,25 13,81 50 

k. salicylhydroxamová 153,14 61,26 15,31 12,50 

k. sinapová 224,21 89,68 22,42 12,50 

k. syringová 198,17 79,27 19,82 25 

tropolon 122,12 48,85 12,21 R 

* pro roztok o koncentraci 100 mmol·l
-1

; R = rozpustná od nejvyšší testované koncentrace;  

N = nerozpustná 

 

 

 

 

 



 

 

Příloha 2: Výsledek testování antimikrobiální aktivity v koncentracích µg·ml
-1

 u 

kmene S. epidermidis (CCM 7221), S. aureus (CCM 3953) a S. aureus (CCM 4223) 

 

Látka 
CCM 7221 CCM 3953 CCM 4223 

MIC MBS MBC MIC MBS MBC MIC MBS MBC 

gentamicin >64 – – 2 – 2 4 – 4 

síran měďnatý 1,56 1,56 3,12 1,56 1,56 3,12 1,56 1,56 3,12 

k. azelaová 1,18 1,18 2,35 2,35 – 2,35 2,35 – 2,35 

k. kávová 2,25 2,25 9,01 1,13 1,13 2,25 2,25 2,25 4,51 

karvakrol 0,47 – 0,47 ≤0,12 – – ≤0,12 – – 

katechin hydrát 7,26 7,26 – 14,52 – 14,52 14,52 14,52 29,03 

p-k. kumarová 2,05 – 2,05 8,21 – 8,21 8,21 8,21 16,42 

krocin B >9,77 – – >9,77 – – >9,77 – – 

kurkumin >36,84 – – >36,84 – – >36,84 – – 

k. 2,6-dihydroxybenzoová 3,85 – 3,85 3,85 – 3,85 3,85 – 3,85 

k. 3,5-dihydroxybenzoová 3,85 – 3,85 1,93 1,93 7,71 3,85 3,85 7,71 

k. 2,4-dihydroxyskořicová 4,51 – 4,51 4,51 4,51 9,01 9,01 9,01 18,02 

k. gallová 4,25 4,25 8,51 4,25 4,25 8,51 4,25 4,25 8,51 

hesperetin >30,23 – – >30,23 – – >30,23 – – 

k. 4-hydroxybenzoová 1,73 – 1,73 3,45 – 3,45 3,45 3,45 6,91 

k.4hydroxyfenyloctová 3,81 – 3,81 3,81 – 3,81 3,81 3,81 7,61 

k. isoferulicová 9,71 9,71 – 9,71 9,71 – 9,71 9,71 – 

k. isovanilová 2,10 2,10 – 2,10 2,10 – 2,10 2,10 – 

k. kynurenová 4,73 – 4,73 4,73 4,73 – 4,73 4,73 – 

(±)-naringenin >27,23 – – >27,23 – – >27,23 – – 

k. šťavelová 0,56 0,56 1,13 1,13 1,13 2,25 1,13 1,13 2,25 

k. protokatechuová 1,93 1,93 3,85 3,85 3,85 7,71 1,93 1,93 3,85 

resveratrol >22,83 – – >22,83 – – >22,83 – – 

k. salicylová 1,73 1,73 3,45 1,73 1,73 3,45 1,73 1,73 3,45 

k.salicylhydroxamová 1,91 1,91 – 3,83 3,83 – 3,83 3,83 – 

k. sinapová 2,80 2,80 5,61 2,80 – 2,80 1,40 1,40 2,80 

k. syringová 2,48 – 2,48 2,48 2,48 4,96 2,48 2,48 9,91 

tropolon 0,05 0,05 0,38 ≤0,10 ≤0,10 0,76 ≤0,10 ≤0,10 1,53 



 

 

Příloha 3: Výsledky testování antimikrobiální aktivity v koncentracích µg·ml
-1

 u 

kmenů B. cenocepacia (LMG 16656), B. cenocepacia  (CF5/358) a S. maltophilia 

(CF5/363) 

 

Látka 
LMG 16656 CF5 358 CF5 363 

MIC MBS MBC MIC MBS MBC MIC MBS MBC 

gentamicin >64 – – >64 – – >64 – – 

síran měďnatý 3,12 – 3,12 3,12 – 3,12 1,56 1,56 3,12 

k. azelaová 2,35 2,35 4,71 4,71 – 4,71 1,18 1,18 2,35 

k. kávová 4,51 4,51 18,02 18,02 – 18,02 1,13 1,13 2,25 

karvakrol ≤0,12 – – 0,12 0,12 0,47 ≤0,12 ≤0,12 0,23 

katechin hydrát 7,26 – 7,26 14,52 14,52 29,03 14,52 – 14,52 

p-k. kumarová 8,21 – 8,21 8,21 8,21 16,42 1,03 1,03 2,05 

krocin B >9,77 – – >9,77 – – >9,77 – – 

kurkumin >36,84 – – >36,84 – – >36,84 – – 

k.2,6-dihydroxybenzoová 3,85 – 3,85 3,85 – 3,85 1,93 1,93 3,85 

k.3,5-dihydroxybenzoová 1,93 1,93 3,85 3,85 – 3,85 1,93 1,93 3,85 

k.2,4-dihydroxyskořicová 4,51 4,51 9,01 9,01 9,01 – 4,51 – 4,51 

k. gallová 4,25 – 4,25 4,25 – 4,25 4,25 – 4,25 

hesperetin >30,23 – – >30,23 – – >30,23 – – 

k. 4-hydroxybenzoová 3,45 – 3,45 3,45 – 3,45 1,73 1,73 3,45 

k. 4-hydroxyfenyloctová 1,90 1,90 3,81 3,81 – 3,81 3,81 – 3,81 

k. isoferulicová 4,86 4,86 9,71 9,71 9,71 – 4,86 4,86 9,71 

k. isovanilová 2,10 – 2,10 2,10 2,10 4,21 2,10 – 2,10 

k. kynurenová 2,37 2,37 4,73 4,73 4,73 – 4,73 – 4,73 

(±)-naringenin >27,23 – – >27,23 – – >27,23 – – 

k. šťavelová 1,13 – 1,13 1,13 – 1,13 0,56 – 0,56 

k. protokatechuová 3,85 – 3,85 3,85 – 3,85 3,85 – 3,85 

resveratrol >22,83 – – >22,83 – – 22,83 – 22,83 

k. salicylová 1,73 – 1,73 1,73 1,73 3,45 0,86 0,86 1,73 

k. salicylhydroxamová ≤ 0,12 – – 0,48 0,48 0,96 0,48 0,48 3,83 

k. sinapová 5,61 5,61 11,21 5,61 – 5,61 2,80 – 2,80 

k. syringová 1,24 1,24 2,48 2,48 2,48 4,96 1,24 1,24 2,48 

tropolon ≤0,10 – – ≤0,10 – – ≤0,10 – – 



 

 

Příloha 4: Výsledky testování antimikrobiální aktivity v koncentracích µg·ml
-1

 u 

kmenů P. aeruginosa (CCM 3955), P. aeruginosa   (CNCTC 5537) a  

P. aeruginosa  (CF5/362) 

Látka 
CCM 3955 CNCTC 5537 CF5 362 

MIC MBS MBC MIC MBS MBC MIC MBS MBC 

gentamicin 1 – 1 2 – 2 4 – 4 

síran měďnatý 3,12 – 3,12 3,12 – 3,12 3,12 – 3,12 

k. azelaová 4,71 – 4,71 4,71 – 4,71 2,35 – 2,35 

k. kávová 18,02 – 18,02 18,02 – 18,02 9,01 9,01 18,02 

karvakrol 1,88 – 1,88 0,47 – 0,47 1,88 – 1,88 

katechin hydrát 29,03 29,03 – 14,52 14,52 29,03 14,52 – 14,52 

p-k. kumarová 8,21 8,21 16,42 8,21 8,21 16,42 8,21 8,21 16,42 

krocin B >9,77 – – >9,77 – – >9,77 – – 

kurkumin >36,84 – – >36,84 – – >36,84 – – 

k. 2,6-dihydroxybenzoová 3,85 – 3,85 3,85 – 3,85 3,85 – 3,85 

k. 3,5-dihydroxybenzoová 3,85 – 3,85 3,85 – 3,85 3,85 – 3,85 

k. 2,4 dihydroxyskořicová 9,01 9,01 18,02 9,01 9,01 – 9,01 9,01 – 

k. gallová 4,25 – 4,25 4,25 – 4,25 4,25 – 4,25 

hesperetin >30,23 – – >30,23 – – >30,23 – – 

k. 4-hydroxybenzoová 3,45 3,45 6,91 3,45 3,45 6,91 3,45 3,45 6,91 

k. 4-hydroxyfenyloctová 3,81 3,81 7,61 3,81 3,81 7,61 1,90 1,90 3,81 

k. isoferulicová 19,42 – – 19,42 19,42 – 19,42 19,42 – 

k. isovanilová 4,21 4,21 – 4,21 4,21 – 4,21 4,21 – 

k. kynurenová 4,73 4,73 – 4,73 4,73 – 4,73 4,73 – 

(±)-naringenin >27,23 – – >27,23 – – >27,23 – – 

k. šťavelová 1,13 – 1,13 1,13 – 1,13 0,56 – 0,56 

k. protokatechuová 3,85 – 3,85 3,85 – 3,85 3,85 – 3,85 

resveratrol >22,83 – – >22,83 – – >22,83 – – 

k. salicylová 1,73 1,73 3,45 1,73 1,73 3,45 0,86 0,86 1,73 

k. salicylhydroxamová 0,48 0,48 7,66 0,48 0,48 15,31 ≤ 0,12 ≤ 0,12 3,83 

k. sinapová 5,61 – 5,61 5,61 – 5,61 2,80 2,80 5,61 

k. syringová 2,48 2,48 4,96 2,48 2,48 4,96 2,48 2,48 4,96 

tropolon 0,05 0,05 0,10 0,05 0,05 0,76 ≤0,10 ≤0,10 0,38 

 


