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Lymska choroba je multisystémové ochorenie prenaSané kliestami, ktoré sposobuje Borrelia
burgdorferi. Primarne lie¢enie tohto ochorenia je podavanie antibiotik; relaps sa vSak Casto vyskytuje
po preruSeni liecby antibiotikami. Dévod recidivy zostdva neznamy, ale nedavne S$tidie naznacili
moznosti pritomnosti borreliovych buniek a biofilmov odolnych voci antibiotikam.

V tejto Studii sme hodnotili G€innost’ extraktu z listov Stevie proti spirochetam, perzistentnym a
biofilmovym formam B. burgdorferi in vitro. Citlivost’ réznych foriem sa hodnotila pomocou réznych
kvantitativnych technik okrem roznych mikroskopickych metéd. Uginnost’ Stevie sa porovnavala s
doxycyklinom, cefoperazonom, daptomycinom a ich kombindciami. NaSe vysledky ukazali, Ze
Stevia mala vyznamny vplyv na eliminaciu spirochét a perzistencie B. burgdorferi.

Experimenty s subkultirou s bunkami oSetrenymi Steviou a antibiotikami boli stanovené na 7 a 14
dni, pri¢om v porovnani s vyssie uvedenymi kombinaciami antibiotik a antibiotik boli ziskané Ziadne
a 10% zivotaschopné bunky. Ked’ boli Stevia a tri antibiotika testované proti pripojenym biofilmom,
Stevia vyznamne redukovala formy B. burgdorferi.

Vysledky tejto Studie naznacuju, ze prirodny produkt, ako je extrakt z listov Stevia, by sa mohol
povazovat’ za uc¢inné ¢inidlo proti B. burgdorferi.

(En)Keywords: Borrelia burgdorferi, biofilms, persister cells, Stevia rebaudiana, antibiotic resistance
Abbreviations: ATCC — American type culture collection; BSK-H — Barbour—Stoner—Kelly H; CefP —
cefoperazone; DapM — daptomycin; DoxC — doxycycline; EPS — extracellular polymeric substances;
Log phase — logarithmic phase; PBS — phosphate buffered saline; PI — propidium iodide; PTLDS —
post-treatment Lyme disease syndrome; AFM - atomic force microscopy

(SK)KIacové slova: Borrelia burgdorferi, biofilmy, perzistujuce bunky, Stevia rebaudiana,
antibioticka rezistencia

Skratky: ATCC - zbierka kultar amerického typu; BSK-H - Barbour — Stoner — Kelly H; CefP -
cefoperazon; DapM - daptomycin; DoxC - doxycyklin; EPS - extracelularne polymérne latky; Log
faza - logaritmickd faza; PBS - fosfat tlmivy sol'ny roztok; PI - propidium jodid; PTLDS - syndrom
lymskej choroby po lieCbe; AFM - silova mikroskopia atomov s rozliSenim zlomkov nanometrov.
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UvVoD

Lymska choroba je poprednym multisystémovym
ochorenim prenasanym kliestami sposobenym
spirochete Borrelia burgdorferi. Baktéria je
prenasana kliestami Ixodes, ktoré by sa mohli
zivit mySami, hlodavcami, jelefimi a vtdkmi
bielych [1, 2]. V Spojenych Statoch je kazdy rok
diagnostikovana lymska choroba priblizne 300
000 T'udi [3]. Prvou liecbou lymskej choroby su
antibiotikd, ako napriklad doxycyklin pre
dospelych a amoxicilin pre deti [4-8]. Tieto
antibiotikd sa povazuju za ucinné vo V&cSine
pripadov pacientov s diagnostikovanou lymskou
chorobou [5-8]. Podla Centers for Disease
Control (CDC) sa vSak u priblizne 10-20%
chorobou lie¢enych

odporucanych 2 az 4

pacientov s lymskou
pocas

tyzdiov vyskytli priznaky unavy, bolesti alebo

anti-biotikami

bolesti kibov a svalov [9]. U niektorych pacientov
symptomy pretrvavali aj dlhSie ako 6 mesiacov
[9]. Tento stav sa oznacil ako ,,syndréom lymskej
choroby po liecbe (PTLDS)“ alebo ochorenie
,»chronicky lymsky syndrom*“[9].

Mechanizmus spojeny s tymto stavom u
pacientov zostava nejasny. Aj ked to nebolo
dokazané, niekol’ko

existuje navrhovanych

vysvetleni, ako  napriklad  neschopnost’
imunitného systému uplne vycistit’ perzistory B.
burgdorferi [10] alebo v dosledku pritomnosti
antigénnych zvyskov, ktoré by mohli sposobit’
imunologické odpovede [11]. Iné schopnosti, ako
Borrelia sa vie vyhnut antibiotickému klirensu
hostitel'a po liecbe antibiotikami, nie je dobre
znama [12, 13].

Predchadzajuce Stadie in vivo na mySiach, psoch
a primatoch (okrem Ccloveka) ukéazali, ze B.
burgdorferi nebolo mozné tplne eliminovat’
roznymi antibiotikami, ako je doxycyklin,
ceftriaxébn a tigecyklin. Nedavna Stadia tiez
preukazala pritomnost DNA Borrelia u mysi po
12 mesiacoch liecby antibiotikami [14]. V tychto

§tadiach vSak nebolo mozZzné dosiahnut’ kultivaciu

zivotaschopnych organizmov v rastovom médiu
[14-17].
pritomnost borreliovej DNA od pacienta s
PTLDS po lie¢be antibiotikami [18]. Prospektivne
klinické Studie nepreukézali vyznamni Gcinnost
antibiotickej liecby a nepreukéazali dokaz
pretrvavajucej pritomnosti B. burgdorferi u
pacientov s dlhodobymi priznakmi [19, 20]. Iné

Borrelia Nedavna S$tadia uvadzala

studie vyuzivajuce predizenu intravenéznu liecbu
ceftriaxébnom iba zvysili priznaky unavy [21].
povedané,
konvencné

Strucne zistenia naznacuju, Ze

liecby nemusia tuplne odstranit’
perzistentné Borrélie.

Zivotny $tyl B. burgdorferi je komplexny, pretoze
existuje v roznych morfologickych formach, ako
su spirochéty, sféroplasty (alebo L-forma), gul'até
telda a biofily [7, 13,22-25]. Niekol'ko studii
ukazuje, ze Borrelia sa moéze zmenit’ na okruhle
teld, ked’ sa podmienky stanu nepriaznivymi, ako
st zmeny teploty, vysoké alebo nizke pH,
hladovanie, expozicia antibiotikdm a / alebo
dokonca utok imunitného systému [7, 23-25].
Borrelia sa v tychto obrannych forméch stava

neCinnou, nehybnou a zostdva v tomto
morfologickom stave, az kym nedosiahne
priaznivé podmienky na ndvrat do svojej
spirochetovej  formy [7, 22, 24, 26].

Najucinnejsim ukrytom B. burgdorferi je neddvno
zistena forma biofilmu [24]. Bakterialne biofilmy
si organizované spolocenstva buniek uzavretych
v samoprodukovanej hydratovanej polymérnej
matrici alebo extracelularnych polymémych
latkach  (EPS), je
polysacharidov, lipidovych proteinov, nukleovych
kyselin a dalSich makromolekal [24, 27]. Tato
jedine¢na matrica chrani zakladné bunky pred
antimikrobidlnymi latkami [24, 27]. Eliminacia
patogénnych baktérii v ich biofilmovej forme je

¢o komplexna  zmes

vel'mi naroc¢na, pretoze tieto priesvitné bakterialne
bunky mézu vydrzat' imunitné reakcie hostitel'a a
si ovela menej citlivé na antibiotikd alebo
akékol'vek ako

iné Dbiocidy, ich jednotlivé
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plankténové néprotivky [24, 27]. Rezistencia voci
biofilom je zalozena na viacerych mechanizmoch,
ako su fenotypové zmeny buniek, ktoré sa tvoria v
biofilme, expresia vytokovych pump a pritomnost’
perzistujucich  buniek, ktoré pri
antimikrobialnym latkam odolavaju usmrcovaniu
[28, 29].

Nedavno sme poskytli dokaz, ze B. burgdorferi je
[24].
Agregéacia spirochetovych a okrtihlych tvarov tela

vystaveni

schopnd vytvarat’ biofilmy in vitro
s niekol’kymi réznymi ochrannymi vrstvami,
ktoré tvoria biofilm a extracelularne polymérne
latky (EPS), sa povazuje za vyznamny faktor
rezistencie na antibiotika [24].

Uvadza sa tiez, ze biofilmy maja vysSiu populaciu
perzistentnych buniek, ¢o by mohlo viest k
antimikrobidlnej rezistencii
formami [24, 29].

Nase predtym publikované vysledky o ucinkoch

stvarnenej tymito

doxycyklinu in vitro na B. burgdorferi ukazali, Ze
rozne morfologické formy maju unikatnu citlivost’
na antimikrobialne latky [7]. Nedavna $tadia J.
Feng a kol. ukazali, ze doxycyklin bol u¢inny pri
znizovani spirochét, ale nie na perzistencie B.
burgdorferi [30, 31]. Stadie tiez ukézali, Ze
doxycyklin a amoxicilin moézu eliminovat
spirochetalnu formu B. burgdorferi, ale spiace
perzistentné / biofimalne podobné agregaty /
mikrokoldnie neboli citlivé na tieto antibiotika [7,
31]. Preto existuje nalichava potreba najst’ ucinné
latky, ktoré mozu zaciel'ovat’ / eliminovat’ vSetky
morfologické formy Borrelia.

Prirodné antimikrobialne latky, ktoré sa pouzivaju
uz roky, sa ukazali ako ucinné opdt’ vynikajtce
patogény [32]. Mnoho in vitro a klinickych $tudii
B.
burgdorferi, ale aj proti mnohym inym patogénom

preukazalo svoju ucinnost’ nielen proti
[33-38]. Stevia rebaudiana, ktora patri do cel'ade
Asteraceae, sa zvyCajne oznacuje ako medovy list
alebo sladky list, a kvoli svojej prirodzenej
sladkosti sa pouziva ako prirodnd ndhrada
syntetického sladidla [39—41]. Listovy extrakt zo
Stevie mad mnoho fytochemikalii, medzi ktoré
patri austroinullin, B-karotén, dulkozid, nilacin,
oxidy rebaudi, ribofl avin, steviol, steviozid a
tiamin )

znamymi antimikrobidlnymi

vlastnostami proti mnohym patogénom [40, 42,
43]. Ulohou tychto zligenin je predovsetkym
chranit’ rastlinu pred mikrobidlnou infekciou a
nepriaznivymi podmienkami prostredia [38—43].
Stevia je tiez dobre znama v tradi¢nej medicine
pre jej pouzitie pri lieCbe mnohych chordb, ako je
cukrovka, vysoky krvny tlak a chudnutie [44, 45].
V niekol’kych klinickych stadiach sa uvadza, ze
fytochemicky steviozid znizuje krvny tlak u
pacientov s miernou hypertenziou a zniZuje
hladinu glukézy v krvi u pacientov s diabetom 2.
typu [44, 45]. Ukazalo sa tiez, Ze pacienti sa pri
pouZivani
nepriaznivym ucinkom [44, 45].

Vzhladom na c¢innost’ extraktu z listov Stevia v

steviozidu nezaznamenali Zziadnym

laboratérnych a klinickych stadiach sme hodnotili
antimikrobialny potencial Stevia (extrakty z
celych listov) proti patogénu spdsobenému
Lymeho chorobou, B. burgdorferi, s cielom
eliminovat’ vSetky rozne morfologické formy in
vitro.

Na efektivne vyhodnotenie celého extraktu z
antimikrobialny

antibiotikami

listov Stevia sme porovnali
ucinok Stevie s
cefoperazén, daptomycin) a ich kombinaciou, o

ktorych sa nedavno zistilo, ze st U¢inné proti

(doxycyklin,

perzistentnym boreliam.

Materialy a metody

Podmienky bakteridlnej kultury a
poZiadavky na médida

Izolaty s nizkym priechodom (< 8) kmena B.
burgdorferi kmetia B31 sa ziskali zo zbierky
American Type Culture Collection (ATCC
35210) a  kultivovali sa v  médiu
Barbour-Stoner-Kelly H (BSK-H) (Sigma, St.
Louis, MO), ktoré bolo doplnené so 6% krali¢im
sérom (Pel-Freez®, Rogers, AR). Kultiry bez
antibiotik sa udrziavali v sterilnych 15 ml
sklenenych skiimavkach a inkubovali sa pri 33 °©
C s 5% CO02.

Pre logaritmicku (log) fazu sa 1 x 105 buniek / ml
naockovalo do sklenenych skumaviek a nechalo
sa rast po¢as 5 dni. U&innost antimikrobialnych
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¢inidiel na logaritmicki fazu sa testovala
naockovanim 1 x 105 spirochét / ml z kultiry
kultivovanej vo dne (obsahujucej iba spirochety)
do 90 pl média BSK-H do 96-jamkovych platni
pre tkanivové kultary (BD) Falcon, Franklin
Lakes, NJ), ktoré sa inkubovali 5 dni pri 33°Cs
5% C02. Bunky boli oSetrené antimikrobidlnymi
¢inidlami pocas 3 dni po inkubaénej peridde dnes.
Podobne sa v stacionarnej faze naockovalo 1 x
105 buniek / ml do sklenenych skumaviek a
nechalo sa rast’ 7 dni. Uinnost’ antimikrobidlnych
latok sa testovala naockovanim 1 x 106 spirochét
/ ml do 90 pl média BSK-H na dosticke pre
tkanivové kultary s 96 jamkami,
inkubovala 8 dni pri 33 ° C s 5% CO2.

Perzistujice bunky v stacionarnej faze boli

ktora sa

oSetrené antimikrobialnymi ¢inidlami pocas 3 dni
po 5 dnoch inkubécie.

Biofilmy sa vytvorili nao¢kovanim 5 x 106
buniek / ml Borrelia spirochetes do 1 ml média
BSK-H v Stvorjamkovych
podloznych  sklickach  (Thermo
Waltham, MA) alebo plastovych / kolagénom
potiahnutych 48-jamkovych platni pre tkanivové
kultary (BD Falcon) ), ktoré boli inkubované 7
dni pri 33 °© C s 5% CO02. Rezim oSetrenia
biofémov bol rovnaky ako v stacionarnej faze.

komorovych
Scientific,

Zluceniny a antibiotické pripravky

Rozne extrakty Stevia vyrobené firmami
Nutramedix®, Now®, Sweet leaf® a Truvia®
boli zaktipené v obchodoch so zdravou vyzivou v
USA a boli nahodne oznacené ako Stevia A, B, C
a D. Extrakty A, B a C boli pripravené
Standardnou alkoholovou extrakénou metodou,
zatial o extrakt D bol zakupeny v praskovej
forme rozpustenej v destilovanej vode. Steviozid
(Sigma) sa pripravil v 0,001% DMSO a dalej sa
riedil v 1 x fosfatom pufrovanom sol'nom roztoku
(PBS, 0,1 M, pH 7,4 od Sigma). Antibiotika
doxycyklin, cefoperazon a daptomycin (Sigma) v
koncentracii 10 pg / ml sa pripravili v PBS.
Vsetky antimikrobialne cinidla sa sterilizovali s
pouzitim 0,2 um filtracnej jednotky (EMD
Millipore, Billerica, MA). Antibiotické roztoky sa
rozdelili na alikvoty a skladovali sa pri -20 © C.

Stanovenie
antimikrobidlnych
agents)

koncentrdacie  proteinov
latok (the antimicrobial

Pretoze koncentracia antimikrobialnych zloziek v
extraktoch Stevia A, B, C a D nebola znama,
pouzité koncentra¢né jednotky spociatku zahtnali
pouzitie casti rozpustenej latky na 50 dielov
roztoku (riedenie 1:50). Obsah proteinov v
latkach
testom (Sigma) s

antimikrobialnych sa stanovil

Bradfordovym pouzitim
sériovych riedeni 2 mg / ml zasoby hovidzieho
sérového albuminu (Sigma) v PBS pH 7,4 ako
sa pridalo k
¢inidlam podla pokynov
vyrobcu a inkubovalo sa 10 mintt pri teplote
miestnosti za mierneho trepania. Absorbancia sa

Standard. Bradfordovo ¢inidlo
antimikrobidlnym

merala pri 595 nm pomocou spektrofotometra
BioTek.

Testovanie antimikrobidalnej citlivosti in
vitro B. burgdorferi

Utinné antibiotikd a identifikované kombinacie
antibiotik [30] boli testované na porovnanie a
vyhodnotenie ucinnosti Stevie na B. burgdorferi.
Ako pozitivna kontrola sa pouzil doxycyklin (10
pg / ml). Ako negativna kontrola sa na
rozpustenie antibiotik pouzil 1 x PBS pripH 7,4 a
pouzil sa 25% alkohol (Fisher
Pittsburg, PA), pretoze vsetky extrakty Stevia

obsahovali rovnaké alkoholové riedidlo.

Scientific,

SYBR Zelena 1/ PI skusSka

Na vyhodnotenie zivych a miftvych buniek sa
uskutocnil S$tandardny test SYBR Green I /
propidiumjodid (SYBR Green I / PI), ako sa uz
opisalo [30, 31, 46, 47]. K 1 ml sterilizovanej
destilovanej vody sa kratko zmiesalo 10 ul SYBR
Green 1 (10 000 x zasoba, Invitrogen, Grand
Island, NY) a 30 ul propidiumjodidu (Thermo
Scientific). Farbiaca zmes (10 ul) bola pridana do
vSetkych jamiek obsahujucich B. burgdorferi a
bola inkubovana v tme pocas 15 mintit. Dosticky
boli merané pomocou fluorescenéného snimaca
(BioTek FLx800) nastavenim excita¢nej vinovej
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dizky na 485 nm a absorbanénej vinovej dizky na
535 nm (zelend emisia) a 635 nm (Cervena
emisia).

Standardna rovnica sa stanovila z 1 x 106 buniek
(logaritmickéa faza), 5 x 106 buniek (stacionarna
faza) a 1 x 107 buniek (subkultura 7 dni a 14 dni).
Bola pripravena zivd a mftvych obyvatelov. V
pripade populacie mftvych buniek boli bunky
usmrtené pridanim 300 pl 70% izopropylalkoholu
(Fisher Scientific). Suspenzie B. burgdorferi v
réznych pomeroch zZivych / mitvych buniek (0:10,
2: 8, 5:5, 8 2, 10: 0) sa pridali do jamiek
96-jamkovej platne zodpovedajucim sposobom.
Farbiaca zmes sa pridala do kazdej z piatich
vzoriek a dosticka sa odcitala, ako je uvedené
vyssie. Pouzitim analyzy najmen$ich S$tvorcov
bola vypocitana
percentom baktérii a

regresna  rovnica medzi

zivych pomerom
zelenej/Cervenej fluorescencie. Regresna rovnica
sa pouzila na vypocet percenta zivych buniek v
kazdej vzorke skriningovej dosticky. Obrazky
osetrenej vzorky sa tiez odobrali s pouzitim
fluorescencnej mikroskopie (Leica DM2500).

Celkovy pocet Zivotaschopnych bakteérii
B. burgdorferi

Ako potvrdzovaci test sa u SYBR Green / PI
zafarbenych kultir hodnotil rast buniek priamym
pocitanim zivych a mitvych baktérii s pouZzitim
komory na pocitanie baktérii (Hausser Scientific,
Horsham, PA) a fluorescentnej mikroskopie
(Leica DM2500).
pomocou analyzy najmensicho

Ako je uvedené vyssie,
Stvorca bola
regresna rovnica vypocitand medzi percentom
zivych  baktérii a zelenou / cervenou
fluorescenciou.

pomery. Regresnd rovnica sa pouzila na vypocet

percenta zivych buniek v kazdej vzorke.

Dlhodobé subkultiirne experimenty na
hodnotenie Zivotaschopnosti oSetrenej
staciondrnej fazy kultury B. burgdorferi

Aby sa vyhodnotilo, ¢i sa oSetrené¢ kultary
stacionarnej fazy moézu znova pestovat v

cerstvom médiu, dosticky s 96 jamkami sa

naplnia 100 pl cerstvého média BSK-H. Z
osetrenych stacionarnych fazovych kultir sa do
sterilnej 96-jamkovej dosticky (BD Falcon), ktora
obsahovala 100 pl cerstvého média BSK-H,
pridalo 1:75 kultary
stacionarnej fazy a inkubovalo sa 7 dni a 14 dni

riedenie upravenej
bez antimikrobialneho osetrenia.

Po inkubacii bola Zzivotaschopnost hodnotena
pomocou testu SYBR Green I / PI a metody
priameho pocitania.

Utinnost’ antimikrobidlnych latok na biofipy bola
celkovej biomasy
pomocou krystalového fialového sfarbenia. Po
inkubacii bolo médium pomaly vyradené a
zanechalo za nim pripojené biofily na povrchu

stanovena kvantifikaciou

platne. Pripojené biofipy boli pridanim 500 pl
PBS (0,1 M, pH 7,4) do vzoriek. VSetky kroky
odstred’ovania sa uskutoctiovali pri 12 000 x g pri
teplote miestnosti. Biofimy sa peletovali 5 minut
a supernatant sa odhodil. K pelete sa pridal objem
50 wl (0,01%) krystalovej violeti (Sigma) a zmes
sa inkubovala pocas 15 minut pri laboratornej
teplote. Nenaviazané zafarbenie sa odstranilo
pocas
odstranenim supernatantu. Peleta bola premyta
200 ul PBS a opdt peletovand pocas 5 minut.

peletizaciou  biofilmov 5 minat a

Supernatant sa zlikvidoval navyse k pridaniu 200
ul 10% kyseliny octovej (Sigma) do pelety, aby sa
uvolnilo a rozpustilo farbenie.

Vzorky sa potom inkubovali pri teplote miestnosti
po€as 15 minut. Biofimy sa peletovali 5 minut
pred extrakciou farbenia krystadlovou violetou z
biofilmov, ktoré sa preniesli na 96-jamkovi
dosticku a absorbancia sa merala pri 595 nm
pomocou spektrofotometra BioTek.

Technika farbenia Zivych / mitvych
bakterii

Na vizualizdciu  antimikrobidlnej  citlivosti
biofilmov sa oSetrené biofilmy =zafarbili s
pouzitim  SYBR  Green (Invitrogen) a

propidiumjodidu (Thermo Scientific). Farbenie sa
pripravilo podla protokolu SYBR Green I / PI.
Do kazdej jamky komorového sklicka sa pridalo 5
ul farbiacej zmesi a zmes sa nechala inkubovat’ v
15 minat. Média boli

tme pocas opatrne
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odstranené, aby nedoslo k naruSeniu pripojeného
biofilmu. Dosticky boli zakryté krycim sklickom

a snimky boli nadobudnuté =za pouzitia

fluorescencnej mikroskopie (Leica DM2500).

Mikroskopia atomdrnych sil

Na vizualizaciu morfologie antimikrobidlnych
biofilmov pestovanych na podloznych sklickach
(Thermo Scientific) bolo médium opatrne
odstranené¢ bez naruSenia biofilmu. Kontaktny
rezim AFM zobrazovanie na vzduchu sa
uskutoc¢tiovalo na Nanosurf Easyscan 2 AFM
(Nanosurf) SHOCONG

(APPNANO). Obrazky boli spracované pomocou

pomocou  sond

softvéru Gwyddion (Necas a Klapetek).

Statistickd analyza

Statistickd analyza sa uskuto¢nila pomocou
dvojstranného  Studentovho t-testu (Microsoft
Excel, Redmond, WA) a graficky sa pouzil
GraphPad Prism® 6.0 (La Jolla, CA). Vsetky
experimenty sa uskutoctiovali najmenej trikrat
oddelene s najmenej tromi vzorkami na
experiment. Data boli normalizované na kontrolu

a prezentované ako priemer + SD.

Vysledky

V tejto
antimikrobidlny tc¢inok extraktu z celého listu S.

studii sme porovnali a vyhodnotili

rebaudiana spolu s antibiotikami doxycyklin,
cefoperazon a daptomycin na rézne morfologické
formy (spirochéty, gulaté telieska a biofimy) B.
burgdorferi. Pouzili sme neddvno vyvinuti
vysoko vykonnu skriningovi metodu [30, 31, 46]
na vyhodnotenie zivotaschopnosti log fazy a
stacionarnej fazy B. burgdorferi po roznych
antimikrobidlnych oSetreniach (kvantitativne a
kvalitativne) v spojeni s metédami priameho

pocitania opisanymi v naSej predchadzajuca

publikacia [7]. Podobne ako v nedavnych $tudiach
sme hodnotili logaritmické kultary B. burgdorferi,
ktoré pozostavaju z jednotlivych spirochét,
stacionarne fazové kultary, ktoré pozostavaju z
perzistujucich buniek, a najodolnejsSiu formu B.
burgdorferi,  pripojené biofily.
Nakoniec sa v spojeni s vySSie uvedenymi

povrchové

metdédami pouzila mikroskopia atdbmovej sily na
vizualizdciu zmien morfolégie v pripojenych
biofilmoch pred a po liecbe antibiotikami.

Predbeiny skrining roznych extraktov
Stevia

Tu sme najskor vyhodnotili Styri r6zne komercne
ziskané extrakty Stevia (3 alkoholové extrakty a
jeden extrakt v praskovej forme) a purifikovany
Stevioside na B. burgdorferi, aby sme nasli
najucinnejsie Cinidlo pre d’alSie Studie pomocou
testu SYBR Green / PI. Koncentracia proteinov
Styroch extraktov z listov Stevia sa stanovila
Standardnym Bradfordovym testom a pohybovala
sa od 1,2 ng / ml do 1,9 pg / ml. Steviozid sa
testoval pri koncentracii od 100 do 1 000 pg / ml,
¢o je koncentracia navrhnutd v predchadzajicej
stadii [42].

Preliminary screening

Percentage of Control

Obr. 1. Predbezny skrining Styroch roznych extraktov
Stevia a Stevioside na staciondrnej faze B. burgdorferi po
trojdiiovom oSetreni pomocou testu SYBR Green / PL. n=3
+ SD, *p <0,05, **p <0,01 v porovnani s kontrolou.

Pre predbezné skriningové experimenty sme vopred testovali vSetky ¢inidla na logaritmickej a

stacionarnej faze Borrelia kultar v réznych koncentraciach pomocou testu SYBR Green / PI. Nase
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vysledky ukazali, ze latky extrahované lichom Stevia A, Stevia B a Stevia C mali vyznamné G¢inky
na zivotaschopnost’ buniek Borrelia, ale Stevia D, praskova forma a Stevioside nevykazovali ziadny
vyznamny U¢inok na logaritmicku fazu aj stacionarne

fazové bunky. Obrazok 1 predstavuje reprezentativny experiment, ktory demonstruje, ze Stevia
¢inidla na baze alkoholu extrahované na baze alkoholu (A, B, C) boli najucinnejsie proti borrelskym
persistentom, zatial’ ¢o praskova forma extraktu z listov Stevia (D) a Stevioside nemala Ziadny u¢inok
na tieto rezistentné bunky. , Okrem toho Stevia A vykézala najslubnejsi u¢inok vo vSetkych
experimentoch, a preto sa Stevia A pouzila v nasledujicich experimentoch na rézne morfologické
formy B. burgdorferi.
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Obr. 2. Citlivost’ log fazy (5 dni) a stacionarnej fazy (8 dni) Borrelia burgdorferi na antimikrobialne
latky po trojdiiovom oSetreni stanovenom (A) analyzou SYBR Green I / PI, (B) priamym pocitanim
zivych a mftve bunky zafarbené pouzitim zmesi SYBR Green I a propidiumjodidu pomocou
fluorescencnej mikroskopie. (C) Reprezentativne zivé / mftve obrazy dennika a stacionarnej fazy
B.burgdorferi na antimikrobialne latky ziskané pri 200-ndsobnom zvicSeni (stupnica - 100 um). Ako
pozitivna kontrola sa pouzil doxycyklin (DoxC). Ako negativna kontrola sa pouzil 1 x PBS a 25%
alkohol. Vsetky antibiotika jednotlivo alebo v kombinacii boli pouzité v koncentracii 10 pg / ml.
Stevia A sa pouzila v koncentracii 1,2 ug / ml. n = 3 £ SD, * p <0,05, ** p <0,01 v porovnani s
kontrolou. n = 3 + SD, + p <0,05, ++ p <0,01 (doxycyklin v porovnani so Steviou A). n=3 + SD, * p
<0,05, ** p <0,01 (doxycyklin v porovnani so Steviou A). Skratky: doxycyklin - DoxC, cefoperazon -
CefP, daptomycin - DapM
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Stevia ako potencidilny agent pri
odstrariovani roznych foriem B. burgdorferi.

Na porovnanie a vyhodnotenie G¢innosti Stevie
na B. burgdorferi sa nedavno identifikovali
potencialne antibiotika a ich kombinacie spolu s
extraktom Stevia A pomocou testu SYBR Green
I/ PI na logaritmickej aj stacionarnej faze kultur.
Ako negativne kontroly sa pouzili prislusné
mnozstva 1 x PBS s pH 7,4 a 25% alkoholu.
Podl'a testu SYBR Green I / PI a zivych /
mrtvych snimok oSetrenie s 1 x PBS alebo 25%
alkoholom vyznamne neznizilo Zivotaschopnost’
kultiry logaritmickej fazy bohatej na spirochete
a pretrvavalo bohaté stacionarne kultary v
porovnani s kontrolou (obr. 2A a 2C: panely i —
iii a ix — xi). Obrazok 2C: panely i — iii a ix — xi
preukazali, ze kontrolna kultira B31, 1 x sterilny
PBS a 25%
obsahovali iba zivé bunky (zelené).

V dalSom stbore experimentov sme testovali

alkoholom oSetrenych kultar

niekol’ko predtym publikovanych c¢innych
antibiotik na B. burgdorferi, ako je doxycyklin,
cefoperazén a daptomycin, jednotlivo a v
kombinéaciach [30, 31].

Doxycyklin, ako bolo uvedené skor [30, 31], bol
v porovnani s kontrolou vyznamne schopny
znizit’ zivotaschopnost’ log fazy B. burgdorferi o
~99% (obr. 2A a

2C: panel iv). OSetrenie doxycyklinom vSak
nemalo vyznamny u¢inok na bunky v kultirach
stacionarnej fazy, ako bolo pozorované zvysenim
podielu Zzivotaschopnych buniek po vystaveni
antibiotiku v porovnani s kontrolou (obr. 2A a
2C: panel xii).

Cefoperazon v koncentracii 10 pg / ml, ktory bol
predtym identifikovany ako jedno z liekov s
vysokou aktivitou proti perzistentnym borelidm
[30, 31], vyznamne znizil zivotaschopnost’
Borrelia v log faze o ~ 99% (obr. 2A a 2C: panel
v), na rozdiel od toho iba znizila Zivotaschopnost’
stacionarnej fazy o ~ 18% v porovnani s
kontrolou (obr. 2A). V stacionarnej faze kultary
bola

okrahlych tvarov tela a zmes zZivych a mitvych

pozorovana velkd populacia zivych

spirochetalnych buniek (obr. 2C: panel xiii).

Daptomycin, jeden z dalSich lickov, ktoré boli
predtym identifikované so silnou aktivitou proti
borreliovym perzistatom [30, 31], tiez vyznamne
znizil ziva kultiru obohatenti spirochetalne o
23%, ale
zivotaschopnych buniek v stacionarnej faze ( ~

bol menej citlivy pri znizovani

16% zniZenie Zzivych buniek) v porovnani s
kontrolou (obr. 2A). Obrazky demonstrovali, Ze
bunky oSetrené¢ daptomycinom, ako log, tak
stacionarna faza vykazuju viac zivych buniek
ako odumreté bunky (obr. 2C: panely vi a xiv) v
porovnani s kontrolou.

Nedavna kombinacia

Stadia uvadza, Ze

doxycyklinu, cefoperazonu a daptomycinu
uspesne eliminovala spirochéty aj perzistory
[30]. Nase udaje z

tato Studia tiez potvrdila WCinnost’ tychto
treeantibiotickych kombinacii na B. burgdorferi
vyraznym vylaéenim zivych spirochetov v Zivej
log faze (100% efekt) a tiez vyznamne znizila
zivotaschopnost’ kultury stacionarnej fazy o ~
86% (obr. 2A, a 2C: panely vii a xv).

V tychto experimentoch
potencidlne antimikrobialne Cinidlo Stevia A ako
individualne ¢inidlo a porovnali sme jeho
ucinnost” s jednotlivymi antibiotikami a
kombinaciou troch antibiotik. Na obrazkoch 2A

a 2C: panely viii a xvi, Stevia A vyznamne

sme tiez testovali

eliminovala spirochety log fdzy a staciondrne
fazy perzistentné v porovnani s kontrolou (100%
ucinok pre obidva).
stacionarnej fazy oSetrené¢ Steviou A mali iba
mftve bunky (Obr. 2C: panely viii a xvi).

Na obrazku 2A bola ucinnost’ doxycyklinu a
kombinéacie

Log faza a kultara

troch antibiotik porovnana so
Steviou A.

Vyznamna eliminacia (hodnota p <0,01) u
perzistujucich oso6b bola zistend u Stevie A v

porovnani s doxycyklinom.

Priame pocitanie potvrdzuje ucinnost’
Stevie A na spirochetich v logaritmickej faze a
na perzistentoch bohatych na staciondrne fazy

Na dalSiu validaciu ucinnosti antimikrobialnych
latok hodnotenych pomocou testu SYBR Green I
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/ PI sa priame pocitanie uskutoc¢nilo tak, ako bolo
opisané skor [7, 31].

Podl'a metody priameho pocitania negativne
kontroly, 1 x sterilny PBS a 25% alkohol,
pocet  zivotaschopnych
buniek v logaritmickej aj stacionarnej faze v

vyznamne neznizili
porovnani s kontrolou (obr. 2B). Zatial ¢o
doxycyklin signifikantne znizil Zivotaschopnost’
Borrelia v logaritmickej faze o ~ 98%, neznizil
zivotaschopnost’ stacionarnej fazy v porovnani s
kontrolou (obr. 2B). Cefoperazén bol tiez
schopny zivotaschopnost’
logaritmickej borrelie o ~ 99% (obr. 2B), zatial
¢o cefoperazon v kulturach stacionarnej fazy bol
menej uéinny (~ 32% znizenie) pri eliminacii

vyznamne znizit’

perzistov, ako bolo pozorované zvySenim
podielu zostavajuce Zivotaschopné bunky po
expozicii antibiotikdim v porovnani s kontrolou
(obr. 2B

vyznamne znizil ziva kultiru log fazy obohatenu

a 2C: panel xiii). Daptomycin
o spirochetdl o ~ 44% a tiez vyznamne znizil
stacionarnu  fazu o ~ 42% v porovnani s
(obr. 2B). Troj-antibioticka

doxycyklinu,

kontrolou
kombinacia cefoperazénu  a
daptomycinu vyznamne eliminovala kultaru log
fazy a tiez kultiru stacionarnej fazy o priblizne
84% v porovnani s kontrolou (obr. 2B). Silné
antimikrobialne ¢inidlo, Stevia A, vyznamne
eliminovalo spirochéty log fadzy a vyznamne
znizilo perzistencie o ~ 94% (obr. 2B).

Na obrazku 2B bola ucinnost doxycyklinu a
kombinacii troch antibiotik porovnana so Steviou
A. Vyznamna redukcia (hodnota p <0,01) u
perzistorov bola zistend so Steviou A Vv

porovnani s doxycyklinom.

Uéinnost® Stevie A po 7-diiovej a
14-dnovej subkultiire antimikrobidlnej liecby B.
burgdorferi

Vo vysSie uvedenych experimentoch sme
demonstrovali Gi¢innost” Stevie A na spirochety a
perzistory Borrelia a poskytli sme udaje, Ze jej
vyznamny ucinok je velmi porovnatelny s
kombinaciou troch antibiotik, ktora bola uvedena
predtym [31]. Aby sme potvrdili t€innost’ Stevie

na perzistentoch, uskutocnili sme 7-denny a

14-dnovy subkultirny experiment v cerstvom
médiu BSK-H, aby sme zistili, ¢i by perzistory,
ak vobec nejaké zostali v kultire, mohli znova
rast v testovanom cerstvom médiu. pomocou
zelenej 1 / PI SYBR a metéodami priameho
pocitania.

Ako sa ocakavalo, oSetrenie negativnymi
kontrolami, 1 x PBS a 25% alkoholu, bolo
osidlit’
Zivymi

schopné 1UspeSne znovu médium

prevazujucimi  zelenymi bunkami
podobnymi neoSetrenej kontrole B31 po 7 a 14
dnovej subkultiare (Obr. 3A a 3C: panely i —iii a
ix — xi). Troj-antibioticka kombinacia a
cefoperazon viedli po 7-dnovej subkulture k
5-7% zivotaschopnych buniek, ale doslo k
vyznamnému zvySeniu poctu zivotaschopnych
buniek oSetrenych cefoperazonom o 14% a
zvySeniu Zzivotaschopnych buniek oSetrenych
11%. 3-antibioticka

kombinacia po 14-diiovej subkulture (obr. 3A a

cefoperazénom 0

3C: panely v, vii, xiii a xv). Po 7-diovej
subkulture doslo k
vyznamnému zvySeniu zivotaschopnych buniek

subkulture a 14-diovej

zo vzorky oSetrenej doxycyklinom po 14 dioch
(obr. 3A a 3C: panely iv a xii).

Osetrenie  daptomycinom vSak produkovalo
prevazujuce zivé bunky po 7-dnovej a 14-dnovej
subkulture (obr. 3A a 3C: panely vi a xiv). Je
zaujimavé, Ze nedoSlo k opitovnému rastu vo
vzorke oSetrenej Steviou A, pretoze po 7-diovej
boli bunky (100%

eliminacia) a po subkultire pocas 14 dni bolo

subkultare iba mftve
pozorované iba 10% zvySenie Zivotaschopnych
buniek (obr. 3A a 3C: panely viii a xvi).

Na obrazku 3A
doxycyklinu a kombinacie troch antibiotik po

sa porovnavala uc¢innost’

7-dnovej a 14-dnovej subkultire so Steviou A.
Vyznamna redukcia (hodnota p <0,05) sa zistila
pri opdtovhom raste Borrelia Stevia A v
porovnani s doxycyklinom po 14-dnovej
subkultare.

Priame mikroskopické pocitanie potvrdilo test
SYBR Green I / PI a ukéazalo, ze kontroly bez
lieCiva a negativne kontroly (1 x PBS a 25%
alkohol) rastli dobre v 7-diovych a 14-diiovych

subkulturach  (Obr. 3B). Vzorky oSetrené

10
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doxycyklinom, cefoperazénom a kombinaciou
troch antibiotik vytvorili po 7 dioch ~ 2%
zivotaschopnych buniek.

(Obr. 3B). Cefoperazén a kombinacia troch
antibiotik produkovali ~ 1% zivotaschopnych
buniek po 14-dnovej subkultare (Obr. 3B). Po
14-diiovej subkultire vsak doslo k zvySeniu
zivotaschopnych buniek o 68% oSetrenych
doxycyklinom (obr. 3B). Bunky oSetrené
daptomycinom sa dokazali lepSie zotavit’ ako iné
antibiotické naprotivky s opédtovnym rastom
podobnym kontrole bez lie¢iva v 7 a 14 diovych
subkultarach (obrazok 3B). Vzorky oSetrené
Steviou A po 7-dilovej subkultire nevykazovali
ziadne znamky opéatovného rastu a po 14-diovej
subkultare sa pozorovalo iba 1%
zivotaschopnych buniek (obrazok 3B).

Na obrazku 3B bola ucinnost’ doxycyklinu a
kombinacie troch antibiotik v metdéde priameho
pocitania po 7-diiovej a 14-dnovej subkultire
porovnana so Steviou A. Signifikantna redukcia
(hodnota p <0,01) v po 14-dinovej subkulture sa
zistil opdtovny rast Borrelie so Steviou A v
porovnani s doxycyklinom.

11
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Obr. 3. Sedemdnova a Strnastdiova subkultira 8-diovej kultiry stacionarnej fazy Borrelia
burgdorferi osetrenej antimikrobialnymi ¢inidlami, ktora bola stanovena pomocou (A) testu SYBR
Green [ / PI a priameho pocitania zivych a mftvych buniek zafarbenych pomocou zmes SYBR Green |
a propidiumjodidu pomocou fluorescenénej mikroskopie. (B) Reprezentativne zivé / mrtve obrazy
7-dilovej subkultury v stacionarnej fadze B. burgdorferi oSetrené antimikrobidlnymi latkami, urobené
pri 200-nasobnom zvacseni (stupnica - 100 um). Ako pozitivna kontrola sa pouzil doxycyklin (DoxC).
Ako negativna kontrola sa pouzil 1 x PBS a 25% alkohol. n = 3 £ SD, * p <0,05, ** p <0,01 v
porovnani s kontrolou. n =3 + SD, + p <0,05, ++ p <0,01 (doxycyklin v porovnani so Steviou A). n =
3 £ SD, * p <0,05, ** p <0,01 (doxycyklin v porovnani so Steviou A). Skratky: doxycyklin - DoxC,
cefoperazon - CefP, daptomycin - DapM

12



European Journal of Microbiology and Immunology 5 (2015) 4, pp. 268—280 Original article DOI: 10.1556/1886.2015.00031

Stevia A vyznamne zniZila biofilmy
Borrelia  pestované na  plastovych a
kolagénovych povrchoch

Bolo pozorované, ze r6zne morfologické formy
B. burgdorferi, t. J. Spirochetalna forma, gul'até
telieska a biofilmy, maju r6znu antimikrobialnu
vnimavost’ [7].

V naSej predchadzajicej

publikacii  sme

charakterizovali citlivost biofilmu na B.
burgdorferi na antibiotika a zistili sme, ze ide o
najodolnejSiu formu [7]. V tejto §tadii sme
vyhodnotili ucinok antimikrobidlnych latok na
biofilmy Borrelia pestované na plastovych a
kolagénovych  povrchoch,  zafarbili  sme
antimikrobialne oSetrené biofilmy krystalovou
violetou, aby sme kvantifikovali U¢innost
roznych antimikrobialnych latok.

Biofimy pestované na plastovom povrchu a
oSetrené negativnymi kontrolami, 1 x PBS alebo
25% alkoholu, nevykazovali znizenie hmotnosti
biofimov v  porovnani s  neoSetrenymi
biofimovymi kontrolami (obrazok 4). Biofimy
osetrené doxycyklinom, cefoperazoénom,
daptomycinom a kombinaciou troch antibiotik
vykazali v porovnani s kontrolou bez drogy
signifikantné  zvysenie

Borrelia (obr. 4). Osetrenie Steviou A vSak v

hmotnosti  biofilmu

porovnani s kontrolou vyznamne zniZzilo biofilmy
Borrelia na plaste asi 0 40% (obr. 4).

Crystal viclet assay

T e e e

Percentage of Control

Obr. 4. Citii{ldsf’ bioﬁlm(;v Borrelié Bﬁrgddrferi

pestovanych na plastovom a kolagénom

potiahnutom povrchu na antimikrobialne latky po

trojdiiovom oSetreni stanovenom krystalovou
fialovou analyzou.

Ako pozitivna kontrola sa pouzil doxycyklin
(DoxC). Ako negativna kontrola sa pouzil 1 x
PBS a 25% alkohol. Vsetky antibiotika
jednotlivo alebo v kombinacii boli pouzité v
koncentracii 10 pug / ml. Stevia A sa pouzila v
koncentracii 1,2 pg / ml. n =3 + SD, * p <0,05,
** p <0,01 v porovnani s kontrolou. n = 3 £+ SD,
+ p <0,05, ++ p <0,01 (doxycyklin v porovnani
so Steviou A). n = 3 £ SD, « p <0,05, * p <0,01
(doxycyklin porovnany so Steviou A). Skratky:
DoxC, cefoperazén - CefP,
daptomycin - DapM

doxycyklin -

Biofilmy pestované na kolagénom potiahnutom
povrchu ukazuju, ze oSetrenie negativnou
x PBS alebo 25% alkoholu,
nepreukazalo znizenie hmotnosti biofilmu v
kontrolou (obr. 4).
doxycyklinom a

kontrolou, 1
porovnani s Osetrenie
daptomycinom  nemalo
vyznamny vplyv na biofilmovii hmotnost’
Borrelia (obr. 4). Pri lie¢be cefoperazénom doslo
k narastu biofilmov Borrelia pestovanych na
kolagéne, a naopak, v tychto biofilmoch sa
10%
treeantibiotickou kombinaciou v porovnani s
kontrolou (obr. 4).

Okrem toho biofilmy oSetrené Steviou A tiez

pozorovalo zniZzenie pri porovnani s

vykazovali vyznamné zniZenie kolagénu o ~ 34%
v porovnani s kontrolou (obr. 4). Aby sa
vyhodnotila G¢innost’ doxycyklinu a kombinacie
troch antibiotik voci Stevii A, vysledky na
obrazku 4 ukazali, Ze doSlo k vyznamnému
znizeniu celkovej biomasy Borrelia pestovanej na
plastovych a kolagénovych povrchoch Steviou A
v porovnani s doxycyklinom a kombin4cia troch
antibiotik (hodnota p <0,01).

Stevia A zniZuje
pripojenych biofilmov Borrelia

Zivotaschopnost’

Aby bolo
zivotaschopnost’

mozné priamo sledovat’
pripojenych  biofilmov po
antimikrobialnom oSetreni, zafarbili sme oSetrené

biofilmy pomocou zmesi SYBR Green [ a
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propidium jodidu (zivé / mitve skvrny). Biofilmy -dennd liecba
Borrelia osetrené 1 x PBS a 25% alkoholu boli
velké a kompaktné, vicSinou zafarbené na

zeleno, Co ukazuje, Ze biofilm bol zivy. Obr.

stanovena pomocou testu s
krystalovou violetou.

Control 25% Alcohol

Dead

Stevia A

DoxC + CefP+ Dap

reDead

- - - R .- i .. RIS e a e e . A S e

Obr. 5. Reprezentativne Zivé / mftve obrazy biofilmov Borrelia ofetrenych rdéznymi antimikrobidlnymi ¢inidlami, po
ktorych nasledovalo vyfarbenie zmesou farbiv SYBR Green I a PI pri 200-nasobnom zvicéseni. Ako pozitivna kontrola sa
pouzil doxycyklin (DoxC). Ako negativna kontrola sa pouzil 1 x sterilny PBS a 25% alkohol. V§etky antibiotika jednotlivo
alebo v kombinacii boli pouzité v koncentracii 10 pug / ml. Stevia A sa pouzila v koncentracii 1,2 pg / ml. Mierka stupnice -

100 pm. Skratky: doxycyklin - DoxC, cefoperazon - CefP, daptomycin - DapM

Ako pozitivna kontrola sa pouzil doxycyklin
(DoxC). Ako negativna kontrola sa pouzil 1 x
PBS a 25% alkohol. Vsetky
jednotlivo alebo v kombinacii boli pouzité v

antibiotika

koncentracii 10 pg / ml. Stevia A sa pouzila v
koncentracii 1,2 ug / ml. n =3 £+ SD, * p <0,05,
** p <0,01 v porovnani s kontrolou. n = 3 + SD,
+ p <0,05, ++ p <0,01 (doxycyklin v porovnani
so Steviou A). n =3+ SD, e p<0,05,+p<0,01
(doxycyklin v porovnani so Steviou A). Skratky:
DoxC, CefP,
daptomycin - DapM (obr. 5: panely ii a iii).

doxycyklin - cefoperazén -
Biofilmy oSetrené cefoperazénom boli vyznamne
mensie v porovnani s biofilmami oSetrenymi
doxycyklinom a obidve boli zelené s malymi
cervenymi Skvrnami, ¢o naznaCuje, ze boli
nazive (obr. 5: panely iv a v). Biofilmy oSetrené
daptomycinom boli velké a kompaktné a
zafarbené prevazne zelenymi zivymi bunkami
(obr. 5: panel vi), zatial ¢o biofilmy oSetrené
kombinaciou antibiotik boli tvorené zmesou
zivych a mitvych buniek s prevladajucimi zivymi

bunkami (obr. 5). 5: panel vii). OSetrenie

biofilmu Borrelia Stevia A sa zafarbilo prevazne
Cerveno, ¢o ukazuje, Ze biofilm mal hlavne mftve
spirochéty a gul'até telieska (obrazok 5: panel
viii).

Morfoldégia biofilmu oSetreného Stevia A bola
maléd a volne zabalend v porovnani s biofilmami
osetrenymi antibiotikami (obr. 5: panel viii).
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Obr. 6. Reprezentativne snimky z mikroskopu atémovej sily (AFM), ukazujice ultra$trukturalne detaily biofilmu Borrelia

Stevia A

pred a po liecbe antimikrobidlnymi latkami. Pripravky biofilmov kmenia B31 B. burgdorferi na podloznych skli¢kach su
opisané v Casti Materialy a metody. Vsetky biofilmy boli skenované pri 0,4 Hz pouzitim kontaktného rezimu a jednotlivé
rozsahy Z (vyska) st vyznacené vedla kazdého panelu pomocou stupnice. Obrazky boli skenované pomocou softvéru
Nanosurf Easyscan 2 a obrazky boli spracované pomocou softvéru Gwyddion. VSetky antibiotikd jednotlivo alebo v
kombinacii boli pouzité v koncentracii 10 pg / ml. Stevia A sa pouzila v koncentracii 1,2 ng / ml. Skratky: doxycyklin -
DoxC, cefoperazon - CefP, daptomycin - DapM

AFM  analyza ukazuje  volnu

morfologiu s biofilmami oSetrenymi Steviou A . .
foldg fi v Diskusia

Mikroskopické snimky atdmovej sily, ktoré st

vykreslené v 3D a digitélne zafarbené, aby sa V tejto Stidii sme hodnotili antimikrobidlny

zlepsila vizualizacia, ukazuju ultraStrukturalne
vlastnosti
antimikrobidlnymi

v Dbiofilmoch pred a po liecbe
farba
ukazuje najvyssi vrchol v biofilmu, ¢o znamena

latkami.  Cervend
predovsetkym potencialnu pritomnost’ biofilmu
EPS matrice. Kontrola bez lie¢iva mala vel'mi
tuht
hromadenim EPS (obr. 6: panel i). Biofilmy

kompaktnu a Struktru s vyraznym
oSetrené
daptomycinom a kombinaciou troch antibiotik
boli podobné ako pri kontrole s kompaktnou
Struktirou s viac potencidlnymi vrstvami EPS

(obr. 6: panely ii — v). Zaujimavé je, ze biofilmy

doxycyklinom, cefoperazonom,

osetrené Steviou maju velmi volni Strukturu,
pricom vrstva EPS je takmer nevytvorena (obr. 6:
panel vi).

potencial extraktov Stevia z celého listu proti
patogénu spdsobenému lymskou chorobou, B.
burgdorferi. antimikrobidlny
ucinok Stevie s antibiotikami

Porovnali sme
(doxycyklin,
cefoperazon, daptomycin) a ich kombinaciu, o
ktorych sa nedavno zistilo, ze st U¢inné proti
perzistentnym boreliam [31]. Pre tato Stadiu sme
sa rozhodli pouzit nova kvantitativnu metédu
vyvinutu J. Fengom a kol. v kombinécii s nasou
predtym
pocitania [7, 30, 31, 46]. Zistenia z tejto Studie
ukazuju, ze extrakt z celého listu Stevia ako

zaznamenanou metdédou priameho

samostatny prostriedok bol ucinny proti vsetkym
znamym morfologickym formam B. burgdorferi.
V predbeznom skriningovom experimente s
pouzitim rdznych extraktov Stevie sme
demonstrovali vyznamni zmenu v U¢innosti

alkoholovych extraktov Stevia (Stevia A, Stevia
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B a Stevia C) na perzistentnych boreliach v
porovnani s praskovou formou Stevia (Stevia D).
) a purifikovany Stevioside, ktory nevykazoval
ziadny ucinok (obr. 1).

Zistili sme tiez, ze jedna zo zlifenin Stevia,
Stevia A, vyznamne eliminovala perzistencie
Borrelia v porovnani s inymi extraktmi Stevia
(obr. 1). Toto by sa mohlo vysvetlit’ nahlasenymi

zmenami pozorovanymi v réznych
fytochemickych koncentraciach réznych
extraktov  Stevia, ktoré boli ddsledkom

pestovatel'skych  podmienok
pol'nohospodarskych postupov [47, 48]. Pretoze
Stevia A bola t¢inna pri eliminacii borrelskych
perzistov, bola Stevia A vybrana na dalSie

a pouzivanych

skimanie ucinnosti réznych morfologickych
foriem B. burgdorferi.

V nasledujicom subore experimentov sme
porovnavali ucinnost’ Stevie A s antibiotikami a
kombinaciami treeantibiotik, ktoré boli Vv
poslednych spravach J. Fenga a kol., [31] najprv
ucinné, u Borrelia spirochetes a potom u
perzistujucich 0s6b pomocou kvantitativnej
metody. vyvinuty J. Fengom a kol. a E. Sapi a
kol. Zistili sme, ze Stevia, dokonca aj pri nizsej
koncentracii (1,2 pg / ml), by mohla vyznamne
eliminovat’ zivotaschopnost’ skorej log fazy a
stacionarnych kultur B. burgdorferi pomocou
metdody SYBR Green I/ PI (obr. 2A a 2C: panely
viii a xvi), ktory bol tieZ nakonfigurovany
pomocou metody priameho pocitania (obr. 2B a
2C: panely viii a xvi). Podla spravy J. Feng a
kol. (2015), daptomycin a cefoperazon, hoci su
ucinné proti perzistentnym borelidm, nedokazali
uplne odstranit mikrokolonova formu B.
burgdorferi [30]. Z predchadzajucich in vivo a in
vitro §tudii sa tiez zistilo, Ze doxycyklin bol
ucinny pri eliminacii spirochét, ale nie perzistrov
Borrelia [7, 16, 17, 30, 31]. J. Feng a kol. tiez
ukazali, Ze antibiotik
(doxycyklin, cefoperazén a daptomycin) bola
velmi potenciom, ktora eliminovala perzistory
borrelia bohaté na stacionarne fazy [30]. V tejto
studii sme poskytli dokaz, ze Stevia A ako
latka bola

spirochéty a perzistencie z Borrelia podobne ako

kombinacia troch

samostatna schopnd eliminovat’

v pripade opisanej trojdrogovej kombinovanej
liecby. Nase udaje tiez ukazali, Ze antibiotika v
kombinacii s perzistenciami v Borrelii boli
skutocne v sulade s predchadzajucou stadiou
[30]; tento vysledok d’alej potvrdzuje uc¢innost
Stevie A.

V  naSich predchadzajucich stadiach

charakterizovali biofilmovu formu B. burgdorferi

Sme

in vitro a preukézali sme, Ze predstavuje formu,
ktora je najviac rezistentna na antibiotika [24].
Uvadza sa tiez, ze biofilmy pripojené na povrch
su chrdnené pred antibiotikami alebo inymi
antimikrobialnymi latkami [28, 29]. V tejto Stadii
hodnotili vsetkych
antimikrobialnych latok na pripojené biovrstvy

sme  tiez ucinok
Borrelia. NasSe vysledky ukézali, ze Stevia A je
pripojenej

hmoty Borrelia na povrchoch

velmi ucinnd pri  znizovani
biofilmove;j
potiahnutych plastom aj kolagénom o ~ 40%
(obr. 4), zatial’ ¢o jednotlivé antibiotika skuto¢ne
indukovali velkost’ biofilmovej hmoty (obr. 4).
Uz predtym sa uvadzalo, Ze urcité antibiotika
mozu skutocne podporovat’ tvorbu bakteridlnych
biofilmov [49]. Jednym z moznych vysvetleni je,
ze bunky v biofilmoch sa dokazu chrénit’ pred
nepriaznivym prostredim antibiotik [24, 28] tym,
ze vyvinuli niekol’ko obrannych mechanizmov,
ako s0 zla penetracia antibiotik, fenotypové
zmeny buniek tvoriacich sa v biofilme, expresia
vytokovych pump a pritomnost’ perzistujucich
buniek, ktoré odolavaji umieraniu, ked su
vystavené antimikrobidlnym latkam [28, 29].
Perzistéri su subpopulaciou vysoko rezistentnych
buniek, ktoré sa nachadzaji medzi normalnymi
bunkovymi populaciami, a su spiace a vysoko
chranené [28]. Stadie ukazuji, ze mala frakcia
buniek v biofilmoch nebola po dlhodobej lieCbe
antibiotikami ovplyvnena [29, 53].

Zrejma otazka, ako by Stevia mohla ovplyvnit
vysoko odolny biofilm Borrelia, si vyzaduje
d’alsie vysetrenie. V $tadii pouzivajucej cukorny
alkohol
antiplaque agent tym, ze narasa tvorbu biofilmov
v Ustnej dutine [54]. V inej Studii preukazali, ze

sa uvadza, ze xylitol posobi ako

xylitol ~ ovplyviluje produkciu adhezivnych

polysacharidov Streptococcus mutans [55].
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Uz predtym sa preukdzalo, Ze cukry primarne
prijimaju antibiotika

Staphylococcus aureus a Escherichia coli [56].
Na zaklade tychto predchadzajucich zisteni
predpokladame, ze Stevia by mohla posobit’ ako
cukru, ktory by mohol
vychytavat’

derivat primarne

fytochemikdlie zodpovedné za
antimikrobidlny uG¢inok, a tym narusit’ Strukturu
biofilmu. Na podporu nasej hypotézy sme tiez
ukazali, Ze ultrastruktara biofilmu oSetrené¢ho
Stevia A mé vel'mi vol'nu morfologiu s velkymi
plytkymi jamami v porovnani s kompaktnou
Struktarou biofilmov oSetrenych doxycyklinom,
cefoperazénom, daptomycinom a antibiotickou
kombinaciou (Obr. 6: panely ii — vi).

Aby sa dalej
uskutocnili sme

potvrdila Ucinnost  Stevie,
dlhodobé

pouzitim

subkultirne
experimenty s antimikrobialne;j,

stacionarnej fazy prevladajucej s Borrelia

persister, prevedenim populacie oSetrenych
buniek do cerstvého kultivaéného média, aby
sme zistili, ¢i zivotaschopné bunky mdzu znova
dorast po 7- dent a 14 dni bez pritomnosti
antimikrobialneho ¢inidla. Ukéazalo sa, Ze
prirodné antimikrobialne cinidlo (Stevia A) je
ucinné bez opitovného rastu zivotaschopnych
buniek po 7-dilovej subkulture a iba 10% narast
zivotaschopnych ~ buniek  po 14-dnovej
subkultire. Uginky kombinacie troch antibiotik v
porovnani so Steviou A narastli s 5% a 11%
zivotaschopnych buniek, ako boli
pomocou metédy SYBR Green I/ PI a potvrdené

fluorescencnou mikroskopiou (obr. 3A a 3B:

zistené

panely vii). , viii, xv a xvi). Tiez sme pozorovali,

ze  Borrelia  lieCena  doxycyklinom a
cefoperazénom, ktora nevykazovala ziadny
vyznamny ucinok proti perzistujucim

organizmom (obr. 2A, 2B a 2C: panely xii a xiii),
zotavovala sa len s 13% a 6% zivotaschopnych
buniek po 7 denna subkultira (obr. 3A a 3C:
panely iv a v). Jednym z moznych vysvetleni
tohto javu by mohlo byt to, ze citlivost na
antibiotika sa mohla obnovit, ked sa baktérie
disperguju z biofilmu za priaznivych podmienok
[28].

Extrakt z listov Stevia je Siroko pouzivanou
nahradou cukru [39-41, 57]; posledné stadie
vSak ukazuji, ze jeden z hlavnych glykozidov,
steviosid, by mohol mat’ antimikrobialny ucinok
proti Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Klebsiella
pneumoniae a Pseudomonas aeruginosa [42].
Tieto antimikrobidlne Stadie pouzivali vysoku
koncentraciu purifikovaného steviozidu a v nasej
studii sme dosiahli podobny antimikrobialny
proti
koncentracie celého extraktu z listov. Nase udaje
s ocistenym Steviozidom nepreukazali ziadny
vyznamny antimikrobialny ucinok na Borrelia
spirochetes a perzistentné latky v porovnani s
extraktmi z celého listu Stevia (obr. 1).

ucinok Borrelia  pouzitim  niZSej

Toto zistenie naznacuje, ze dalSie zlozky v
extrakte z celého listu Stevia by mohli mat
antimikrobialnu aktivitu proti B. burgdorferi,
ktoré sa v budlcich $tadiach eSte musia
identifikovat’. V dobrej zhode s nasimi zisteniami
extrakt z listov Stevia tiez preukazal
antimikrobialnu aktivitu proti patogénom, ako st
E. coli, S. aureus, Vibrio mimicus, Salmonella
typhimurium, S. mutans, Bacillus subtilis,
Shigella dysenteriae a Vibrio cholera [38]. -42].

Dalsou otazkou je, & by sa Stevia mohla
bezpecne pouzivat ako terapeutické cinidlo.
Toxikologické stadie ukazali, Ze Stevia nema
mutagénne, teratogénne alebo karcinogénne
ucinky [57], a neddvne Stadie preukézali jej
bezpecnost’  pri
potravy [57-59]. V stadii skimajucej mutagenitu

Stevioside a Steviolu sa zistilo, ze Stevioside v

vysokych trovniach prijmu

davke 10 mg / ml nevyvolaval ziadnu mutaciu v
Okrem tychto Studii
existuju dve dolezité klinické stidie zalozené na
Stevii. 'V
randomizovanej, dvojito zaslepenej $tadii' s

S. typhimurium [60].
glykoproteinoch  pritomnych v

Cinskymi muzmi a zenami, ktoré zazili mierne

nadmerné napitie, sa uvadza, ze steviozid

glykoproteinu znizil systolicky a diastolicky

" Pozn. prekladu: Dvojito zaslepena $tiidia je $tidia,
v ktorej ani ucCastnici, ani experti nevedia, kto je
lieCeny. Tento postup sa pouZiva na zabranenie
zaujatosti vo vysledkoch vyskumu. Dvojito zaslepené
Studie st obzviast uzitocné na prevenciu zaujatosti v
désledku charakteristik dopytu alebo ucinku placeba.
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krvny tlak a tiez zlepsil kvalitu Zivota bez toho,
aby sposobil akékol'vek nepriaznivé ucinky v
porovnani s placebom [44]. V inej Stadii sa
analyzovali akutne ucinky steviosidu u pacientov

s diabetom 2. typu [45]. V porovnani s
kontrolnou  skupinou  steviozid  znizuje
postprandidlne hladiny glukézy v krvi u

pacientov s diabetom 2. typu [45]. Zistilo sa, Ze
obe tieto Stadie pouzivali zapuzdrent praskova
formu steviozidu a extrakt z celych listov, ktoré
sa uzivali peroralne [44, 45]. Zistilo sa tiez, ze
jedna z klinickych $tadii pouzivala cely listovy
pripravok, ktory obsahoval 91% steviozidu, 4%
rebaudiozidu A a 5% dalSich derivatov
steviozidu [45]. Vysledok z tychto klinickych
studii ukazuje, Ze pacienti nezaznamenali ziadne
nepriaznivé Ucinky pri pouzivani steviozidu [44,
45]. Aj
Studovana, je nevyhnutnych viac §tadii in vivo,

ked je bezpecnost Stevie Siroko
aby sa Stevia mohla pouzit’ ako antimikrobialna
latka pri akychkol'vek infekénych chorobéch.
Nasim budiucim cielom je dalej
jednotlivé zlozky extraktu z celého listu Stevia
proti B. burgdorferi a identifikovat’ najucinnejsiu

skamat’

zlozku  zodpovednu za jeho vyznamny
antimikrobialny u¢inok.
Zaverom mozno povedat, ze celkova

antimikrobialna Uc¢innost’ extraktu Stevia A na
rozne morfologické formy B. burgdorferi bola
porovnatel'nd s kombinaciou ur¢itych antibiotik.
Aj ked vysledky tejto predbeznej Studie nemozno
priamo extrapolovat na klinicki prax, su
potrebné dalSie nadvizujuce studie, ktoré moézu
rieSit bezpecnost Stevie a dalej identifikovat
najucinnejsie zlozky proti Borrelii.
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