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SOUHRN

Cilem prace bylo ovéfeni antibakterialnich G¢inkti a stanoveni minimalni inhibi¢ni
(MIC) a minimalni baktericidni koncentrace (MBC) ptirodnich latek carvacrolu, cymenu,
diberberin sulfatu, eugenolu, hydrochinon monomethyletheru, knicinu, limonenu, kyseliny
gallové, kyseliny rozmarynové, quercetinu, thymolu a tea tree oil zkumavkovou dilu¢ni

metodou v Mueller-Hintonové bujonu.

Dale byly testovany nasledujici dvojkombinace ptirodnich latek: cymen ve smési
s carvacrolem, cymen s eugenolem a také cymen sthymolem, knicin ve smési
s carvacrolem, kyselina gallova ve smé&si S carvacrolem, s thymolem, s eugenolem a dale

S quercetinem.
Ptirodni latky byly rozpoustény v 24% ethanolu, 0,5% Tweenu 20 a 80.

Uctinnost byla testovana na referenc¢ni kmeny Enerococcus faecalis CCM 4224,
Escherichia coli CCM 3954, Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 a Staphylococcus
aureus CCM 3953 a kmeny izolované z kancich ejakulati - Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus hyicus.
Jeden kmen Pseudomonas aeruginosa byl vykultivovan v nasi laboratofi z vytéru ucha psa

s klinickym nalezem otitis externa.

Mezi nejucinngjsi piirodni latky patfily knicin rozpoustény v 24% ethanolu MIC -
150 - 1200 pg/ml a MBC - 150 - 4800 pg/ml a dale carvacrol, thymol a eugenol MIC -
600 - 2400 pug/ml a MBC - 600 - 2400 pg/ml rozpousténé v 24% ethanolu.

Cvwr

u knicinu ve smési s carvacrolem, eugenolem a také s thymolem rozpousténych v 24%
ethanolu (600:300 — 2400:1200 pg/ml a 600:600 — 4800:2400 pg/ml), stejné hodnoty MIC
byly stanoveny u smési kyseliny gallové s carvacrolem a MBC se pohybovaly v rozmezi
1200:600 — 4800:2400 pg/ml.



kliCova slova: antibakteridlni aktivita, pfirodni latky, zkumavkova dilu¢ni metoda,

minimalni inhibi¢ni koncentrace, minimalni baktericidni koncentrace, Enterococcus

faecalis, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

aureus



SUMMARY

The aim was to verify the antibacterial effects and the determination of minimum
inhibitory (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) of natural substances
carvacrol, cymen, diberberin sulfate, eugenol, hydrogquinone monomethylether, cnicin,
limonene, gall acid, rosemary acid, quercetin, thymol and tea tree oil using broth dilution
bioassay in Mueller-Hint broth.

In addition, the following were tested in combination: cymen mixed with carvacrol
and thymol, cnicin mixed with carvacrol, eugenol and thymol, gall acid mixed with

carvacrol with thymol, with eugenol and with quercetin.

Natural compounds were dissolved in 24% ethanol, 0, 5% of Tween 20 and 0, 5%

of Tween 80.

The effectiveness was tested on reference strains of Enterococcus faecalis CCM
4224, Escherichia coli CCM 3954, Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 and
Staphylococcus aureus CCM 3953 and strains isolated from boars ejaculate - Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa and
Staphylococcus hyicus. One of the strains in our laboratory, Pseudomonas aeruginosa, was

derived from swabs from dog's ear.

Among the most effective natural substances were cnicin dissolved in 24% ethanol
(MIC = 150 - 1200 mg / ml and MBC = 150 - 4800 mg / ml), carvacrol, thymol, and
eugenol (MIC = 600 - 2400 mg / ml and MBC = 600 - 2400 mg / ml) dissolved in 24%

ethanol.

The lowest MIC and MBC values of combined substances dissolved in 24% ethanol
were recorded in case of cnicin with carvacrol, with eugenol and with thymol. The same
MIC values were determined in a mixture of gall acid with carvacrol and MBC ranged
1200:600 - 4800:2400 mg / ml.

keywords: antibacterial aktivity, essential oils, broth dilution bioassay, minimum

inhibitory concentration, minimum bactericidal concentration, Enterococcus faecalis,

Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus
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UvVoD

Vlastnostmi a moznostmi vyuziti piirodnich latek se zabyvaji védci na celém svéte.
Vysledky studii potvrzuji, ze jejich uplatnéni je Siroké. Mizeme jmenovat potravinaisky,

farmaceuticky, kosmeticky primysl a v neposledni fadé¢ také v mediciné.

Bylo zjisténo, Ze nckteré latky pfirodniho plvodu maji vedle dal§ich také
protizanétlivé a antioxidacni G€inky. U nékterych byly prokézany inhibi¢ni ucinky na rast

mikroorganizmi, a to jak bakterii, virti, hub, tak i riznych parazitu.

Zajem o vyzkum antibakteridlnich vlastnosti pfirodnich latek v poslednich letech
stoupa také z diivodu nartstajici rezistence mikroorganismt K pouzivanym antibiotikim.
Ptirodni latky jsou preferovany pro jejich minimalni toxicitu, minimalni vedlej$i ucinky,

dobrou dostupnost a lepsi odbouratelnost ve srovnani s antibiotiky.

Vyuzivaji se jak extrakty zrostlin, tak i jednotlivé slozky, které tyto extrakty
obsahuji. Uginné latky jsou ziskdvany zrostlin modernimi analytickymi metodami a

antibakterialni aktivita testovana stejn¢ jako u antibiotik.

Cilem mé diplomové prace bylo zjiStovani antibakteridlnich G¢inkli vybranych
pfirodnich latek a jejich kombinaci zkumavkovou diluéni metodou. Soucasti bylo také
stanoveni minimalni inhibi¢ni a minimalni baktericidni koncentrace riznych bakterialnich

druht.
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TEORETICKA CAST

1. VYZNAM STUDIA PRIRODNICH LATEK

Ptirodni latky jsou pro své 1éCivé ucinky vyuzivany jiz po staleti. Jejich biologicka
aktivita zahrnuje mimo jiné také antibakterialni, antimykotické, antivirové i antiparazitarni
antikarcinogenni efekty (Kalemba, Kunicka, 2003). Tyto poznatky jsou divodem stale se

rozsitujiciho vyzkumu a ovéfovani jejich uplatnéni v medicing k 1é¢bé infekénich chorob.

Narustajici rezistence mikroorganismi zahrnuje jiz pomérné Siroké spektrum
antibakterialnich latek a stava se tak celosvétovym problémem. Tato skute¢nost pobizi k
hledani novych bioaktivnich sloucenin S antimikrobidlnimi U¢inky vhodnych k 1écbé

samostatné nebo v kombinaci s antibiotiky (Vinsova, Imramovsky, 2004).

O vyuziti p¥irodnich latek v kombinaci s antibiotiky informovali Opletal a Simerda
(2005). Cefalosporiny, peniciliny ¢i makrolidova antibiotika ve smési S terpeny (silice
z Melaleuca, Leptospermum) byly pouzity ve veterinarni mediciné a vykazovaly

synergicky efekt.

Pfirodni latky pro své rtiznorodé ucinky maji velky potencial vyuziti v medicing,

potravinarském pramyslu, kosmetice a farmakologii (Kalemba, Kunicka, 2003).
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2. HLAVNiI ZDROJE PRIRODNICH LATEK A ZPUSOBY
JEJICH SEPARACE

Piirodni latky jsou ziskdvany pievazné zrostlin. Ucinné slozky mohou byt
obsazeny v celé rostling, nebo jen v nékteré z jejich ¢asti. Nachdzeji se v nadzemni ¢asti,
jako jsou nat’, kvéty, listy, lodyha, pupen, semeno a podzemni ¢asti - koten, oddenek, hliza

(Moravcova, 2003; Dorman a Deans, 2000).

Hledani 1é¢ivych prostiedki z rostlin ma velmi dlouhou tradici. Rostliny maji
taktka neomezenou schopnost syntetizovat aromatické slouceniny, které mohou rliznymi
mechanismy ovliviiovat zivé organismy. Casto jim slouZi jako ochrana proti
mikroorganismim, hmyzu i bylozraveim. VétSina z téchto sloucenin jsou fenoly nebo
jejich kyslikaté derivaty. Nekteré z téchto slozek dévaji rostlin€ typickou vini ¢i jsou
zodpovédné za jejich zbarveni, napiiklad tiisloviny a chinony. Z dal§ich mizeme jmenovat
kapsaicin (terpenoid) z &ili papricek, ktery zpiisobuje charakteristickou palivou chut. Rada
rostlin vytvaii také slouceniny s lé¢ivymi G¢inky a ptipadné s antimikrobidlni aktivitou

(Cowan a kol., 1999).

Aktivita esencialnich olejli pfirodnich latek zavisi na slozeni, struktufe danych
komponent, funkénich skupindich a moZnych synergickych interakcich mezi

komponentami (Dorman a Deans, 2000).

Zpisobi izolace ptirodnich sloucenin je n€kolik. Nejcastéji pouzivanou metodou je
destilace s vodni parou (Kalemba, Kunicka, 2003; M. Bendahou a kol., 2008). Z dalsich se

vyuziva hydrodestilace, metanolova a etanolova extrakce (Navarro a kol., 1996).

Zastoupeni ucinnych slozek esencialnich oleji 1ze stanovit plynovou chromatografii
(GC) (Skocibusi¢ a Bezi¢, 2004; Bendahou a kol., 2008; Economakis a kol., 1999),
plynovou chromatografii s hmotnostni detekci (GC-MS) (Kosar a kol., 2008; Dadalioglu a
Evrendilek, 2004; Oke a kol.,, 2009; Hernandez T. a kol., 2005) kapalinovou
chromatografii s hmotnostni detekci (LC—MS), vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii
s UV detekei (Burt a kol., 2005; Pronék a kol., 2005), nuklearni magnetickou rezonanci
(NMR) (Stojanovic, 2005; Fatope, 2008; Paolini, 2008) kapilarni zéonovou elektroforézou
(CZE) a rentgenovou krystalografii (Borris, 1996).
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Piehled nékterych rostlin obsahujicich latky s antimikrobidlni aktivitou uvadi

tabulka 1. (Cowan a kol., 1999)

Tabulka 1: Priklady rostlin obsahujicich latky s inhibi¢nimi u¢inky na mikroorganismy

bézny pfirodovédny udinna slozka skupina inhibi¢ni udinky
nazev nazev
Bazalka Ocinum kyselina o ) antivirové,
_ fenolicka kyselina )
vonna basalicum L. rozmarynova antibakterialni
Benedikt | Cnicus benedictus . . . o
knicin laktonové hot¢iny antibakterialni
1ékatsky L.
L antibakterialni,
Blahovi¢nik | Eucalyptus spp. p-cymen monoterpen
antivirové, fungicidni
Diistal ) _ . . . o
Berberis vulgarit berberin alkaloid antibakterialni
obecny
o kyselina .
Henna Lawsonia dermis fenol antibakterialni
gallova
o ] antioxida¢ni,
Hrusen Prus spp. hydrochinon fenol
antibakterialni
Hrebickovec Syzigium eugenol terpenoid antivirové, fungicidni
kofenny aromaticum
Jedle o ] antibakterialni,
Pini sibirica limonen terpen
bélokora antivirové, fungicidni
Jinan . ) . flavonoidni ) o
Ginkgo biloba L. quercetin _ antibakterialni
dvoulaloény glykosid
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Tabulka 1 (pokracovani): Piiklady rostlin obsahujicich latky s inhibi¢nimi U¢inky na

mikroorganismy

Saturejka _ )
Satureja montana carvacrol terpenoid antibakterialni
horska
' antibakterialni,
Tymian )
Thymus vulgaris thymol fenolicky alkohol antivirove,
obecny o
fungicidni

3. MECHANISMUS UCINKU PRIRODNICH LATEK NA
MIKROORGANISMY

Mechanismus G¢inku ptirodnich latek na mikroorganismy je slozity proces, ktery
nebyl dosud zcela objasnén. Bylo zjisténo, ze antimikrobialni u¢inky esencialnich oleji
souviseji s hydrofilnimi a lipofilnimi vlastnostmi danych komponent. Terpeny, které slouzi
jako priklad latek rozpustnych v tucich, pusobi inhibiéné na enzymy Katalyzujici

v membrané bakterialni buiky (Kalemba, Kunicka, 2003).

Nékteré slozky esencialnich olejli mohou ,,pisobit jako vypinac®, interferuji totiz
s translokaci protont pifes membranové vacky a tak blokuji fosforylaci adenosin-difosfatu
jakozto priméarniho energetického metabolismu. Specifické terpeny s funkéni skupinou,
jako je fenolicky alkohol nebo aldehyd rozrusuji membranu. Zasahuji také do
enzymatickych pochodil buniky tim, Ze potlacuji enzymatickou aktivitu nebo Uplné zastavi

produkci enzymi a tim maze dojit k smrti bakterialni buiiky (Kalemba, Kunicka, 2003).

v

Carvacrol a thymol zpiisobuji rupturu vnéjsi lipopolysacharidové vrstvy, coZ ma za
nasledek caste¢nou dezintegraci vnéjs§i membrany. Tea tree oil denaturuje membranové
proteiny. Nasledné dochazi k casteénému Uniku draselnych iontd, poruSe bunécného

dychani a nasledné k 1yze bunky (Kalemba, Kunicka, 2003).
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Lambert a kol. (2001) studovali mechanismus ucinku thymolu, eugenolu a
carvacrolu. Jejich vysledky prokazaly, ze mechanismus jejich baktericidnich G¢inka na Ps.
aeruginosa a S. aureus spociva ve zvySeni permeability membrany. Uvedené slouceniny
vstupuji do cytoplasmy G- bakterii pfes porinové proteiny vnéj$i membrany a dochazi tak

k poskozeni transportu iontd (Helander a kol., 1998).

Silice také inhibuji syntézu DNA, RNA, proteind a polysacharidid v bunécné sténé
plisni a bakterii. U hub navozuji zmény shodné s efektem pisobeni antimykotik (Kalemba,
Kunicka, 2003; Trombetta a kol., 2005).

Nekteré slouceniny piirodniho pivodu maji vice mechanismi ucinku. Cowan
(1999) zjistil, ze mechanismem u¢inku berberinu je vmezetovani do DNA bakterii. A Sun
a kol. (1988) dokazali, ze berberin sulfat je bakteriostaticky na kmen Streptococcus a zZe pti
dosazeni MIC zablokuje pfilnavost tohoto kmene k hostitelskym buitkam a inaktivuje
fibronektin. Berberin ma tedy dva mechanismy ucinku na streptokoky — uvolnéni kyseliny
lipoteichoové a ptimé ziedéni komplext kyseliny lipoteichoové s fibrinonektinem.

Studie Cristaniho a kol. (2007) potvrdily, Ze antibakterialni uc¢inek cymenu je
zalozen na perturbaci lipidové ¢asti bunééné membrany. Tento efekt se zda byt zavislym

na sloZeni a rozlozeni ndboje mikrobidlni membrany.

Ultee a Smid (2001) pii ovéfovani inhibi¢nich G¢inkt carvacrolu a cymenu na
Bacillus cereus dokazali, ze baktericidni aktivita carvacrolu byla potencovana cymenem.
Toto synergické pusobeni je zaloZzeno na tom, Ze cymen naruSuje cytoplasmatickou
membranu G+ bakterii. Tim umoznuje proniknuti carvacrolu dovniti bunky a zesileni jeho

ucinku spocivajiciho v poruseni transportu iontd a Zivin do bunky.

Podle studii Hynie (2003) a Kalemby a Kunické (2003) antimikrobidlni ucinky
ptirodnich latek koreluji se sloZzenim bunécné stény a cytoplazmatické membrany.
Grampozitivni bakterie (G+) maji ve své bunécné sténé silngjsi vrstvu peptidoglykanu
protkanou fetézci kyseliny teichoové. Bunécnd sténa gramnegativnich (G’) bakterii
obsahuje malo peptidoglykanu bez kyseliny teichoové, ale silnou vrstvu lipoproteini a
lipolysacharidi, kterd znesnadnuje priinik esencialnich olejit dovnitt buiiky. Zptsob G€inku

antimikrobidlni aktivity také zavisi na typu mikroorganismu.
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Slozeni bunécné stény ¢leni bakterie na G+ a G- na zakladé jejich barvitelnosti dle
Gramma. Tyto skute¢nosti lze tedy vyuzit i pfi studiu antimikrobialnich latek. G- bakterie
jsou odoln¢&jsi k ptsobeni piirodnich sloucenin nez G+ bakterie (Stojanovic, 2005;
Navarro, 1996), coz je v rozporu s hypotézou publikovanou Dormanem a Deansem (2000),

podle kterych nesouvisi inhibi¢ni Gi¢inky ptirodnich latek s ¢lenénim bakterii naG* a G

Rozdily ve struktuie bunécné stény G+ a G- bakterii znazoriiuje obrazek 1.

lipoteichoova kyselina

lipopolysacharid

teichoova kyselina

effluxni pumpa

vnéjii membrina

SN AR ARVEASAR
§3 888, RSN Fcﬁoplasmﬁckﬁ

membrana

periplasmovy prostor

strukturalni proteiny

a enzymy
vy s v epe . strukturalni proteiny
Bunécna sténa grampozitivnich a enzymy
bakterii

Bunécna sténa gramnegativnich
bakterii

Obrazek 1: Schéma uvadéjici rozdilnost ve stavbé bunécné st€ny u G+ a G- bakterii

(http://www.volny.cz/microbiology/cesky/texty/obecmikro.doc., stazeno 23. 3. 2009)
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4. CHARAKTERISTIKA VYBRANYCH SKUPIN
PRIRODNICH LATEK S ANTIMIKROBIALNIMI
UCINKY

4.1.Fenoly a polyfenoly

4.1.1. Jednoduché fenoly, polyfenoly a fenolové kyseliny

Patti do skupiny jednodussich bioaktivnich latek s jednou substituci na aromatickém
kruhu. Hlavnimi zastupci této rozsahlé skupiny odvozené od fenylpropanu jsou kyselina
skoficovd a kavova. Tyto kyseliny, obsazené v estragonu a matefidousce, vykazuji

antivirové, antibakteridlni a antimykotické uc¢inky (Cowan, 1999).

Do této skupiny patii také kyselina felurova, kterd je soucasti bunééné stény
obilovin. M4 S$iroké spektrum biologickych ucinkli a pfirodni estery této kyseliny maji
antimikrobidlni G¢inky. Feruloyloligosacharidovy ester izolovany z ananasu vykazuje jeste

v

silngj3i inhibiéni tginky na G+ a G- bakterii (Opletal a Simerda, 2005).

Cowan (1999) uvadi, Ze poloha a pocet hydroxylovych skupin ve fenolické
struktufe Uizce souvisi s antimikrobidlni aktivitou. Ve své studii dokazuje, Ze zvySena
hydroxylace vede ke zvySené toxicité. Vyznam hydroxylovych skupin i jejich umisténi

v molekule potvrdili Dorman a Deans (2000).

41.2. Chinony
Chinony jsou nejrozsifenéjsi skupinou pfirodnich barviv. Chemicky se jedna o

derivaty benzochinont, naftochinonti, antrachinonu a dalSich (Moravcova, 2003).

Jsou to aromatické slouCeniny se dvéma substituovanymi karbonylovymi
skupinami. Chinony jsou vysoce reaktivni slouceniny. V mikrobialni buiice tvoii
ireverzibilni komplexy s nukleofilnimi aminokyselinami, coz ma za nasledek inaktivaci
proteinid a ztratu jejich funkce. Pravdépodobné reaguji také S povrchovymi adheziny,

polypeptidy bunécné stény a enzymy vazané na membranach (Cowan, 1999).
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4.1.3. Flavonoidy
Flavonidy jsou jednou z nejsledovanéjsich skupin ptirodnich latek s antimikrobialni

aktivitou. Z chemického hlediska jsou flavonoidy hydroxylované fenolické aromatické
slouceniny odvozené od kyslikaté heterocyklické slouceniny flavanu, ktery je tvofen
dvéma benzenovymi kruhy spojenymi heterocyklickym pyranem. Jsou také zndmé pro své

antioxida¢ni puisobeni, které zavisi na poctu a poloze hydroxylovanych skupin v molekule.

Jejich antimikrobidlni aktivita je pravdépodobné zaloZena na tvorbé komplext
s extracelularnimi rozpustnymi proteiny a slou¢eninami v bunééné sténé¢ mikroorganizmu.

Lipofilni flavonoidy mohou rozrusovat cytoplazmatickou membranu (Cowan, 1999).

Nejznaméjsim flavonoidem je rutin, ktery je netoxicky. Ma urcity antimikrobialni
vyznam V zazivacim traktu. Vyznamné jsou glykosidy morin, quercetin a kemferol.
Zejména u quercetinu byly zjistény inhibi¢ni G¢inky proti Salmonella enteritidis a Bacillus
cereus (Opletal a Simerda, 2005).

Slozky flavonoidid vykazuji i silny antivirovy efekt. Hodné studii doklada, ze
flavonoidy glycyrrhizin, chrysin a swertiofranchetin jsou efektivni proti viru HIV. Do
skupiny flavonoidii patii i katechiny nachazejici se v zelenych ¢ajich. Katechiny inhibuji

rast mikroorganismi (Cowan, 1999).

4.2.Alkaloidy

Jednd se o heterocyklické organické dusikaté slouceniny s rGznymi
farmakologickymi 1g&inky hojné vyuzivané v medicing. Radi se do aromatickych
planarnich kvartérnich alkaloidd. Jako ptiklad Cowan (1999) uvadi morfin, izolovany jiZ
v 19. stoleti z maku. Z dalsich jmenuje diterpenoidni alkaloidy vykazujici antibakterialni
aktivitu, jez pochazi z pryskyiniku a glykoalkaloid solamargin, ktery je pouzivan u HIV
infekce.

V rostlinach jsou vazany jako soli organickych kyselin (kyselina $tavelova, octova,

mlécna, jable¢na, vinna apod.). VEtsina alkaloidd jsou bezbarvé pevné latky, bez zapachu,
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Spatné rozpustné ve vode a dobie v alkoholu, chloroformu, éteru a ve smési chloroformu

s éterem (Cowan, 1999).

Dutlezitym piedstavitelem skupiny je berberin. Mechanizmus ucinku je pfisuzovan
jeho schopnosti vmezetfovat se do bakteridlni DNA Je potencidlné ucinny vaci

trypanozomam a plasmodiim (Cowan, 1999).

4.3.Glykosidy

Glykosidy jsou derivaty monosacharidii, v nichZ je glykosidickd hydroxylova
skupina substituovéna, jsou to tedy Gplné acetaly. Jsou to slouceniny, které obsahuji jednu
nebo vice monosacharidovych jednotek a alespon jednu nesacharidovou ¢ast, tzv. aglykon
nebo také genin. Ackoli struktura aglykonu muze byt rozmanitd, na vysledné vlastnosti
glykosidu ma velky vliv zejména navazany sacharid. Podle typu aglykonu se dé¢li do
skupin: fenolové glykosidy, flavonoidové glykosidy, kardioaktivni glykosidy, saponiny,
kumariny a jejich derivaty a dalsi. Glykosidy tvoii také mnohé dilezité obsahové latky

rostlin a casto se vyuzivaji v lékafstvi (http://www.biotox.cz/naturstoff/chemie/ch-

gly.html, stazeno 23. 3. 2009).

Jsou nejcastéji bezbarvé, rozpustné v alkoholu a ve vodé. V éteru, petroléteru a
chloroformu jsou prakticky nerozpustné a jen nepatrné se rozpoustéji v octanu ethylnatém

(http://www.biotox.cz/toxikon/rostliny/glykosidy.php stazeno 23. 3. 2009).

Glykosidy se vyskytuji hojné€ v rostlinné fisi, ale nékteré mohou byt syntetizovany i
zivoCichy a mikroorganizmy. Hraji dileZitou roli pfi detoxikaci ve vodé nerozpustnych
latek. Flavonoidni glykosidy jsou derivaty fenylchromanu a odvozuji se od tti zédkladnich
skeletli: flavan, isoflavan a neoflavan. Nachéazeji se Vv kvétech a plodech. Patii mezi
rostlinnd barviva, kterd zptsobuji Zluté, dervené a modré zbarveni kvétd. Ucastni se
redoxnich pochodti a maji fadu biologickych ucinki. Vykazuji detoxikacni ucinky, a proto

jsou vyuzivany pfii léeni infek¢nich 1 jinych nemoci (Moravcova, 2003).
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4.4. Terpeny, terpenoidy

Jsou vyznamnou slozkou rostlinnych silic a pryskyfic. Zakladnim skeletem terpent
je izoprenova struktura, CioHig. Také se vyskytuji jako diterpeny, triterpeny, (...), stejné
jako hemiterpeny a sesquiterpeny. Pokud obsahuji jesté heterogenni molekulu kysliku,
nazyvaji se terpenoidy. Jsou syntetizovany z kyselin a obsahuji podil mastnych kyselin.
Nejznaméjs$imi terpenoidy jsou kafr, methanol (monoterpeny), farnesol a artemisin

(sesquiterpenoidy).

Terpeny a terpenoidy potlacuji rust bakterii, virt a prvoka. Triterpenoid betulinik
inhibuje 1 virus HIV. Mechanismus inhibi¢niho piisobeni terpenoidi neni zcela objasnén,

ale zfejmé naruseje cytoplazmatickou membranu bakterii a plisni (Cowan, 1999).

Také Dorman a Deans (2000) piedpokladaji, Ze mechanismus U¢inku terpenti
spo¢iva v poSkozeni cytoplazmatické membrany bakterii. Studium ucinkt terpenoidu na
izolované bakterialni membrany prokazalo, Ze jejich toxicita na mikroorganismy je
zalozena na lipofilnich vlastnostech terpent. Jednd se o vazbu na lipidy bakterialni
membrany, naruSeni iontové rovnovahy, tim i souvisejici poruchu funkce membranovych

proteind a inhibici dychani (Trombetta a kol., 2005).

4.5.Silice

Silice jsou te¢kavé lipofilni smési piirodnich latek s intenzivni vini. Dobfe se
rozpoustéji v organickych rozpoustédlech a naopak ve vode velmi Spatné. Jsou obsazeny v
mnohych rostlinach a patii k vyznamnym lé¢iviim. VétSina je bezbarva, nékteré jsou vSak
zbarvené piirozené: zluta je silice hiebickova (Oleum caryophylli), zelenkavou az
modravou barvu mivaji silice, obsahujici azuleny - napf. hefmankova silice (Oleum
chamomillae). Jsou vétSinou kapalné, nékteré caste¢né tuhnou - napt. ruzova (Oleum

rosae) nebo anyzova silice (Oleum anisi).

Nejcastéji jsou silice tvofeny terpeny, zejména monoterpenickymi uhlovodiky,
aldehydy, alkoholy, ketony, kyselinami, estery nebo seskviterpeny. Dale mohou obsahovat

fenylpropanoidy. Vini zpravidla podminuji terpenické slozky. Silice jsou obsaZeny ve
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zvlastnich rostlinnych pletivech. Mohou prostupovat celou rostlinu, jako v pfipadé
jehli¢natych  stromii, nebo se koncentruji v urcitych rostlinnych organech

(http://www.biotox.cz/naturstoff/chemie/ch-silice.html, stazeno 23. 3. 2009).

Silice jsou obvykle ziskavany z rostlinnych materialt destilaci s vodni parou. Mezi

dalsi metody patii extrakce t€kavymi rozpoustédly a lisovani.

Antibakterialni, antifungalni a antioxida¢ni aktivita silic a jejich slozek je stale
studovana. Antioxida¢ni aktivita se zejména sleduje u kofenovych ¢asti rostliny.
Nejlepsich vysledki v inhibici bakteridlnich kmenti dosahovaly silice obsahujici pfedevs§im
carvacrol, cineol, eugenol a thymol. Byl zjistén synergicky efekt pii kombinaci silic (z
Leptospirum, Melaleuca) s antibiotiky (makrolidova antibiotika, peniciliny, cefalosporiny).
Nékteré z téchto kombinaci by se mohly vyuzit v 16cbé infekei a tak by se snizila spotieba
antibiotik. Nekteré slozky silic vykazuji navic i antihelmintickou a antivirovou aktivitu.

(Opletal, Simerda, 2005).

V nasledujici tabulce 2 jsou uvedeny informace o ucinnych latkach silic a jejich

zdrojich.
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Tabulka 2: Priklady silic, u¢innych latek a jejich zdroji (Moravcova, 2003; Opletal a

Simerda, 2005)

zdroj
silice ucinna latka cesky nazev latinsky nazev
carvi etheroleum karvon, limonen kmin kotenny Carum carvi
caryophilli eugenol hiebickovec kofenny Jambosa
etheroleum caryophyllus
lypti o , Eucal
eucalypt a-felandren blahovi¢nik kulatoplody ucalyptus
etheroleum globulus
foeniculi fenchon, anethol fenykl hotky Foeniculum vulgare
etheroleum
lavandulae Lavandula
linalol levandule 1¢karska -
etheroleum angustifolia
melaleuca terpen-4-ol, _ Melaleuca
tea tree oil lternifoli
etheroleum y-terpinen alterniiofia
menta piperine o
mentol mata peprna Menta  ktivit L.
etheroleum
origani etheroleum carvacrol dobromysl obecna Origanum vulgare
rozmarini Kafr rozmarin lékatsky Rosmarinus
etheroleum Y y officinalis L.

salvia etheroleum

kafr, o a B-thujon

Salv¢j 1€karska

Salvia officinalis L.

terebinthinae
etheroleum

a-pinen

borovice lesni

Pinus silvestris L.

thymi etheroleum

thymol

tymian obecny

Thymus vulgaris L.
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5. VLASTNOSTI VYBRANYCH TESTOVANYCH
PRIRODNICH LATEK

5.1. Thymol

Sumarni vzorec: C1gH140
Molekulova hmotnost: 150,22 g.mol™ OH
Synonyma: 2isopropyl — 5 — methylfenol

5 — methyl — 2 — (1 — methylethyl) — fenol

Obrazek 2: strukturni vzorec — thymol

(http://faf.vfu.cz/html/docs/compounds/monoterpeny/thymol/index.html, stazeno 19. 2.
2008)

Thymol patii do skupiny fenolickych sloucenin, tvoii bezbarvé krystalky a voni
jako kafr. Je velmi t€Zko rozpustny ve vodé, snadno v 96% ethanolu, éteru, silicich a

ziedénych roztocich alkalickych hydroxida (Cesky lékopis, dil TV., 2002).

Thymol je obsazen spolu s carvacrolem v listech a kvétech druhu Thymus (Th.)
vulgaris L. (Tymian (T.) obecny), Th. zygis L. (T. bily) nebo v Origanum vulgare
(Dobromysl obecna). Dalsim zdrojem jsou silice z rostlin Citrus limon (Citronik),
Tanacetum vulgare (Vrati¢ obecny), Th. serpyllum (Matetidouska tuzkolistd), Satureja

hortensis (Saturejka zahradni), Arnica montana (Prha arnika), pfipadné v fadé dalsi.

M. Bendahou a kol. (2008) se zabyvali chemickym sloZenim a antibakterialnimi
ucinky Origanum glandulosum. Metodou vodni destilace a mikrovinné extrakce (SFME)
ziskali pozadované esencialni oleje, jejichz slozeni urcili plynovou chromatografii.
Hlavnimi komponentami obou esencialnich oleju byly thymol (41,6 — 81,1 %), y — terpinen
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(27,0 — 3.1 %), p — cymen (17,1 — 4,0 %) a carvacrol (2,2 — 4,4 %). Autofi uvadeji, ze
metoda SFME byla selektivnéjsi pro extrakci thymolu a olej O. glandulosum prokazoval

antifungalni a antibakterialni aktivitu.

Inhibi¢ni G¢inky ovéfovali také Lambert a kol. (2001) inovovanou technologii v
mikrotitra¢nich destickach s turbidimetrickym vyhodnocenim. Autofi zjist'ovali minimalni
inhibi¢ni koncentraci (MIC) oreganového esencialniho oleje a dvou jeho hlavnich slozek
thymolu a carvacrolu pro kmeny Pseudomonas (Ps.) aeruginosa a Staphylococcus (S.)
aureus. Zaroven studovali mechanismus u¢inku. Ve vysledcich uvadéji, ze Ps. aeruginosa
byl mén¢ citlivy k thymolu a carvacrolu nez S. aureus. Dale prokazali, ze dochazi ke
zvySeni membranové permeability, coz bylo podstatou baktericidniho uc¢inku obou

ptironich latek.

Rovnéz Helander a kol. (1998) potvrdili, ze thymol svou fenolickou strukturou
poskozuje cytoplazmatickou membranu. Esencialni oleje thymolu, carvacrolu a eugenolu
vstupuji do cytoplasmy G- bakterii pies porinové proteiny vnéj$i membrany a zpisobuji
poruSeni transportu iontd. | Kalemba a Kunicka (2003) potvrdili poznatky uvedenych

autoru.

Thymol inhibuje rast jak G- tak i G+ bakterii, kvasinek a plisni. Didry a kol. (2003)
prokazali inhibi¢ni G¢inek thymolu na S. aureus a E. Coli v koncentracich 250 pg/ml a na

Ps. aeruginosa Vv koncentracich vyssich nez 500 pg/ml.

Jsou znamé toxické ucinky thymolu na sliznice dychaciho i traviciho traktu, ale

neexistuji zaznamy o toxickych téincich na reprodukci ani o karcinogeniteé.

Kosar a kol. (2008) stanovili MIC thymolu, p - cymenu a carvacrolu u methicillin-
-resistentnich S. aureus a kvasinek Candida albicans a Candida tropicalis. Hodnoty

Minimalni inhibi¢ni koncentrace se pohybovaly v rozmezi 62,5 a 250 pg/ml.

Walsh a kol. (2003) prokazali inhibi¢ni a baktericidni u¢inky thymolu na S. aureus,
E. coli a Ps. aeruginosa. Autofi uvadéji, ze MIC byla 500 pg/ml u S. aureus a E. coli,

avSak pro Ps. aeruginosa vice nez 1000 pg/ml.
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5.2.Carvacrol

Sumarni vzorec: C1oH140 OH
Molekulova hmotnost: 150,22 g.mol™
Synonyma: 5 — isopropyl — 2 — methylfenol

2 — methyl — 5- (1 — methylethyl) — fenol

2 — hydroxy - p - cymol

Obrazek 3: carvacrol — strukturni vzorec

(http://faf.vfu.cz/html/docs/compounds/monoterpeny/carvacrol/index.html, stazeno 19. 2.
2008)

Carvacrol je fenolicky monoterpen (Opletal a Simerda, 2005). Jedna se o svétle
hnédou kapalinu, prakticky nerozpustnou ve vodé¢, ale snadno v 96% ethanolu a éteru
(Cesky 1ékopis, dil 1., 2002).

Zdrojem této éterické silice je zejména Th. vulgaris (T. obecny) nebo Th. zygis L.
(T. bily), kde se vyskytuje v listech a v kvétech spolu s thymolem. Také je obsazen
v Origanum vulgare (Dobromysl obecna), Mentha (Mata peprna), Th. serphylum
(Matetidouska uzkolista),

(http://faf.vfu.cz/html/docs/compounds/monoterpeny/carvacrol/index.html, stazeno 19. 2.

2008), Satureja montana a Satureja hortensis (Saturejka horska a zahradni), (Kapesni atlas

str. 272) a v dalsich rostlinnych silicich.

Chemickym slozenim silice z Origanum dictomnus se zabyvali Economakis a kol.
(1999). Autoti metodou plynové chromatografie a GC-MS zjistili, ze pievladajici slozkou
byl carvacrol. Nasledn¢ ovérovali antimikrobialni aktivitu této silice na S. aureus, S.

epidermidis, S. hominis, E. coli a Ps. aeruginosa.
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Carvacrol jako hlavni slozku (45.7 %) silice ze Satureja montana prokazali
chromatografickou analyzou (GC-MS) Skocibusi¢ a Bezi¢ (2004). Maria C. Rota a kol.

(2008) stejnou metodou uréili, Ze silice z Th. zygis obsahuje chemotypy carvacrolu.

Liolios a kol. (2009) provétovali sloZzeni a antibakterialni aktivitu esencialniho oleje
z Origanum dictomnus. Metodou GC-FID ur¢ili, ze majoritni slozku tvoii carvacrol. Déle
silice obsahovala thymol, p — cymen a y — terpinen. Antibakterialni aktivitu testovali

difuzni metodou proti ¢tyfem druhiim G+ a ¢étyfem G- bakterii.

Inhibi¢ni ucinky carvacrolu na E. Coli O157: H7 studovali Burt a kol. (2005).
Mikrodilu¢ni metodou urc¢ili MIC carvacrolu 180 pg/ml na E. Coli O157:H7. Vysledky
jejich studie také potvrdily, Ze carvacrol ve smési s thymolem ma aditivni antibakterialni

efekt na uvedené mikroorganismy.

Antibakterialni aktivitu na mikroorganismy v potravinach studovali Feyza Oke a
kol. (2009). Chromatografickou analyzou (GC—MS) detekovali v Satureja cuneifolia
carvacrol (44,9 %) a p — cymen (21.61 %). Stanovili MIC, ktera se pohybovala v rozmezi
600 — 1400 pg/ml.

Didry a kol.(1993) zjistovali MIC carvacrolu difuzni diskovou metodou. Hodnota
MIC pro S. aureus, E. coli a Streptococcus pneumoniae byla 125 pg/ml, pro Ps.
aeruginosa vyssi nez 500 pg/ml. Zaroven se zabyvali vzajemnym plisobenim carvacrolu
s thymolem a carvacrolu s kyselinou skoficovou. Mikrodiluéni metodou zaznamenali

synergické ptisobeni smési carvacrolu s thymolem.

Slozenim a antibakterialni aktivitou silice z Lantana achyranthiofilia se zabyvali
Hernandez T. a kol.(2005). Metodou GC-MS prokazali jako hlavni slozku esencialniho
oleje carvacrol (30,64 %). Dale diskovou difuzni metodou stanovili MIC. Pro E. coli a
Salmonella typhimorium byla hodnota rovna 1000 pg/ml, u S. aureus 250 pg/ml, u
S.epidermidis a Bacillus subtilis 500 ug/ml. Rovnéz prokazali, ze carvacrol a thymol

porusuji bunéénou membranu E. coli a Salmonella thyphimurium.

Nizsi hodnotu MIC carvacrolu pro E. coli uvadéji Kim a kol.(1995) a to 500 pg/ml.
Pfi testovani inhibi¢nich wc¢inkt carvacrolu na Salmonella thyphimorium, Listeria

monocytogenes a Vibrio vulnificus stanovili MIC 500 pg/ml.
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Ultee a Smid (2001) ovéfovali Gcinky carvacrolu a cymenu na Bacillus cereus,
ktery kontaminoval ryzi. Dokazali, Ze baktericidni aktivita carvacrolu byla potencovana
ucinkem cymenu. Obé latky potlacovaly rust Bacillus cereus a tim i produkci toxinu.
Uvedené slouceniny ve smési maji synergické ucinky, které spocivaji v tom, ze cymen
naruSuje cytoplasmatickou membranu G+ bakterii, ¢imz umoziuje proniknuti carvacrolu

dovnitf bunky a zesileni jeho ucinku.

5.3.Hydrochinon

Sumarni vzorec: CgHgO»

Molekulova hmotnost: 110,11 g.mol™ HO OH

Obrazek 4: hydrochinon — strukturni vzorec
Synonyma:  benzen —1,4 —diol
1, 4 — dihydroxybenzen
p — dihydroxybenzen

4 — hydroxyfenol

(http://www.eurochem.cz/index/toxi/369_0213.htm, stazeno 9. 11. 2008)

Hydrochinon je dvojsytny fenol s oxidacn€ redukénimi U€inky. Tvoii bezbarvé
krystalky. Je rozpustny ve vodé, volné rozpustny v 96% ethanolu, éteru a malo rozpustny

v benzenu. Roztoky hydrochinonu na vzduchu hnédnou nasledkem oxidace.
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V listech medvédice 1é¢ivé (Folia Uvae — ursi)je obsazeny hydrochinon

glykosidicky vazan. V tucich ptsobi jako antioxidant.

(http://64.233.183.104/search?g=cache:ZxC62AISAoct:www.piskac.cz/pavel/recenze/TI1S/
HYDROCHINON.RTF+hydrochinon,vlastnosti&hl=cs&ct=clnk&cd=6&ql=cz, stazeno 9.
11. 2008).

Hydrochinon je karcinogen a mutagen 3. tiidy a muze vyvolat alergickou reakci.

Ma toxické a karcinogenni U€inky piedevsim na kizi, kde miize vyvolat nddorové bujeni.

5.4.Hydrochinon monomethylether 0 —CH;,

Sumarni vzorec: C7HgO,

o

Molekulova hmotnost: 124,13 g.mol'l
OH
Obrazek 5 : hydrochinon monomethylether — strukturni vzorec
Synonyma: 4 — Methoxyphenol
p — hydroxyanisol
4 — hydroxyanisol

(http://www.4-methoxyphenol.com/4_methoxyphenol_info.html, stazeno 9. 11. 2008)

Hydrochinon monomethylether je bila az zlutohnéda krystalicka latka, ktera voni po
karamelu a fenolu. Je rozpustny v organickych rozpoustédlech jako alkohol, éter a benzen

a velmi malo rozpustny ve vodé (http://www.osha.gov/SLTC/healthguidelines/4-

ethoxyphenol/ recognition.html, stazeno 9. 11. 2008).
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Jedna se o vysoce hoflavou, zdravi skodlivou slouceninu. Drazdi oci, dychaci
organy a kuzi, kde muze vyvolat senzibilizaci (http://org.sci. muni.cz/files/bezp.pdf,
stazeno 9. 11. 2008).

5.5.Limonen
CH3
Sumarni vzorec: CioH1s
Molekulova hmotnost: 136.23 g.mol™
G
DS
HiC”~ T CH,

Obrazek 6: limonen — strukturni vzorec
Synonyma: Methyl — 4 — isopropenyl — cyclohexen
p — mentha — 1,8 — dien
dipenten
Cajaputene, Carvene

(http://faf.vfu.cz/html/docs/compounds/monoterpeny/limonen/index.html,  stazeno  11.
3.2008)

Cisty limonen je ¢ira tekutina. Jedna se o monoterpen tvofeny dvéma izoprenovymi
jednotkami. Limonen ma dvé aktivni optické formy, L — limonen a R — limonen li$ici se
odliSnym zapachem. L-limonen voni po borovicich a pfipomina terpentyn, kdezto R-
limonen ma pifijemnou pomerancovou vini. Jednotlivé formy se 1i§i i svymi ucinky

(Filipsson a kol., 1998).
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Bylo prokazano, ze limonen ma protirakovinné ucinky, zvysuje uroven jaternich
enzymi zapojenych v detoxika¢nich procesech karcinogenti a to zejména u gluthathion-S

transferazy. Je také pouzivan jako rozpoustédlo a detergent (Filipsson a kol., 1998).

Tato piirodni latka se nachazi v esencialnim oleji citrusovych plodu jako je Citrus
limon (Citrovnik), Citrus aurantim subsp.amara, Citrus aurantim subsp.aurantim. Rovnéz
se vyskytuje v rostlinach Carum carvi (Kmin kofenny), Coriandrum sativum (Koriandr
sety), Salvia officinalis (Salvéj 1ékai'sk4), Rosmarinus officinalis (Rozmaryna 1ékaiska) a

vmnoha  dals§ich  rostlinnych  silicich  (http:/faf.vfu.cz/html/docs/compounds/

monoterpeny/limonen/index.html, stazeno 11. 3. 2008).

Limonen vykazuje antibakterialni, antivirové a fungistatické GCinky.
Antibakterialni aktivitou aromatickych esencialnich oleju z Eucalyptus, Afromomum,
Cympobogon, Monodora a Ocinum se zabyvali K. Cimanga a kol. (2002) diskovou difuzni
metodou. Jejich separaci provedli plynovou chromatografii a zastoupeni jednotlivych
slozek zjistili metodou GC-MS. Autofi prokazali, ze limonen je jednou z hlavnich

komponent v testovanych rostlinach vykazujici antimikrobialni u¢inek.

Mikrodiluéni metodou uré¢ili MIC limonenu Sonboli a kol. (2006) pifi provéfovani
antibakterialni aktivity esencialniho oleju ze tii druht Salvia (Sal.) (Sal. santolinifolia, Sal.
mirzayanii a Sal. hydrangea). Hodnoty MIC se pohybovaly v rozmezi 4400 — 36800 ug/ml
u Bacillus subtilis, Ent. faecalis, S. aureus, S. epidermidis, E. coli, Klebsiella pneumoniae a

Ps. aeruginosa.

Van Vuuren a kol. (2007) studovali baktericidni ucinky enantiomeri limonenu.
MIC stanovili mikrotitrani metodou u ¢tyt druht G+ bakterii (S. aureus, Ent. faecalis,
Bacillus cereus) a ¢ty G — bakterii (E. coli, Klebsiella pneumoniae, Moraxella catarhallis
a Ps. Aeruginosa). Rozmezi pro R — limonen bylo od 3000 do 27000 pg/ml a u L —
limonenu byly hodnoty MIC od 2000 do 27000 upg/ml v zavislosti na druhu
mikroorganismu. Nizsi hodnoty MIC u S. aureus (8000 pg/ml) a Ps. aeruginosa (8000

ug/ml) zaznamenali u kombinace limonenu a 1,8 — cineolu (1:1).
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5.6.Berberin sulfat

(LT
O AN
Sumarni vzorec: C40H36N201281 |

OCH,

Molekulova hmotnost:768.803 g.mol™
OCH,

Obrazek 7: berberin - strukturni vzorec

Synonyma: Berbinium

7,8,13,13a — tetradehydro — 9,10 — dimethoxy — 2,3 — (methylenedioxy) — sulfat
(2:1)

(http://www.eurochem.cz/index.php?EURID=201823790&CompNo=1&PropNo=0&L toB
=1&QSAS=4&QSPG=1&MN=BERBERIN-
SULF%EIT&ID=0&MLEV=0&DT=134217728&SPC=0&ACT=30&M ID=0&M_ MLE
V=0&M_SPC=0&LA=CS)

Berberin je isochinolinovy alkaloid jasné zluté barvy. Je rozpustny v 96% ethanolu,
éteru a benzenu, ale nerozpustny ve vod¢. Je to alkaloid odvozeny od fenylalaninu a

tyrozinu (Dharmananda, 2005).

Berberin je obsaZen asi v 1 % Vv kofenové kiife dfistalu obecného zvaného téZ drac
(Berberis vulgaris L.). Pouziva se pfi onemocnéni zlu¢niku a jater, je oblibeny v lidovém
1é¢itelstvi a homeopatii na revmatismus a hemeroidy. Je obsazen také ve vlastovicniku
vétsim (Chelidenum majus L.) (Moravcova J., 2006).

Mechanismus ucinku studoval Cowan (1999) a zjistil, Zze jeho podstatou je
vmezefovani do DNA bakterii. Sun a kol. (1988) ovérovali jeho antivirovy i antibakterialni
efekt. V této studii dokazali, Ze berberin sulfat ptisobi bakteriostaticky na streptokoky. Pti
dosazeni MIC zablokuje v misté infekce ptilnavost mikroba k hostitelskym buikam
inaktivaci fibronektinu. Berberin ma tedy dvoji ucinek pfi streptokokové infekci — uvolnéni
kyseliny lipoteichoové a pifimé zifedéni komplexli kyseliny lipoteichoové
s fibrinonektinem.

32


http://www.eurochem.cz/index.php?EURID=201823790&CompNo=1&PropNo=0&LtoB=1&QSAS=4&QSPG=1&MN=BERBERIN-SULF%E1T&ID=0&MLEV=0&DT=134217728&SPC=0&ACT=30&M_ID=0&M_MLEV=0&M_SPC=0&LA=CS
http://www.eurochem.cz/index.php?EURID=201823790&CompNo=1&PropNo=0&LtoB=1&QSAS=4&QSPG=1&MN=BERBERIN-SULF%E1T&ID=0&MLEV=0&DT=134217728&SPC=0&ACT=30&M_ID=0&M_MLEV=0&M_SPC=0&LA=CS
http://www.eurochem.cz/index.php?EURID=201823790&CompNo=1&PropNo=0&LtoB=1&QSAS=4&QSPG=1&MN=BERBERIN-SULF%E1T&ID=0&MLEV=0&DT=134217728&SPC=0&ACT=30&M_ID=0&M_MLEV=0&M_SPC=0&LA=CS
http://www.eurochem.cz/index.php?EURID=201823790&CompNo=1&PropNo=0&LtoB=1&QSAS=4&QSPG=1&MN=BERBERIN-SULF%E1T&ID=0&MLEV=0&DT=134217728&SPC=0&ACT=30&M_ID=0&M_MLEV=0&M_SPC=0&LA=CS

Studie Stermitzeho a kol.(2000) doklada ucinnost berberinu na S. aureus
zodpovédného za fadu nosokomialnich nakaz. Hodnota MIC kombinace berberinu s 5'-
methoxyhydnocarpinem (5° - MHC) ¢inila 256 pg/ml. Slouc¢enina 5° - MHC sama o sob¢&

antibakterialni aktivitu nevykazuje.

5.7.Quercetin dihydrat

Sumarni vzorec: C15H1007.2H,0

Molekulova hmotnost: 338,27 g.mol™

(Veceta a kol., 1975)
Obrazek 8: quercetin- strukturni vzorec
Synonyma: 3, 3¢, 4%, 5,7 — pentahydroxyflavon dihydrat
2 — (3,4 — dihydroxyfenyl) — 3,5,7 — trihydroxy — 4H — chromen — 4 — on dihydrat

2 — (3, 4- dihydroxyfenyl) — 3,5,7 — trihydroxychromen — 4 — on dihydrat

Quercetin je glykosidicky flavonoid, ktery tvori zaklad mnoha dalsich flavonoidu
jako je rutin, hesperidin, naringin a tangeritin. Mnoho 1é¢ivych rostlin vdéci velké casti
svych aktivit pravé vysokému obsahu quercetinu. Quercetin vykazuje vyznamnou
protizanétlivou aktivitu. Omezuje produkci a uvolfiovani histaminu a jinych alergickych a
zanétlivych mediatord. Navic ma silnou antioxidacni schopnost

(http://flavonoid.navajo.cz/, stazeno 3. 12. 2008.).

Uvedena sloucenina tvofi zluté krystalky dobfe rozpustné v 96% ethanolu,

methanolu nebo v éteru, avsak $patné rozpustné ve vodé (Cesky 1ékopis, 2002, 1. Dil).
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Je opticky aktivni, vykazuje antioxidacni a antilipoperoxida¢ni ucinky. In vitro byly

prokazany antiprotozoalni uc¢inky na Entamoeba histolytica a Giardia lambda.

Vyskytuje se v ¢esneku, cibuli, chmelu a plodech kastanti. Dal§im zdrojem tohoto
flavonoidu jsou rostliny jako naptiklad Oenothera biennis (Pupalka dvouleta), Helianthus
annus (Slunec¢nice ro¢ni), Avena sativa (Oves sety), Acacia senegal (Akacie senegalska),
Achillea millefolium (Rebii¢ek obecny), Gingko biloba (Jinan dvoulaloény) a v dalsich
(http://faf.vfu.cz/html/docs/compounds/Flavony/kvercetin/ index.html, stazeno 5. 4. 2008).

Opletal a Simerda (2005) informuji o antimikrobidlni aktivité quercetinu na
Bacillus cereus a Salmonella enteritidis. Uvadéji, Ze quercetin inhibuje rust obou

bakterialnich druht.

Terapeuticky vyznamny je také flavonovy glykosid rutin (quercetin — 3 —
rhamnoglukosid) vyskytujici se v Ruta graveolens (routa vonna), kde byl primarné
izolovan. Je obsazen také v pohance a spolu s quercetinem se nachazi v cibuli, v niz se
vyskytuje i dalsi u¢inny flavonoid spiraeosid, coz zjistili Pronék a kol.(2005) metodou
HPLC.

5.8.Kyselina gallova ® OH

Sumarni vzorec: C7HgOs.H-0
Molekulova hmotnost: 188,14 g.mol'l HO OH
(Veceta a kol., 1975) OH

obrazek 9: kyselina gallova-strukturni vzorec

Synonymum: monohydrat kyseliny 3, 4, 5 — trihydroxybenzeoové
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Kyselina gallova je organicka kyselina, kterd se nachazi v dubénkach, ofesich,
dubové kufe, cajovych listcich a dalSich rostlinach. Vyskytuje se ve volné formé nebo
vazana do taninii, ze kterych se ziskava kyselou hydrolyzou. Tato piirodni fenolicka
sloucenina je bezbarva nebo slabé nazloutla. Tvoii dlouhé jehlice nebo krystalicky prasek.
Je dobie rozpustna ve vodé, v 96% ethanolu a v glycerolu, $patnd v éteru (Cesky 1ékopis,
dil 1., 2002).

Kyselina gallova vykazuje antibakteridlni a imunomodula¢ni Uc¢inky spolecné
s methyl-galatem (http://www.zdravcentra.cz/cps/rde/xbcr/zc/Prakticke-lekarenstvi-2-
2005-SOLEN-0009.pdf.). Antibakterialni ucinek kyseliny gallové, kterou ziskalli z

extraktu z listi n€kolika druhi Cirsium, analyzovali metodou vysokoucinné kapalinové

chromatografie Nazaruk a kol. (2008).

Plynovou chromatografii s hmotnostni detekci rozdélili a identifikovali frakce
kyselin z Paeonia peregrina a Paeonia teneuifolia Ivanova a kol. (2002). Tyto frakce
obsahovaly mimo jiné slouceniny kyselinu gallovou a ethylgallaty. Pii ovéfovani
antimikrobialnich G¢inkt kyseliny gallové diskovou difuzni metodou zaznamenali inhibici

u kmenu S. aureus, E. coli a Candida albicans.

Nohynek a kol. (2006) studovali mechanismus a antibakterialni ti¢inek fenolickych
plodi. Mezi nejcitlivéjsi bakterie patiili Helicobacter pylori a Bacillus cereus. Kyselina

gallova t¢inn¢ inhibovala i testovany kmen Salmonella sp.

5.9.Melaleuceae aetheroleum (tea tree oil)

Tea tree oil lze ziskat z extraktu z listi ¢ajového stromu Melaleuca alternifoda
(kajeput stiidavolisty), ktery patii do rodiny Myrtaceae. Tento extrakt je ziskany destilaci
vodni parou obsahuje vice nez sto komponent, vétSinou seskviterpeny a terpenoly. Hlavni

slozky pusobici bakteriostaticky a antimykoticky jsou 1,8 — cineol a terpinen — 4 — ol.
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Tea tree oil je bezbarva az svétle zluta olejova kapalina s typickym kofenénym
aroma. Je nerozpustny ve vodé, rozpousti se v 96% ethanolu. Je pouzivan v medicing,
hojné¢ v kosmetickém pramyslu pro své antiseptické, antibakteridlni a antimykotické
ucinky  (http://www.chemicalland21.com/lifescience/foco/TEA%20TREE%200IL.htm,
stazeno 3. 12. 2008).

Antibakterialnimi u¢inky Melaleuceae aetheroleum na S. aureus studovali Chung a
kol. (2007). Nejen, ze prokazali baktericidni efekt, ale také zjistili Ze tea tree oil ma

vysokou afinitu k bakterialnim bunikam, coz umoziuje jejich lyzi.

Papadopoulos a kol. (2006) stanovili hodnoty MIC tea tree oil u kmend
Pseudomonas sp. Vysledna hodnota MIC byla 17560 pg/ml. Autofi potvrdili, Ze u¢innymi

slozkami oleje jsou terpinen — 4 — ol, a — terpineol, cineol, y — terpinen a p — cymen.

Oproti tomu v publikované studii Coxe a kol. (2001) je uvedeno, ze Ps. aeruginosa
byl ktea tree oil i jeho jednotlivym slozkam rezistentni. Kmeny S. aureus a E.coli
inhiboval tea tree oil v koncentraci 2195 pg/ml a Candida albicans 1097,5 ug/ml.

5.10. Kyselina rozmarynova

OH

Sumarni vzorec: C1gH160g
Molekulova hmotnost: 360,31 g.mol™

HO
OH

obrazek 10: Kyselina rozmarynova — strukturni vzorec
Synonyma: Ros A,
[[3 — (3,4 — dihydroxyfenyl) — 1 — oxo — 2E — propenyl]oxy] — 3,4 — dihydroxy

- benzenpropanova kyselina
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Kyselina rozmarynova se vyskytuje ve form¢ hnédého az nacervenalého prasku a
patii mezi fenolické kyseliny. Jednéd se o derivat kyseliny kdvové. Je rozpustna ve vode,
96% ethanolu a ve vodné-alkoholickém roztoku, ale nerozpustna v absolutnim alkoholu a
oleji. Pro sv¢é antioxida¢ni, antikoagula¢ni, antivirové a antibakterialni G¢inky je pouzivana
V potravinaiském, kosmetickém a v chemickém primyslu a hojné¢ také v medicing

(http://www.chemnet.com/sell/chemdetail/1988500.html, stazeno 2. 3. 2009).

Nachazi se v rostlinach Rosmarinus officinalis L. (Rozmaryn 1ékatsky), v Ocinum
basalicum (Bazalka vonna), Melissa oficinalis (Medunka lékaiska), Th. vulgaris (T.
obecny), Salvia officinalis (Salvg;j 1ékaiska) a v dalsich
(http://www.liberherbarum.com/minor/cz/In1478.HTM, stazeno 2. 3. 2009).

Petersen a Simmonds (2002) studovali chemickou strukturu a biologické ucinky
kyseliny rozmarynové. Autofi uvadéji, ze se jedna o ester kyseliny kavové a 3,4 —
dihydroxyfenylmlécné. Mezi vyznamné Gc¢inky kyseliny patfi antioxida¢ni, antimutagenni,
anstringentni, antiflogisticky, antivirovy a antibakteridlni plsobeni. Jeji pfitomnost
Vv rostlindich ma zifejmé obranny efekt, slouzi tedy jako ochranna slozka rostliny pted

pusobenim mikroorganismu a Skidc.

Chemickému sloZeni a antibakterialnim ucinkiim esencialniho oleje z Rosmarinus
officinalis L. se ve své studii vé€novali Santovo a kol. (2005). Jednotlivé slozky ziskané
extrakci superkritickym CO, identifikovali plynovou chromatografii s hmotnostni detekci.
Inhibi¢ni u¢inky na S. aureus, Bacillus subtilis, E.coli a Ps. aeruginosa ovétovali diskovou
difuzni metodou a zkumavkovou dilu¢ni metodou. Nejcitlivéjsi k extraktim z rozmarynu

byl S. aureus (rozmezi zony inhibice — 17- 33mm a rozmezi MBC: 2250 — 250 pg/ml).

37


http://www.chemnet.com/sell/chemdetail/1988500.html
http://www.liberherbarum.com/minor/cz/Pn0293.htm
http://www.liberherbarum.com/minor/cz/Pn0123.htm
http://www.liberherbarum.com/minor/cz/In1478.HTM

5.11. p—cymen

Sumarni vzorec: CigH14

Molekulova hmotnost: 134,22 g.mol™

Obrazek 11: p - cymen — strukturni vzorec
Synonyma: 1 — isopropyl — 4 — methylbenzen
1 —isopropyl — 4 — methyl — benzol
1 — methyl — 4 — (1 — methylethyl) — benzen

p - cymol

Jednd se o substituovany aromaticky alkyl nachazejici se v éterickych olejich

nejméné sta rostlin (http://umbbd.msi.umn.edu/pcy/pcy_map.html, stazeno 3. 3. 2009). P -

cymen je bezbarva az svétle zluté zbarvena tekutina, ktera je rozpustna v 96% ethanolu a
nerozpustna ve vod¢é (http://www.thegoodscentscompany.com/data/rw1032711.html,
stazeno 3. 3. 2009).

Je opticky aktivni. In vitro pasobi fungistaticky na Penicillium digitatum. Ma také
antibakterialni a antivirové ucinky. Pusobi také jako analgetikum, antirevmatikum a
sedativum. Zdrojem p — cymenu jsou rostliny Th. vulgaris (T. obecny), Th. serpyllum
(Matetidouska uzkolista), Origanum vulgare (Dobromysl obecna), Eucalyptus globulus
(Blahovi¢nik kulatoplody), Pinus sylvestris (Borovice lesni), Cnicus benedictus (Benedikt
1€katsky), Valeriana officinalis (Kozlik 1¢katsky) a dalsi
(http://faf.vfu.cz/html/docs/compounds/monoterpeny/cymen.index.html, stazeno 13. 3.
2008).
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Studie Cristaniho a kol. (2007) potvrzuje, ze p - cymen vykazuje antimikrobidlni
aktivitu na S. aureus a E. coli. Autofi rovnéz poukazuji na to, ze vysledky byly ovlivnény
lipofilnimi vlastnostmi a rozpustnosti p — cymenu, ktery je ve vodé prakticky nerozpustny.
Na =zaklad¢ vyslednych studii mechanismus ucinku cymenu spociva VvV poruSeni

cytoplazmatické membrany bakterie (hruba perturbace lipidové frakce membrany).

Esencialni olej z Origanum syriacum L., obsahujici p — cymen, y — terpinen a
carvacrol (analyza GC/MS), ma antioxidacni a bakteriostatické ucinky (Alma a kol., 2003).
Tyto ucinky byly ovéfovany agarovou diskovou difuzni metodou s koncentraci 2 a 4 ul
silice v disku. Vyznamnym zjisténim byla inhibice E. coli a S. aureus izolovanych z
potravin. Zény inhibice u obou koncentraci byly u E. coli 16mm,30mm a S. Aureus

20mm,38mm a byly vétsi nez u ampicilinu (10ug/disk) a streptomycinu (10pg/disk).

Kisko a Roller (2005) zjistili, ze p — cymen a carvacrol mohou zabranit mnoZeni
kmene E. coli O157:H7 v jablecném dzusu. Inhibice bakteridlnich bunék byla
zaznamenana U koncentrace 1,25 mM p — cymenu i carvacrolu. Pfi pouZiti obou piirodnich
latek v kombinaci byla u¢inna koncentrace p — cymenu 0,25mM a 0,5mM carvacrolu.

Vysledky svédci o synergickém plisobeni obou latek.

Celed” Hedychium byla zkoumana Joshi a kol.(2008) pro své antibakterialni
vlastnosti. H. aurantiacum obsahovala jako hlavni komponentu p — cymen. Minimalni
inhibi¢ni koncentrace byly zjistény diskovou metodou na S. aureus, Shigella flexneri,

Pasteurella multocida, E. coli a Salmonella enterica enterica.

Bylo stanoveno slozeni esencialnich oleji rostlin rodu Origanum (Dobromysl,
oregano). Rovnéz byla zkoumana antioxidacni a antibakterialni aktivita téchto izolovanych
rostlinnych oleju. Silice z oregana byly silné zastoupeny monoterpenem p-cymenu (16.8-
24.9 %). Oregano vykazovalo antioxida¢ni ucinky, které vSak zavisely na specifickém
chemickém slozeni a pouzité metodé detekce. Pfi zjiStovani antibakteridlnich ucinku

oreganové silice zjistili Hazzit a kol. (2006), ze Listeria monocytogenes je rezsitentni.

39



5.12. Knicin OH

Sumarni vzorec: C,H,0;

Molekulova hmotnost: 378.42 g.mol™

Obrazek 12: knicin — strukturni vzorec

Synonyma: Centaurin
Cynisin

(Opletal a kol., 2007)

Knicin je seskviterpenicky lakton, germakranolid. Patii mezi slou¢eniny obsazené
v rostlinach s hotkou chuti a farmakologickymi ucinky (Opletal a kol., 2007). Je rozpustny
v acetonu (Snejdar, 2005).

Knicin se nachazi v bylinach Cnicus benedictus (Benedikt 1ékaisky), Centaurea
cyanus  (Chrpa modra) a  Silypbum  marianum  (Ostropesttec =~ mariansky).
(http://www.liberherbarum.com/Minor/HU/IN0426.htm, stazeno 4. 3. 2009)

Saroglou a kol. (2005) prokazali antibakterialni aktivitu knicinu na tii G* a tii G’
bakterie. Bruno a kol. (2003) stanovili MIC pro E.coli 12,5 pg/ml, S. aureus 25 pg/ml,
Proteus mirabilis 25 ug/ml a Ps. aeruginosa 50 ug/ml. Z hodnot MIC je patrné, ze knicin
vykazuje vyssi antibakterialni aktivitu na G* bakterie nez na G'. Tento poznatek autofi

pfisuzuji rozdilim ve stavbé bun&cné stény.

Stanovenim MIC knicinu se zabyvali i Vanhaelen-Fastré a Vanhaelen (1976).
Hodnoty u S. aureus byla 75-100 pg/ml, E.coli 100 pg/ml, 50 pg/ml pro Ps. aeruginosa a

vice nez 200 ug/ml pro Proteus mirabilis.
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5.13. Eugenol

CH50 Z

Sumarni vzorec: C1gH1202

Molekulova hmotnost: 164, 20 g.mol™ HO
Obrazek 13: eugenol — strukturni vzorec
Synonyma: 4 — Allyl — 2 — methoxyfenol

1 — Allyl — 3 — methoxy — 4 — hydroxybenzen

Eugenol je derivat guajakolu s alylovym fetézcem. Je ¢aste¢né rozpustny ve vod¢ a
dobie se rozpousti v organickych rozpoustédlech. Eugenol patii mezi fenylpropanoidy. Je
to Cira az bledé Zluta olejovita kapalina. Vyskytuje se v hiebicku, muskatovém ofisku,
skofici a bobkovém listu. Pro svou pfijemnou kofenénou vini je pouzivan v kosmetickém
pramyslu. Eugenol vykazuje antibakterialni, antivirové, antimykotické a antiseptické

aéinky.

Walsh a kol. (2003) ovétovali inhibi¢ni G¢inky eugenolu na E. coli a S. aureus. U

E.coli byl rist potla¢en mnozstvim 533,5 pg/ml a S. aureus 1067 pg/ml.

Antibakterialnim efektem éterickych oleji obsahujicich eugenol se zabyvali Burt a
kol. (2005). Vysledky jejich in vitro studie potvrzuji G¢innost na Listeria monocytogenes,
Salmonella typhimorium, E. coli O157:H7, S. hyicus, S. aureus a Bacillus cereus. Rozmezi
hodnot MIC se pohybovalo od 0,2 do 10ul/ml. Autofi potvrdili také synergické ptisobeni

eugenolu s aldehydem kyseliny skoficové.

Dorman a Deans (2000) zjistili, Ze slouc¢eniny s fenolickou strukturou, jako jsou
carvacrol, thymol a eugenol vykazuji baktericidni a bakteriostatické Uc¢inky. Agarovym

diftizni testem stanovili aktivitu eugenolu u deviti G+bakterii a u Sestnacti G-bakterii.

Inhibi¢ni aktivitu eugenolu na Listeria monocytogenes a Lactobacillus sakei
zkoumali vc¢etné mechanismu putsobeni Gill a Holley (2004). Dilu¢ni zkumavkovou
metodou pii inkubacni teploté 20°C zjistili pii koncentraci SmM baktericidni ucinky na
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Listeria monocytogenes a Vv koncentraci 6mM  na Lactobacillus sakei. Podstatou

baktericidniho u¢inku bylo poruseni cytoplazmatické membrany bunky.

Eugenol byl u¢inny i vuci na Helicobacter pylori. Bylo testovano 30 kment
Helicobacter pylori agarovou diluéni metodou. Eugenol a aldehyd kyseliny skoficové

inhiboval rast vSech v koncentraci 2pg/ml.
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6. METODY STANOVENI CITLIVOSTI BAKTERIQ
K ANTIMIKROBIALNIM LATKAM

6.1. KVALITATIVNI METODY

K prikazu ucinnosti antimikrobialni latky jsou velmi ¢asto uzivany difuzni metody,
které slouzi k semikvantitativnimu stanoveni citlivosti bakterii na antimikrobialni latky.
Jejich spolehlivost potvrzuje studie Urbaskové (1998), uvadéjici 95 % shodu s vysledky

diluénich metod.

Principem té€chto metod je difiize antimikrobialni latky ze zdroje do okoli. Timto
vznika klesajici koncentra¢ni gradient, ktery zabrani riistu mikroorganismu do vzdalenosti

ucinné inhibi¢ni koncentrace (tzv. inhibi¢ni zoéna) (http://www.uzs.tul.cz/lekarska

mikrobiologie/ucebnicemikrobiologiepdf/antibiotika.pdf, stazeno 6. 4. 2009).

6.1.1. Difuzni diskova metoda

Je nejCasteji pouzivanou orienta¢ni metodou stanoveni citlivosti mikroorganismu
k antibakterialnim 1é¢ivim. Tato jednoducha metoda je zalozena na difGizi antimikrobialni
latky z papirového disku do agarové pudy. Agar je naockovan stanovenou koncentraci
testovaného mikroorganismu. Absorpci vody z pidy dochazi k rozpousténi latky a jeji
nasledné difuzi do média. Kolem disku vznika koncentra¢ni gradient G¢inné latky
inhibujici rast mikroorganismu. Vznika tzv. zoéna inhibice, jejiz primér a naméfena

hodnota se srovnava s hodnotou inhibi¢ni zony pro citlivé kmeny (Urbaskova a kol, 1985).

Vhodnym kultivaénim médiem pro vétSinu testovanych kment je Mueller-
ov¢i nebo koniské krve. Mezinarodni kooperativni studie NCCLS potvrdila hodnotu agaru
Mueller Hinton pro tento ucel z divodu relativné dobré reprodukovatelnosti média,
jednoduchosti jeho vzorce a hodnoté experimentalnich udajd, které byly pomoci tohoto
média nashromazdény  (http://www.ita-intertact.com/blob.php?produkty soubory=56,
stazeno 6. 4. 2009).
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Vysledek testu vyrazné¢ ovlivituje koncentrace bakterialnich bun¢k v inokulu, a
proto je nutné dbat na jeho spravnou ptipravu. Hustota inokula by méla byt upravena na
zékal odpovidajici standardu 0,5 McFarlandovy stupnice. Dalsim faktorem je rstova faze
mikroorganismu. Inokulum z kultury ve stacionarni fazi (buniky se nemnozi) je vice odolné

Kk piisobeni antimikrobialni latky nez bunky v logaritmické fazi (Urbaskova a kol, 1985).

Diskovou difuzni metodou lze zjistit i u¢inné koncentrace antimikrobialni latky.
V tomto piipadé jsou disky napustény riznymi koncentracemi testované latky. Takto
zjistovali hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace carvacrolu Didry a kol.(1993), Liolios.

a kol. (2009), Vardar-Unlii a kol.(2003) a Kim a kol. (1995).

Stejnou metodou Hernandez T. a kol.(2005) stanovili hodnoty MIC esencialniho
oleje ziskané¢ho z Lantana achyranthifolia s obsahem carvacrolu a 1,8-cineolu jako

hlavnich slozek. Zjisténa MIC na kmen S. aureus byla 250 ug/ml a E. coli 1000 pg/ml.

Pomoci diskové difuzni metody provéfovaly antibakterialni aktivitu patnacti rostlin
obsahujicich limonen, p — cymen, mircen, terpinen a terpineol K. Cimanga a kol. (2002).
Slozky vykazovaly zejména velmi silnou inhibici rGstu na Ps. aeruginosa, jez ¢inila 15 -

16 mm.

Santovo a kol. (2005) touto metodou ur¢ili MIC esencialniho oleje z Rosmarinus
officinalis L na S. aureus, Bacillus subtilis, E. coli a Ps. aeruginosa. Hodnoty MBC se
pohybovaly v rozmezi 0,25 — 2,25 mg/ml. Stejnou metodu stanoveni MIC pouzili Joshi a
kol.(2008) na S. aureus, Shigella flexneri, Pasteurella multocida, E. coli a Salmonella

enterica enterica.

Antibakterialni aktivitu levandulové silice zjistovali diskovou difuzni metodou
Roller a kol.(2009). Zény inhibice u S. aureus byly 8 - 30 mm. Stejné tak byl testovan
esencialni olej z pomeranc¢u proti 11 sérotypim bakterii rodu Salmonella (O'Bryan a kol.
(2008).

Utinky esencialnich oleji ze saturejky, tymianu a oregana takto ovéfovali Sarac a
Ugur (2008). Slozenim a antibakterialni aktivitou jednotlivych slozek silice oregana se
zabyvali Alma a kol. (2003) na tyto bakterialni druhy: Ps. aeruginosa, S. aureus, E. coli,

Ent.faecalis.
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Kelen a Tepe (2007) a Yousefzadi a kol. (2007) pouzili diskovou difuzni metodu
pfi studiu antibakteridlni aktivity u esencialniho oleje ze Salvéje na grampozitivni bakterie
— Bacillus subtilis, Bacillus pumulis, Ent. faecalis, S. aureus, S. epidermidis a
gramnegativni - E. coli, Ps. aeruginosa, Klebsiella pneumonie. Esencidlni oleje

vykazovaly antibakterialni aktivitu na v§echny kmeny krom¢ PS. aeruginosa.

6.1.2. Agarova difuzni metoda
Princip metody je obdobny jako u diskové difuzni metody. Rozdil spoc¢iva v aplikaci

antimikrobialni latky. Latka se pfimo pipetuje do hloubenych jamek v agarovém médiu.

Touto metodou zjistovali inhibi¢ni efekty esencialnich oleji z tymianu a bazalky i
jejich hlavnich slozek carvacrolu a thymolu na Shigella sonnei a Shigella flexneri
Bagamboula a kol. (2003). Hodnoty MIC se pohybovaly mezi 100 a 1000 pg/ml. Stejnou
metodou oveérovali baktericidni a bakteriostatické ti¢inky carvacrolu, thymolu a eugenolu u

deviti G+bakterii a u Sestnécti G-bakterii Dorman a Deans (2000).

Wang a kol. (2006) ovéfili baktericidni a fungicidni u¢inky esencialniho oleje z
ambrozie trojklané agarovou difuzni metodou. Touto metodou rovnéz provétili
antibakterialni schopnosti komponent z koriandru setého a fenyklu obecného Lo Cantore a
kol. (2004) na E. coli a Bacillus megateriuma. Autofi Faleiro a kol. (2003) provétili takto
slozky silice z tymianu proti Candida albicans, E. coli, Listeria monocytogenes, Proteus

mirabilis, Salmonella spp. a S. aureus.

6.2. KVANTITATIVNI METODY

Mezi kvantitavni metody stanoveni citlivosti patii diluéni metoda v agarovém
médiu a diluéni metody v tekutém bujonovém médiu. Témito metodami se stanovuji
uéinna mnozstvi antimikrobialnich latek inhibujicich rist mikroba tzv. minimalni inhibi¢ni
koncentrace nebo ucinného mnozstvi, jez je zcela usmrcuje — minimalni baktericidni

koncentrace. Dilu¢ni metody poskytuji piesn€jsi informace o mnozstvi a ucinku latky

vykazujici antibakterialni efekt. V praxi je nejéastéji pouzivana dilu¢ni mikrometoda.
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Vysledek kvantitativnich testl se vyjadiuji jako minimalni inhibi¢ni koncentrace —

v

v

koncentrace antimikrobialni latky schopna testovany mikroorganismus usmrtit (Urbaskova

a kol, 1985).

6.2.1. Agarova diluéni metoda

MIC se zjistuje v agarovém médiu obsahujicim zvolené koncentrace antimikrobni
latky. Obvykle se ptipravuje 12 - 15 koncentraci jednoho ATB, fedénych geometrickou
fadou. Standardni inokulum vySetfovanych bakterii je nanaSeno na povrch agarovych

cvwr

antimikrobni latky, kterd inhibuje rist vysetfovaného kmene.

Agarova diluéni metoda je metodou referencni slouzici k hodnoceni novych

antimikrobnich latek, je vSak pracnd a ekonomicky naro¢na.

Pro stanoveni MIC carvacrolu a thymolu pouzili tuto metodu autofi Nostro a kol.
(2004). Stejn¢ tak pouzili tuto metodu Ali a kol. (2005) pfi zjistovani antibakterialni
aktivity eugenolu a aldehydu kyseliny skoficové proti patogenu Helicobacter pylori. MIC

byla stanovena na hodnotu 2pg/ml.

Rafii a Shahverdi (2007) ov¢fili agarovou diluéni metodou antimikrobidlni uéinky
esencialnich oleju ze tiech bylin obsahujicich jako hlavni komponenty karvon, limonen,
kafr a menthon. Navarro a kol. (1996) pro stanoveni hodnoty inhibi¢ni koncentrace

eukalyptové silice, ktera se pohybovala od 0, 62 do 40 mg/ml.

6.2.2. Bujonova diluéni metoda

Do tady zkumavek s kultivaénim médiem obsahujicim sestupnou koncentraci
antimikrobni latky (dvojkova fedici fada) se ockuje inokulum testovaného kmene. Jako
kultiva¢ni médium se pouziva Muellertiv-Hintontiv bujon (MHB), ktery se pro testovani
bujonovy dilucni test se piipravuje inokulum o hustoté 108CFU/ml, coz odpovida
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standardu 0,5 dle McFarlanda, které se dale fedi 1:20. Po dané dob¢ inkubace se jako MIC

Cv v

nevznikl zékal nebo sediment vyjadiujici rist mikroba.

Lugman a kol. (2007) studovali antimikrobidlni aktivitu rozmarynového oleje na
Mycobacterium smegmatis, E. coli a Candida albicans. Hodnoty MIC stanovili pomoci
bujonové diluéni metody. Takto ovéfili i inhibiéni ucinky carvacrolu na E. coli, E.coli
0157:H7, Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes a Vibrio vulnificus Kim a kol.
(1995). Autofi zjistili inhibici rastu kment E. coli a Listeria monocytogenes v koncentraci
500 ug, Vibrio vulnificus a Salmonella typhimurium 250 pg carvacrolu v 1 ml kultiva¢niho

média.

Také Becerril a kol. (2007) zjistovali touto metodou uc¢inné mnozstvi extraktd ze
skofice a oregana na bakterie E. coli a S. aureus. MIC a MBC Sesti esencialnich oleji proti
Salmonella Enteritidis, E. coli a Listeria innocua byla stanovena bujonovou dilu¢ni

metodou autory Raybaudi-Massilia a kol. (2006).

6.2.3. Dilucni mikrometoda

Do mikrotitracni desticky se aplikuje v bujonu rozpusténa antimikrobni latka,
fedéna gometrickou fadou. V kazdé destiéce se vétSinou testuje 12 druhd antibiotik po
8 koncentracich. Inokulum se pfipravuje z testovaného kmene o standardnim zakalu.
Pouziva se Mueller - Hintontiv bujon a zéakal 1,5 - 3 stupné McFarlandovy stupnice. Rust
bakterii se projevuje zakalem obsahu jamky nebo sedimentem. Minimdlni inhibi¢ni
koncentrace je takovd nejniz§i koncentrace antibiotika, kterd zamezi danému
mikroorganismu rdst, to znamena, Ze v jamce nevznikne ani zakal ani sediment. Takto

stanovenou MIC opét porovnavame s MIC referencnich kmenti.

Touto metodou stanovili MIC limonenu a 1,8 — cineolu Van Vuuren a Viljoen
(2007), rozmezi G¢innych hodnot bylo 3 - 27 mg/ml pro limonen a 23 mg/ml pro 1,8 —
cineol. Inhibi¢ni ucinek berberinu na S. aureus provéfili mikrometodou Stermitz a kol.
(1999).

Antibakterialni aktivitu thymolu a carvacrolu prokazali diluéni mikrometodou

Skocibusic a Bezic (2004) na E. coli, Bacillus subtilis, Enterococus faecium, Ps.
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aeruginosa, Bacillus subtilis a S. aureus. Byly prokazany inhibi¢ni u¢inky na rust vSech
testovanych mikroorganismt krom¢ Ps. aeruginosa. Kosar a kol. (2008) stanovili touto
metodou hodnoty MIC esencialniho oleje ze Satureja obsahujici hlavni slozky thymol,
carvacrol a p — cymen. Rozmezi MIC bylo 62,5 — 250 mg/ml u S. aureus, Candida

albicans a Candida tropicalis.

Také Didry a kol. (1993) ovétovali inhibi¢ni G¢inky thymolu, carvacrolu, eugenolu
a aldehydu kyseliny skoficové na rist streptokoktt mikrometodou. Cristani a kol. (2007)
stanovili stejnou metodou hodnoty MIC thymolu (0,31 mg/ml u S. aureus, 5 mg/ml u E.

coli), carvacrolu a p - cymenu (1,25 mg/ml u S. aureus, 2,5 mg/ml u E. coli).

Autofi Burt a kol. (2005) stanovili diluéni mikrometodou hodnoty MIC carvacrolu
a thymolu na 180 pg/mlu E.coli O157:H7 a potvrdili jejich aditivni antibakterialni efekt.

6.3.FAKTORY OVLIVNUJICI VYSLEDKY STANOVENI UCINKU
ANTIMIKROBIALNICH LATEK

Vysledky kvalitativnich i kvantitativnich metod midze ovlivnit fada faktort. Mezi
n¢ patii slozeni a kvalita zivného média v€etné pH, obsahu soli a minerall, ristova faze
testovaného kmene, podminky inkubace i zpisoby hodnoceni vysledki. Urbaskova a kol.
(1985) mimo jiné uvadi i rychlost difuze antimikrobialnich latek do agaru. Rychlost difuze
zavisi na velikosti molekuly a chemické povaze antimikrobni latky i agarového média.
Vyznamnymi faktory ovliviiujicimi vysledky stanoveni je obsah ucinné latky v disku a

koncentrace bakterialnich bunék v ml - hustota inokula.

Stanoveni antimikrobialnich G¢inki nékterych ptirodnich latek velmi komplikuje
jejich $patna rozpustnost a nestabilita. Kalemba a Kunicka (2003) uvadé&ji ve své studii, Ze
dlouhd inkubace muze mit za nasledek odpafeni nebo rozlozeni jednotlivych slozek
pfirodnich latek. VétSina z pfirodnich latek je hydrofobni povahy, a proto jsou obtizné ¢i
zcela nerozpustné ve vodném prosttedi. Nedochazi tak k uplné distribuci a difuzi u€innych

latek do kultivaéniho média, coZ vede k nepfesnym vysledkiim vyhodnoceni.
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Pfirodni latky jsou vétSinou rozpoustény v ethanolu, Tweenu 20 a 80 a v
dimethylsulfoxidu (DMSO). Hodnoty MIC esencialnich oleji klesaji s rostouci koncentraci
rozpoustédel, coz je pravdépodobné zpiisobeno vyssi rozpustnosti silicnych slozek ve vodé
a poklesem jejich vazby na cytoplazmatickou membranu. U pouziti ethanolu jako

rozpoustédla tento jev nebyl pozorovan (Kalemba a Kunicka, 2003).

Vlivem slozeni kultivaéniho média a inkubacni teploty na vysledky inhibice se
zabyvali Vieira a Nahas (2005). Prokazali, ze inkubacni teplota ovliviiuje rist mikrobd, a

to tak Ze exponencionalné.
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EXPERIMENTALNI CAST

7. MATERIAL A METODY

7.1.Bakterialni kmeny

Jak je zfejmé z tabulky 3 referenéni kmeny bakterii jsme obdrzeli z Ceské sbirky
mikroorganizmi v Brné. Jeden kmen Ps. aeruginosa pochazel z vytéru zevniho zvukovodu

psa s projevy zanétu.

Ostatni kmeny pouzité Kk testovani antimikrobialni aktivity ptirodnich latek byly
vykultivovany z kanc¢iho ejakuldtu v mikrobiologické laboratofi katedry biologickych a

biochemickych véd Univerzity Pardubice.

Tabulka 3: Piehled bakterialni kmend pouzitych K testovani antibakterialni aktivity

pfirodnich latek

mikroorganizmus pivod

Enterococcus faecalis referencni kmen CCM 4224
Escherichia coli referen¢ni kmen CCM 3954
Pseudomonas aeruginosa referen¢ni kmen CCM 3955
Staphylococcus aureus referencni kmen CCM 3953
Pseudomonas aeruginosa vytér z ucha psa
Enterococcus faecalis kan¢i sperma

Escherichia coli kanci sperma

Proteus mirabilis kan¢i sperma

Pseudomonas aeruginosa kan¢i sperma
Staphylococcus hyicus kanci sperma
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7.2.Prirodni latky

Antibakterialni aktivitu jsme ovéfovali u dvandacti pfirodnich latek, které jsme
ziskali pievazné od doc. RNDr. Lubomira Opletala, CSc. z Farmaceutické fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. V nasledujicich tabulkach 4 a 5 je uveden seznam
sloucenin testovanych jednotlivé a Vv dvojkombinacich véetné rozmezi testovanych

koncentraci.

Tabulka 4: Ptehled pfirodnich latek a rozmezi koncentraci pfipravenych pro stanoveni

antibakterialni aktivity

prirodni latka Cislo Sarze rozmezi koncentraci ( pg/ml )
carvacrol 456690/121005279 2400 - 37,5
p — cymen S33159 — 386 19200 — 300
berberin sulfat trihydrat 11828 19200 — 150
eugenol 03522CE - 216 2400 - 37,5
hydrochinon monomethylether | 221135 581 9600 — 150
knicin 13/06.02.27/392/E 4800 — 75
limonen 2278135 38400 — 150
kyselina gallova monohydrat | 320700/1695 4800 —- 75
kyselina rozmarynova 00905 CC/MVV 052019600 — 150
quercetin dihydrat UN 2811/Lot 42310 9600 — 150
tea tree oil neuvedeno 9600 — 150
thymol SUKL 2001 75 2400 - 37,5
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Tabulka 5: Kombinace pfirodnich latek a rozmezi koncentraci pfipravenych pro stanoveni

antibakterialni aktivity zkumavkovou dilu¢ni metodou

kombinace latek

rozmezi koncentraci ( pg/ml )

p-cymen + carvacrol

19200:300 + 1200:18,5

p-cymen + thymol

19200:300 + 1200:18,5

knicin + carvacrol

4800:150 + 4800:150

knicin + eugenol

4800:150 + 4800:150

knicin + thymol

4800:150 + 4800:150

kyselina gallova monohydrat + carvacrol

4800:150 + 2400:75

kyselina gallova monohydrat + eugenol

4800:150 + 2400:75

kyselina gallovd monohydrat + thymol

4800:150 + 2400:75

kyselina rozmarynova + quercetin dihydrat

2400:37,5 +2400:37,5

7.3.Kultivaéni média

K uchovani a pomnoZovani testovanych bakteridlnich kment jsme pouzivali krevni

agar. Pro zjisténi u€innych koncentraci pfirodnich latek jsme pouzivali Mueller-Hintontv

bujon.

* Krevni agar (KA)

Krevni agar jsme piipravili z Blood agar Base NO. 2 od firmy Himedia, India, ¢.5.

0000017141 s ptidavkem 5% berani krve.

= Mueller-Hintoniv bujon (MHB)

MHB jsme ptipravili z Mueller-Hinton Broth od firmy Oxoid, England, ¢. § 395796.
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7.4.Roztoky a Cinidla

» Roztok k pfipravé suspenze bakteridlnich kmeni a fedéni 96% ethanolu: sterilni

pufrovany fyziologicky roztok (PBS)

e priprava PBS: do 1000 ml destilované vody jsme navazili: 8,0067 g NaCl,
0,2013 g KCl, 1,1527 g Na,HPO, . 7H,0, 0,2439 g KH,POy;
e pH~732

» Rozpousteédla ptirodnich latek:

o 24% roztok ethanolu, ktery jsme pfipravili nafedénim 96% ethanolu v PBS
vV poméru 1:3

e 0,5% roztok Tween 20 a 0,5% roztok Tween 80 (fedéno PBS)

» McFarlandova zékalova stupnice ¢. 0,5

7.5.Pomiicky a pristroje

= zkumavky, gumové zatky, stojanky na zkumavky, mikropipety, $picky, Erlenmayerovy
banky, lékovky, injekéni stiikacky, bakteriologické oCkovaci klicky, kaddinky, odmérné
valce, Petriho misky, alobal — vse sterilni

* plynovy kahan, analytické vahy, predvazky

= autoklav, horkovzdusny sterilizator, biologicky termostat, chladnicka, tfepaci vodni

lazen, laboratorni tiepacka
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8. PRACOVNI POSTUP

8.1.ZjiStovani minimalnich inhibi¢nich a minimalnich baktericidnich

koncentraci prirodnich latek

8.1.1. Ovéreni rozpustnosti piirodnich latek

Vzhledem ke Spatné rozpustnosti pfirodnich sloucenin ve vodé¢ i1 fyziologickém
roztoku jsme testovali jejich rozpustnost v 12%, 24% a 96% ethanolu, 0,5% DMSO, 0,5%
Tweenu 20 a 0,5% Tweenu 80. Rozpustnost Vv jednotlivych rozpoustédlech uvadi tabulka
6.

8.1.2. Piiprava zakladnich roztoku piirodnich latek

Zakladni koncentraci roztoka testovanych ptirodnich latek pro zkumavkovou
dilu¢ni metodu jsme piipravili rozpusténim jejich navazky v 10 ml 24% ethanolu (fedéném
v PBS v poméru 1:3) v Erlenmayerové banice. Pro zlepSeni rozpustnosti jsme nékteré

ptirodni latky zahtivali ve vodni 1azni a homogenizovali na laboratorni tfepacce.

Redénim zékladniho roztoku dvojkovou fadou jsme piipravili sestupnou fadu

koncentraci ptirodnich latek.

8.1.3. Priprava inokula

Inokula jsme pfipravovali z osmnactihodinovych kultur jednotlivych kment
narostlych na krevnim agaru. Bakteriologickou klickou jsme odebrali potfebny pocet
kolonii a suspendovali je v PBS do zdkalu odpovidajici 0,5 Mc Farlandové zakalové
stupnici. Tuto suspenzi jsme nasledn¢ fedili PBS v poméru 1:20, aby vysledna koncentrace

bakterialnich bunék v inokulu &inila 7,5%10° na 1ml.
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8.1.4. Stanoveni MIC a MBC jednotlivych ldatek zkumavkovou diluéni

metodou

Do ptipravenych sterilnich zkumavek jsme napipetovali po 1ml MHB. Do prvni
zkumavky s MHB jsme piidali 1ml zakladniho roztoku pfiirodni latky rozpusténé v 24%
ethanolu nebo 0,5% Tweenu 20 a 0,5% Tweenu 80. Po dikladném promiseni jsme 1ml
Z prvni zkumavky prenesli do dalsi zkumavky, kde byl obsah opét promichan a pfenesen
do nasledujici. Tento postup fedéni jsme opakovali a z piedposledni zkumavky byl 1ml
prenesen do dezinfek¢éniho roztoku. Posledni zkumavku, ktera neobsahovala ptirodni latku,
jsme pouze zaockovali testovanym mikroorganismem a slouzila tedy jako kontrola rdstu.

(ptiloha 1).
Do vsech zkumavek jsme nasledné ockovali 100 ul inokula testovaného kmene.

Inkubace zkumavek probihala v termostatu pii 37° C 24 hodin. Po inkubaci jsme
zjisStovali nejniz§i koncentraci pfirodni latky, kterd inhibovala viditelny rast
mikroorganizmu — MIC. Rist bakterii se projevoval zakalem obsahu zkumavky nebo

vytvoienim sedimentu na dné (pfiloha 2 a 3).

Obsah zkumavek bez viditelného ristu jsme po protiepani bakteriologickou klickou
vyockovali na KA a dale inkubovali v termostatu pii 37° C 24 hodin. Poté jsme posuzovali
nartist mikroorganizmi na KA (pfiloha 4). Stejny postup hodnoceni vcetné vyockovani

jsme provedli po 48 a 72 hodinach.

Jako minimalni inhibi¢ni koncentraci jsme hodnotili mnozstvi ptirodni latky, které

cvwr

mnozstvi ptirodni latky ve zkumavce, ve které mikroorganizmus na KA nevyrostl.
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8.2.ZjisStovani ac¢innych koncentraci kombinaci prirodnich latek

8.2.1. Piiprava pracovnich roztoki prirodnich latek

Zakladni roztoky pro testovani dvoukombinaci pfirodnich latek jsme ptipravovali
stejnym zpusobem jako u pfipravy roztoku latek jednotlivych. Navazky jsme rozpustili
v 10 ml 24% ethanolu ¢i v 10 ml 0,5% Tweenu 20 a 0,5% Tweenu 80 v Erlenmayerové

barce.

8.2.2. Stanoveni MIC a MBC kombinaci latek

Iml MHB jsme napipetovali do sterilnich zkumavek. Do prvni zkumavky s MHB
jsme pfidali 0,5 ml zakladniho roztoku prvni pfirodni latky a 0,5ml zakladniho roztoku
druhé piirodni latky a vSe bylo dikladné promichano. Poté jsme provedli fedéni obdobné
jako u jednotlivych latek. Posledni zkumavka obsahovala jen MHB bujon a slouzila jako

kontrola rastu bakterialnich bunék.
Poté jsme pridali do kazdé zkumavky 100 pl inokula vySetfovaného kmene.

Inkubace zkumavek obsahujicich sestupnou koncentraci ptirodnich latek probihala
V termostatu pii 37 C 24 hodin. Nasledn& jsme hodnotili inhibici réistu mikroorganizmu.
Obsah zkumavek bez viditelného ristu jsme vyockovali na KA a inkubovali 24 hodin pfi
37" C. Poté jsme hodnotili narast bakterii na KA. Stejny postup hodnoceni vcetné

vyockovani jsme provadéli po 48 a 72 hodinach.
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9. VYSLEDKY

Zkumavkovou dilu¢ni metodou jsme zjistovali MIC a MBC dvanécti ptirodnich
latek a n€kterych jejich dvojkombinaci. V testech jsme pouzivali referen¢ni kmeny bakterii

a kmeny izolované z kanc¢iho ejakulatu.

Pfirodni latky jsme rozpoustéli v 24% ethanolu a v piipadé quercetinu v éteru. U
dvojkombinaci jsme pouzili 1 rozpoustédla 0,5% Tween 20 a 0,5% Tween 80. Rozpustnost

jednotlivych slou¢enin uvadime v tabulce 6.

9.1.MINIMALNi INHIBICNI A MINIMALNI BAKTERICIDNIi
KONCENTRACE PRIRODNICH LATEK

Hodnoty MIC a MBC pfirodnich latek rozpusténych v 24% ethanolu jsme
zaznamenali v tabulkach 7 — 18. Zuvedenych udaji vyplyva, Ze nejucinngjsi
antibakterialni u¢inky na vSechny bakterialni kmeny vykazuje knicin v koncentraci 150 -
1200 pg/ml (tabulka 17). U eugenolu (tabulka 12), carvacrolu (tabulka 13) a thymolu
(tabulka 14) jsme zjistili shodné MIC 600 - 2400 pg/ml. MIC hydrochinonu (tabulka 8)
byla 1200 - 4800 pg/ml (tabulka 7). V mnozstvich 2400 az 4800 pg/ml zabranily rdstu
bakterialnich kmenti hydrochinon monomethylether (tabulka 8), kyselina rozmarynova
(tabulka 15) a kyselina gallova monohydrat (tabulka 16). U dalsich testovanych latek byly
MIC vyssi.

Mezi velmi odolné k t¢inkiim nami testovanych pfirodnich latek patiily kmeny Ps.
aeruginosa. Nejucinngji inhiboval uvedeny druh knicin, jehoz MIC byla 600 a MBC 1200
pug/ml, dale eugenol s MIC a MBC 1200 pg/ml. V mnozstvi 2400 pg/ml inhibovaly rist Ps.
aeruginosa carvacrol, hydrochinon monomethyether, kyselina gallova, kyselina

rozmarynova a thymol.

Také kmeny Ent. faecalis byly ve srovnani s ostatnimi druhy odolnéjsi k ptisobeni
testovanych pfirodnich latek. Rist kment tohoto druhu nejlépe inhiboval knicin, thymol a
carvacrol, jejichz MIC byla 600 pg/ml. U¢inny byl i eugenol, kyseliny rozmarynova a

gallova a to v minimalni koncentraci 2400 pg/ml.
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Kmeny E. coli nejlépe inhiboval knicin. Hodnoty MIC i MBC byly 600 pg/ml. V
koncentraci 4800 pg/ml potlacovaly rist kment uvedeného druhu kyseliny rozmarynova a

gallova.

Antibakterialni aktivitu na kmeny obou druht stafylokokd vykazoval knicin
v koncentraci 600 - 1200 pg/ml. Kyseliny gallova a rozmarynova inhibovaly rust S.
aureus a S. hyicus v mnozstvi 2400 — 4800 pg/ml.

Minimalni inhibi¢ni koncentrace knicinu, ktera potlacila rast Proteus mirabilis,

byla 150 pg/ml.
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Tabulka 6: Rozpustnost a zbarveni testovanych ptirodnich latek

" , Rozpustnost
Prirodni 5 5
latka 506 DMSO Ethanol Ethanol Ethanol 0,5% Tween | 0,5% Tween
12% 24% 96% 20 80
Spatné Spatné
rozpustny rozpustna rozpustna rozpustny
carvacrol roztok emulze emulze roztok N N
$patnd Spatné Spatné Spatné Spatné
Spatné , , , , ,
, rozpustn
p-cymen rozpustny rozpustny rozpustny ZpuI y rozpustny rozpustny
emulze emulze emulze emuize emulze emulze
. , Spatné ,
berberin rozpustny rozpustny
. N y N N
sulfat roztok rozpustny roztok
suspenze
Spatné Spatné Spatné
y y y ozpustny
eugenol rozpustny rozpustny rozpustny I zpuI y N N
emulze emulze emulze emuize
. rozpustny rozpustny
hydrochinon N N roztok roztok N N
hydrochinon rozpustny rozpustny
N N N N
monomethyl roztok roztok
-ether
Nerozpustny | nerozpustny | nerozpustny | nerozpustny
knicin suspenze suspenze suspenze suspenze N N
kyselina rozpustna rozpustny rozpustny
gallova . roztok N roztok roztok N N
monohydrat
kyselina rozpustny rozpustny
, N N N N
rozmarynova roztok roztok
Spatné Spatné
limonen N N rozpustny rozpustny N N
emulze emulze
. nerozpustny | nerozpustny | nerozpustny i
quercetin pustny pustiy pustiy nerozpustny N N
dihydrat suspenze suspenze suspenze suspenze
Spatné Spatné Spatné
. J J J rozpustny
tea tree oil rozpustny rozpustny rozpustny ZpuI y N N
emulze emulze emulze eémuize
. . Spatné Spatné Spatné
Spatne rozpustny rozpustny rozpustny rozpustny
thymol N rozpustny pustiy pusiny pusiny pusiny
emulze emulze roztok emulze emulze

Vysvétlivky: N — neprovadéno
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Tabulka 7: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace
(MBC) hydrochinonu rozpousténého v 24% ethanolu stanovené zkumavkovou dilu¢ni

metodou (rozmezi testované koncentrace: 9600 pg/ml — 150 pg/ml)

ucinna koncentrace ( pug/ml )

mikroorganismus 24hod 48 hod 72 hod

MIC | MBC | MIC | MBC | MIC | MBC

Enterococcus faecalis CCM 4224 4800 | 4800 | 4800 | 4800 | 4800 | 4800

Enterococcus faecalis * 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200

Pseudomonas aeruginosa CCM3955 600 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200

Vysvétlivky:  * Izolovano z ejakulatu kanct

Tabulka 8: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace
(MBC) hydrochinon monomethyetheru rozpousténého v 24% ethanolu stanovené

zkumavkovou diluéni metodou (rozmezi testované koncentrace: 9600 pg/ml — 150 pg/ml)

ucinné koncentrace ( pug/ml )

24hod 48 hod 72 hod

mikroorganismus
MIC | MBC | MIC | MBC | MIC | MBC

Enterococcus faecalis CCM 4224 4800 9600 | 4800 | 4800 | 4800 | 9600

Enterococcus faecalis * 4800 9600 | 4800 9600 | 4800 | 9600

Pseudomonas aeruginosa CCM3955| 1200 | 4800 | 2400 | 4800 | 2400 | 4800

Vysvétlivky:  * Izolovéano z ejakulatu kanct
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Tabulka 9: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace

(MBC) berberin sulfatu rozpousténého v 24% ethanolu stanovené zkumavkovou dilu¢ni

metodou (rozmezi testované koncentrace: 19 200 pg/ml — 150 pg/ml)

ucinna koncentrace ( pg/ml)

24hod
mikroorganismus

48 hod

72 hod

MIC | MBC | MIC | MBC

MIC | MBC

Enterococcus faecalis CCM 4224 1>19200( >19200 | »19200 | »19200

»19200 | >19200

Enterococcus faecalis * 2400 |>19200 | 19200 | 19200

»19200 | >19200

Pseudomonas aeruginosa CCM3955| 9600 | 19200 | 9600 | 19200

9600 | 19200

Vysvétlivky:  * Izolovano z ejakulatu kanct

Tabulka 10: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace

(MBC) quercetinu rozpousténého v etheru stanovené zkumavkovou dilué¢ni metodou

(rozmezi testované koncentrace: 9600 pg/ml — 150 pg/ml)

ucinna koncentrace ( pg/ml)

24hod 48 hod 72 hod
mikroorganismus
MIC MBC | MIC MBC | MIC | MBC
Enterococcus faecalis CCM 4224 A »9600 A »9600 A »9600
Enterococcus faecalis * A 4800 A 9600 A 9600
Pseudomonas aeruginosa
CCM3955 2400 | 2400 | 2400 | 4800 | 2400 | 4800

Vysvétlivky: * Izolovano z ejakuldtu kanct

A Nelze odecist zékal«>zluté zabarveni roztoku a latka tvofi nerozpustny sediment
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Tabulka 11: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace

(MBC) tea tree oil rozpousténého v 24% ethanolu stanovené zkumavkovou dilu¢ni

metodou (rozmezi testované koncentrace: 9600 pg/ml — 150 pg/ml)

ucinna koncentrace ( pug/ml )

24hod 48 hod 72 hod
mikroorganismus
MIC MBC MIC MBC MIC MBC
Enterococcus faecalis CCM 4224 | 4800 | »9600 | 9600 | »9600 | 9600 | »9600
Enterococcus faecalis * 4800 9600 4800 9600 9600 9600
Pseudomonas aeruginosa
CCM3955 4800 9600 9600 9600 9600 9600

Vysvétlivky:  * Izolovéno z ejakulatu kanct

Tabulka 12: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace

(MBC) eugenolu rozpousténého v 24% ethanolu stanovené zkumavkovou dilu¢ni metodou

(rozmezi testované koncentrace: 2400 pg/ml — 37,5 ng/ml)

ucinna koncentrace ( pg/ml )
24hod 48 hod 72 hod
mikroorganismus
MIC | MBC | MIC | MBC | MIC | MBC
Enterococcus faecalis CCM 4224 1200 | 2400 | 1200 | 2400 | 1200 | 2400
Enterococcus faecalis * 1200 | 2400 | 1200 | 2400 | 2400 | 2400
Pseudomonas aeruginosa CCM3955 | 600 600 600 600 600 600

Vysvétlivky:  * Izolovéano z ejakulatu kanct
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Tabulka 13: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace
(MBC) carvacrolu rozpousténého v 24% ethanolu stanovené zkumavkovou dilu¢ni

metodou (rozmezi testované koncentrace: 2400 pg/ml — 37,5 pg/ml)

ucinna koncentrace ( pg/ml)

24hod 48 hod 72 hod
mikroorganismus

MIC | MBC | MIC | MBC | MIC | MBC

Enterococcus faecalis CCM 4224 600 600 600 600 600 600

Enterococcus faecalis * 600 600 600 600 600 600

Pseudomonas aeruginosa

CCM3955 1200 | 2400 | 2400 | 2400 | 2400 | 2400

Vysvétlivky:  * Izolovéno z ejakulatu kanct

Tabulka 14: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace
(MBC) thymolu rozpousténého v 24% ethanolu stanovené zkumavkovou dilu¢ni metodou

(rozmezi testované koncentrace: 2400 pg/ml — 37,5 pg/ml)

ucinna koncentrace ( pg/ml )

24hod 48 hod 72 hod
mikroorganismus

MIC | MBC | MIC | MBC | MIC | MBC

Enterococcus faecalis CCM 4224 300 300 300 600 600 600

Enterococcus faecalis * 300 600 300 600 600 600

Pseudomonas aeruginosa

CCM3955 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 2400 | 2400

Vysvétlivky: * Izolovano z ejakulatu kanct
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Tabulka 15: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace
(MBC) kyseliny rozmarynové rozpousténé v 24% ethanolu stanovené zkumavkovou

dilu¢ni metodou (rozmezi testované koncentrace: 9600 — 150 pg/ml)

ucinna koncentrace ( pug/ml )

mikroorganismus 24 hod 48 hod 72 hod

MIC | MBC | MIC | MBC | MIC | MBC

Enterococcus faecalis CCM 4224 2400 | 4800 2400 | 4800 2400 | 4800

Enterococcus faecalis * 2400 | 4800 2400 | 4800 2400 | 4800

Staphylococcus aureus CCM3953 | 1200 | 4800 | 2400 | 4800 | 4800 | 4800

Staphylococcus hyicus * 2400 | 9600 | 2400 | 9600 | 2400 | 9600
Escherichia coli CCM3954 2400 | 4800 | 4800 | 4800 | 4800 | 4800
Escherichia coli * 4800 | 4800 | 4800 | 4800 | 4800 | 4800
Proteus mirabilis * 2400 | 4800 | 4800 | 4800 | 4800 | 4800

Pseudomonas aeruginosa CM3955 | 2400 | 4800 | 2400 | 4800 | 2400 | 4800

Vysvétlivky:  * Izolovano z ejakulatu kanct
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Tabulka 16: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace
(MBC) kyseliny gallové monohydratu rozpousténé v 24% ethanolu stanovené

zkumavkovou dilu¢ni metodou (rozmezi testované koncentrace: 9600 — 150 pg/ml)

ucinna koncentrace ( pug/ml )

mikroorganismus 24 hod 48 hod 72 hod

MIC | MBC | MIC | MBC | MIC | MBC

Enterococcus faecalis CCM 4224 2400 9600 2400 9600 2400 9600

Enterococcus faecalis * 2400 9600 2400 9600 2400 9600

Staphylococcus aureus CCM3953 | 2400 | 4800 | 2400 | 4800 | 2400 | 4800

Staphylococcus hyicus * 1200 | 9600 | 4800 | 9600 | 4800 | 9600
Escherichia coli CCM3954 2400 | 4800 | 4800 | 4800 | 4800 | 4800
Escherichia coli * 4800 | 4800 | 4800 | 4800 | 4800 | 4800
Proteus mirabilis * 2400 | 4800 | 4800 | 4800 | 4800 | 4800

Pseudomonas aeruginosa CM3955 | 2400 | 4800 | 2400 | 4800 | 2400 | 4800

Vysvétlivky:  * Izolovano z ejakulatu kanct
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Tabulka 17: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace

(MBC) knicinu rozpousténého v 24% ethanolu stanovené zkumavkovou dilu¢ni metodou

(rozmezi testované koncentrace: 9600 — 150 pg/ml )

ucinna koncentrace ( pug/ml )

mikroorganismus 24 hod 48 hod 72 hod

MIC | MBC | MIC | MBC | MIC | MBC

Enterococcus faecalis CCM 4224 600 1200 600 1200 600 1200
Enterococcus faecalis * 600 | 4800 | 1200 | 4800 | 1200 | 4800
Staphylococcus aureus CCM3953 150 1200 300 1200 600 1200
Staphylococcus hyicus * 600 2400 | 1200 | 2400 | 1200 | 2400
Escherichia coli CCM3954 300 600 600 600 600 600
Escherichia coli * 150 600 300 600 600 600

Proteus mirabilis * 150 150 150 150 150 150
Pseudomonas aeruginosa CM3955 | 300 600 600 600 600 1200

Vysvétlivky:  * Izolovano z ejakulatu kanct
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Tabulka 18: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace
(MBC) limonenu rozpousténého v 24% ethanolu stanovené zkumavkovou dilu¢ni

metodou (rozmezi testované koncentrace: 38400 — 150 pg/ml )

ucinna koncentrace ( pug/ml )

mikroorganismus 24 hod 48 hod 72 hod

MIC | MBC | MIC | MBC | MIC | MBC

Enterococcus faecalis CCM 4224 | 19200 | 38400 | 38400 | 38400 | 38400 | 38400

Enterococcus faecalis * 19200 | 19200 | 38400 | 38400 | 38400 | 38400

Staphylococcus aureus CCM3953 | 19200 | 19200 | 19200 | 19200 | 19200 | 19200

Staphylococcus hyicus * 38400 | 38400 | 38400 | 38400 | 38400 | 38400
Escherichia coli CCM3954 19200 | 19200 | 19200 | 19200 | 19200 | 19200
Escherichia coli * 19200 | 19200 | 19200 | 19200 | 19200 | 19200
Proteus mirabilis * 19200 | 19200 | 19200 | 19200 | 19200 | 19200

Pseudomonas aeruginosa CM3955 | 9600 | 19200 | 19200 | 19200 | 19200 | 19200

Vysvétlivky:  * Izolovano z ejakulatu kanct
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9.2.MINIMALNiI INHIBICNIi A MINIMALNI BAKTERICIDNI
KONCENTRACE PRIRODNICH LATEK TESTOVANYCH
V KOMBINACICH

MIC a MBC gzjisténé pii testovani dvojkombinaci pfirodnich latek jsme
zaznamenali do nasledujicich tabulek 19 — 30. Pfirodni latky byly rozpoustény v 24%
ethanolu, ktery byl pfipraven nafedénim 96% ethanolu v PBS v poméru 1:3. Kombinace
cymenu s thymolem a cymenu s carvacrolem jsme rozpoustéli ve 24% ethanolu a v 0,5%
Tweenu 20 a 80.

Smés knicinu s carvacrolem inhibovala rust testovanych mikroorganismu
v rozmezi koncentraci 600:300 — 2400:1200 pg/ml. MIC knicinu ve smési s eugenolem
nebo thymolem se pohybovala od 600:300 do 2400:1200 upg/ml. Pfi testovani
antibakterialni aktivity kKkyseliny gallové monohydratu s carvacrolem byly ucinné
koncentrace: 600:300 — 2400:1200 pg/ml. MIC kombinace kyseliny gallové monohydratu
s eugenolem ¢inila 2400 - 4800:1200 pg/ml a kyseliny gallové s thymolem 1200:600 —
2400:1200 pg/ml. Kyselina rozmarynova s quercetinem pusobila baktericidné na kmeny E.

coli, Proteus mirabilis a na Ps. aeruginosa v rozmezi koncentraci 2400:2400 pg/ml.

U kombinaci cymenu s thymolem nebo cymenu s carvacrolem rozpousténych
v0,5% Tweenu 20 a 80 piesahovaly hodnoty nami testovanych koncentraci. MIC
kombinace cymenu s thymolem rozpousténa v 24% ethanolu byla 9600:600 — 19200:1200
pg/ml.
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Tabulka 19: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace

(MBC) kombinace knicinu s carvacrolem rozpousténych v 24% ethanolu stanovené

zkumavkovou dilué¢ni metodou (rozmezi testované koncentrace: 4800 - 150 pg/ml + 4800 -

150 ug/ml)

ucinné koncentrace ( pug/ml )

24 hod 48 hod 72 hod
mikroorganismus
MIC MBC MIC MBC MIC MBC
Enterococcus ) . . . . .
faecalis CCM 4224 1200:600| 1200:600 |2400:1200 |4800:2400 |{2400:1200 {4800:2400
Erf‘;eerc‘flfgius 1200:600 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200
Staphylococcus ) ) . . . :
aureus CCM3953 600:300 | 1200:600 | 600:300 | 1200:600 | 600:300 | 1200:600
Stam)i’(':ﬂcsofcus 1200:600 | 1200:600 | 1200:600 | 1200:600 | 1200:600 | 1200:600
Escherichia coli ) ) ) ) . :
CCM3954 600:300 | 600:300 | 600:300 | 1200:600 | 1200:600 | 1200:600
Escherichia coli *
300:150 | 300:150 | 600:300 | 600:300 | 600:300 | 600:300
Proteus mirabilis *
600:300 | 1200:600 | 600:300 | 1200:600 | 1200:600 | 1200:600
Pseudomonas
aeruginosa 1200:600 | 1200:600 | 1200:600 |2400:1200| 1200:600 |2400:1200
CM3955
Vysvétlivky: * Izolovéno z ejakulatu kanct
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Tabulka 20: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace

(MBC) kombinace knicinu s eugenolem rozpousténych v 24% ethanolu stanovené

zkumavkovou dilué¢ni metodou (rozmezi testované koncentrace: 4800 - 150 pg/ml + 4800

— 150 pg/ml)

ucinné koncentrace ( pug/ml )

24 hod 48 hod 72 hod
mikroorganismus
MIC MBC MIC MBC MIC MBC
Enterococcus ) ) . . . .
faecalis CCM 4224 1200:600 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200 { 2400:1200 | 2400:1200
Erf‘;eerc‘flfgius 1200:600 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200 | 4800:2400
Staphylococcus ) ) ) ) ] ,
aureus CCM3953 300:150 | 1200:600 | 600:300 | 1200:600 | 600:300 | 1200:600
Stam)i’(':zzofcus 1200:600 | 2400:1200 | 2400/1200 | 2400/1200 | 2400/1200 | 2400/1200
Escherichia coli
CCM3954 300/150 | 600/300 | 1200/600 | 1200/600 | 1200/600 | 1200/600
Escherichia coli *
300:150 | 300:150 | 300:150 | 600:300 | 1200:600 | 1200/600
Proteus mirabilis *
600:300 | 1200:600 | 600:300 | 1200:600 | 1200:600 | 1200:600
Pseudomonas
aeruginosa 300:150 | 1200:600 | 1200:600 |2400:1200| 1200:600 |2400:1200
CM3955
Vysvétlivky: * Izolovéno z ejakulatu kanct

70




Tabulka 21: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace

(MBC) kombinace knicinu s thymolem rozpousténych v 24% ethanolu stanovené

zkumavkovou dilu¢ni metodou (rozmezi testované koncentrace: 4800 - 150 pg/ml + 4800

— 150 pg/ml)

ucinné koncentrace ( pug/ml )

24 hod 48 hod 72 hod
mikroorganismus
MIC MBC MIC MBC MIC MBC
Enterococcus ) ) . . . .
faecalis CCM 4224 1200:600 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200 { 2400:1200 | 2400:1200
Erf‘;f;c‘fl‘i’;ius 1200:600 | 1200:600 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200
Staphylococcus ) ) . . . :
aureus CCM3953 300:150 | 1200:600 | 600:300 | 1200:600 | 600:300 | 1200:600
Stam)i’(':ﬂcsofcus 1200:600 | 2400:1200 | 1200:600 |2400:1200 | 1200:600 |2400:1200
Escherichia coli . ) ) ) . .
CCM3954 300:150 | 600:300 | 600:300 | 600:300 | 600:300 | 600:300
Escherichia coli *
300:150 | 300:150 | 300:150 | 600:300 | 600:300 | 600:300
Proteus mirabilis *
300:150 | 600:300 | 600:300 | 600:300 | 1200:600 | 1200:600
Pseudomonas
aeruginosa 600:300 | 1200:600 | 1200:600 | 1200:600 |2400:1200 |2400:1200
CM3955
Vysvétlivky: * Izolovéno z ejakulatu kanct
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Tabulka 22: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace

(MBC) kombinace kyseliny gallové monohydratu s carvacrolem rozpousténych v 24%

ethanolu stanovené zkumavkovou dilu¢ni metodou (rozmezi testované koncentrace: 4800 —

150 pg/ml + 2400 - 75 ug/ml)

ucinné koncentrace ( pg/ml )

24 hod 48 hod 72 hod
mikroorganismus
MIC MBC MIC MBC MIC MBC
Enterococcus faecalis | 161500 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200
CCM 4224
Enterococeus faecalis | 1540600 | 2400:1200| 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200
Staphylococcus aureus _ _ _ _ . :
CM3053 600:300 | 1200:600 | 600:300 | 1200:600 | 600:300 | 1200:600
Staphylococeus hyicus 15101900 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200
Escherichia coli . . ) ) ) .
COM3954 1200:600 |2400:1200 | 1200:600 |2400:1200 | 1200:600 |2400:1200
Escherichia coli *
1200:600 | 1200:600 |2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200
Proteus mirabilis *
1200:600 | 1200:600 | 1200:600 | 1200:600 | 1200:600 | 1200:600
Pseutomonas 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200 | 4800:2400 | 2400:1200 | 4800:2400
aeruginosa CM3955

Vysvétlivky:

* Izolovano z ejakulatu kanct
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Tabulka 23: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace

(MBC) kombinace kyseliny gallové monohydratu s eugenolem rozpousténych v 24%

ethanolu stanovené zkumavkovou dilu¢ni metodou (rozmezi testované koncentrace: 4800 —

150 pg/ml + 2400 - 75 ug/ml)

ucinné koncentrace ( pg/ml )

24 hod 48 hod 72 hod
mikroorganismus
MIC MBC MIC MBC MIC MBC
Enterococcus faecalis |, 140.1500 | 4800:2400 | 2400:1200 | 4800:2400 | 2400:1200 | 4800:2400
CCM 4224
Enterococcus faecalis | 4a0.9400 | 4800:2400 | 4800:2400 | 4800:2400 | 4800:2400 | 4800:2400
Staphylococcus aureus |, 1.1 500 | 4800:2400 | 2400:1200 | 4800:2400 | 2400:1200 | 4800:2400
CCM3953
Staphylococeus hyicus | 5461900 | 2400:1200 | 2400:1200 | 4800:2400 | 2400:1200 | 4800:2400
Escherichia coli ) . . . . )
COM3954 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200 | 4800:2400
Escherichia coli *
2400:1200 | 4800:2400 | 2400:1200 | 4800:2400 | 2400:1200 | 4800:2400
Proteus mirabilis *
2400:1200 | 4800:2400 | 2400:1200 | 4800:2400 | 2400:1200 | 4800:2400
Pseudomonas 2400:1200 | 4800:2400 | 2400:1200 | 4800:2400 | 2400:1200 | 4800:2400
aeruginosa CM3955

Vysvétlivky:

* Izolovano z ejakulatu kanct
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Tabulka 24: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace

(MBC) kombinace kyseliny gallové monohydratu s thymolem rozpousténych v 24%

ethanolu stanovené zkumavkovou dilu¢ni metodou (rozmezi testované koncentrace: 4800 —

150 pg/ml + 2400 - 75 ug/ml)

ucinné koncentrace ( pg/ml )

24 hod 48 hod 72 hod
mikroorganismus
MIC MBC MIC MBC MIC MBC
Enterococcus faecalis | 4564 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200
CCM 4224
Enterococcus faecalis | 4540600 |2400:1200 | 1200:600 | 2400:1200 | 1200:600 |2400:1200
Staphylococcus aureus . ) ) ) . :
CM3053 600:300 | 1200:600 | 1200:600 | 1200:600 | 1200:600 |2400:1200
Staphylococeus hyicus 15101900 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200
Escherichia coli . . ) ) ) )
COM3954 1200:600 | 1200:600 | 1200:600 | 1200:600 | 1200:600 | 1200:600
Escherichia coli *
1200:600 |2400:1200 | 1200:600 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200
Proteus mirabilis *
1200:600 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200
Pseutomonas 2400:1200 | 2400:1200 | 2400:1200 | 4800:2400 | 2400:1200 | 4800:2400
aeruginosa CM3955

Vysvétlivky:

* Izolovano z ejakulatu kanct
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Tabulka 25: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace

(MBC) kombinace kyseliny rozmarynové s quercetinem rozpousténych v 24% ethanolu

stanovené zkumavkovou dilu¢ni metodou (rozmezi testované koncentrace: 2400 - 75 ug/ml

+ 2400 - 75 pg/ml)

ucinné koncentrace ( pug/ml )

24 hod 48 hod 72 hod
mikroorganismus

MIC | MBC | MIC | MBC | MIC | MBC
. »2400: »2400: »2400:
Enterococcus faecalis CCM 4224 A 2400 A 2400 A 2400
»2400: »2400: »2400:
Enterococcus faecalis * A 2400 A 2400 A 2400
»2400: »2400: »2400:
Staphylococcus aureus CCM3953 A 2400 A 2400 A 2400
»2400: »2400: »2400:
Staphylococcus hyicus * A 2400 A 2400 A 2400
o _ 2400: 2400: 2400:
Escherichia coli CCM3954 A 2400 A 2400 A 2400
Escherichia coli * 2400: 2400: 2400:
A 12400 | A | 2400 | A | 2400
Proteus mirabilis * 2400: 2400: 2400:
A 12400 | A | 2400 | A | 2400
2400: 2400: 2400:
Pseudomonas aeruginosa CM3955 A 2400 A 2400 A 2400

Vysvétlivky:  * Izolovéano z ejakulatu kanct
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Tabulka 26: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace
(MBC) kombinace cymenu a thymolu rozpousténych v 0,5% Tweenu 20 stanovené
zkumavkovou dilu¢ni metodou (rozmezi testovanékoncentrace: 19200 - 300 pg/ml + 1200

- 18,5 pg/ml)

ucinné koncentrace ( pg/ml )

24 hod 48 hod 72 hod
mikroorganismus

MIC MBC MIC MBC MiIC MBC

Enterococcus faecalis CCM | 2400: | »19200: | »19200: | »19200: | »19200: | >19200:
4224 150 1200 1200 1200 1200 1200

4800: | 19200: | 19200: | »19200: | »19200: |>19200:

o *
Enterococcus faecalis 300 1200 1200 1200 1200 1200

Pseudomonas aeruginosa »1920: | »19200: | »19200: | »19200: | »19200: | »19200:
CM3955 1200 1200 1200 1200 1200 1200

Pseudomonas aeruginosa 0600: | »19200: | »19200: | »19200: | »19200: |>19200:
CM322 600 1200 1200 1200 1200 1200

Vysvétlivky:  * Izolovano z ejakulatu kanct
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Tabulka 27: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace
(MBC) kombinace cymenu a thymolu rozpousténych v 0,5% Tweenu 80 stanovené
zkumavkovou dilué¢ni metodou (rozmezi testované koncentrace: 19200 - 300 pg/ml + 1200

- 18,5 pg/ml)

ucinné koncentrace ( pg/ml )

24 hod 48 hod 72 hod
mikroorganismus

MIC MBC MIC MBC MiIC MBC

Enterococcus faecalis CCM | 19200: | »19200: | »19200: | »19200: | »19200: | »19200:
4224 1200 1200 1200 1200 1200 1200

9600: | »19200: | »19200: | »19200: | »19200: |>19200:

o *
Enterococcus faecalis 600 1200 1200 1200 1200 1200

Pseudomonas aeruginosa »19200 | »19200: | »19200: | »19200: | »19200: |>19200:
CM3955 :1200 | 1200 1200 1200 1200 1200

Pseudomonas aeruginosa 0600: | »19200: | »19200: | »19200: | »19200: |>19200:
CM322 600 1200 1200 1200 1200 1200

Vysvétlivky:  * Izolovano z ejakulatu kanct
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Tabulka 28: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace

(MBC) kombinace cymenu a thymolu rozpousténych v 24% ethanolu stanovené

zkumavkovou dilué¢ni metodou (rozmezi testované koncentrace: 19200 - 300 pg/ml + 1200

- 18,5 pg/ml)
ucinné koncentrace ( pg/ml )
24 hod 48 hod 72 hod
mikroorganismus

MIC MBC MIC MBC MIC MBC

Enterococcus faecalis CCM 9600: | 19200: | 19200: | 19200: | 19200: | 19200:
4224 600 1200 1200 1200 1200 1200
Ent ¢ lis * 9600: | 19200: | 19200: | 19200: | 19200: | 19200:
NIErococeus taecalls 600 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200
Pseudomonas aeruginosa 9600: | 9600: 9600: 19200: | 19200: | 19200:
CM3955 600 600 600 1200 1200 1200
Pseudomonas aeruginosa | 4800 : | 9600: | 9600: | 9600: | 9600: | 9600:
CM322 300 600 600 600 600 600

Vysvétlivky:  * 1zolovano z ejakulatu kanct
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Tabulka 29: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace
(MBC) kombinace cymenu a carvacrolu rozpousténych v 0,5% Tweenu 20
stanovené zkumavkovou dilu¢ni metodou (rozmezi testované koncentrace: 19200 - 300

pg/ml + 1200 - 18,5 pg/ml)

ucinné koncentrace ( pg/ml )

24 hod 48 hod 72 hod
mikroorganismus

MIC MBC MIC MBC MiIC MBC

Enterococcus faecalis CCM | 9600: | »19200: | »19200: | »19200: | »19200: |>19200:
4224 600 1200 1200 1200 1200 1200

9600: | 9600: 9600: 19200: | »19200: |>19200:

o *
Enterococcus faecalis 600 600 600 1200 1200 1200

Pseudomonas aeruginosa »19200 | »19200: | »19200: | »19200: | »19200: |>19200:
CM3955 :1200 1200 1200 1200 1200 1200

Pseudomonas aeruginosa »19200 | »19200: | »19200: | »19200: | »19200: |>19200:
CM322 1200 | 1200 1200 1200 1200 1200

Vysvétlivky:  * Izolovano z ejakulatu kanct
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Tabulka 30: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace
(MBC) kombinace cymenu a carvacrolu rozpousténych v 0,5 % Tweenu 80 stanovené

zkumavkovou dilué¢ni metodou (rozmezi testované koncentrace: 19200 - 300 pg/ml + 1200

- 18,5 pg/ml)

ucinné koncentrace ( pg/ml )

24 hod 48 hod 72 hod
mikroorganismus

MIC MBC MIC MBC MiIC MBC

Enterococcus faecalis CCM | 19200: | »19200: | »19200: | »19200: |>19200 : | »19200:
4224 1200 1200 1200 1200 1200 1200

19200: | »19200: | »19200: | »19200: | »19200: |>19200:

Enterococcus faecalis * 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200

Pseudomonas aeruginosa »19200 | »19200: | »19200: | »19200: | »19200: |>19200:
CM3955 :1200 1200 1200 1200 1200 1200

Pseudomonas aeruginosa »19200 | »19200: | »19200: | »19200: | »19200: |>19200:
CM322 :1200 1200 1200 1200 1200 1200

Vysvétlivky:  * Izolovano z ejakulatu kanct
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DISKUSE A ZAVER

Tématem diplomové prace bylo ovéfeni antibakterialni aktivity dvanacti pfirodnich
latek a jejich vybrannych dvojkombinaci. Stanovili jsme hodnoty minimalni inhibi¢ni
koncentrace a minimalni baktericidni koncentrace pro vybrané bakteridlni kmeny

zkumavkovou dilu¢ni metodou.

K zjistovani inhibi¢nich u¢inka ptirodnich latek na bakterie, jsme pouzivali kmeny
druhd Ent. faecalis, E.coli, Proteus mirabilis, Ps. aeruginosa a S. hyicus vykultivované z
ejakulatu kanct. Z referen¢nich kment jsme zatadili Ent. faecalis CCM 4224, E. coli CCM
3954, Ps. aeruginosa CCM 3955, S. aureus CCM 3953. Jeden kmen Ps. aeruginosa byl

izolovan z vytéru zevniho zvukovodu psa s diagndzou otitis externa.

Piirodni latky jsme rozpoustéli v 24% ethanolu pfipraveném nafedénim 96%
ethanolu v PBS. Vétsina pouzitych piirodnich latek byla v tomto rozpoustédle $patné
rozpustna. Quercetin dihydrat nebyl vibec rozpustny v 24% ethanolu a proto jsme tuto
slouc¢eninu rozpoustéli v éteru. Z dalSich rozpoustédel jsme vyzkouseli 0,5% Tween 20 a
0,5% Tween 80 u kombinace p — cymenu sthymolem a p — cymenu s carvacrolem.
Testované ptirodni latky se vSak v téchto rozpoustédlech Spatné rozpoustély a vytvarely

emulzi.

V publikovanych studiich uvadéji autofi pouzitd rozpoustédla velmi sporadicky a

bohuZel ani rozpustnost pfirodnich latek.

Cristiani a kol. (2007) testovali antibakterialni aktivitu thymolu, carvacrolu a p —
cymenu na S. aureus a E. coli. Tyto ptirodni latky autofi rozpoustéli v 5% Tweenu 20.
Stejné rozpoustédlo pouzili i Trombetta a kol. (2005) pii studiu inhibi¢nich wGc€inki
thymolu, mentholu a linalylacetatu na S. aureus a E. coli. Rozpoustédla Tween 80 (1%) a
vinny lih (95%) pouzili k rozpousténi slozek z esencialniho oleje z bazalky Opalchenova a
Obreshkova (2002).

Thymol, carvacrol, aldehyd kyseliny skoficové a eugenol rozpoustéli Didry a kol.
(1993) v 10% DMSO a cloroformu. Prabuseenivasan a kol. (2006) rozpoustéli pfirodni

latky z esencialnich olejii ze skofice, hiebicku, pelargdnie, citrénd, limetek a rozmarynu
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v 10% DMSO s 0,5% Tweenem 80. Vybrané esencialni oleje byly testovany na E. coli,
Klebsiella pneumoniae, Ps. aeruginosa, Proteus vulgaris, Bacillus subtilis a S. aureus.

Vardar-Unlu a kol. (2003) rozpoustéli pfirodni latky thymol, terpinen, cymen,

carvacrol a borneol v methanolu.

Antibakterialni aktivitu thymolu, carvacrolu, eugenolu, tea tree oil,
hydrochinonu, hydrochinon monomethyetheru, berberin sulfatu a quercetinu jsme
provéiovali pouze na kmenech Ent. faecalis a Ps. Aeruginosa, nebot’ jsou povazovany za

nejodolngjsi k ucinktim ptirodnich latek.

Thymol byl $patné rozpustny v 24 % ethanolu, kde vytvarel bezbarvou emulzi.

Didry a kol. (1993) uvadé¢ji hodnoty MIC u S. aureus a E. coli 250 pg/ml a proti Ps.
aeruginosa MIC vyssi nez 500 pg/ml. Walsh a kol. (2003) taktéz stanovovali minimalni
inhibi¢ni koncentrace thymolu u S. aureus a E. coli (500 pg/ml) a u Ps. aeruginosa
uvadéji MIC vyssi nez 1000 pg/ml. Lambert a kol. (2001) a Hanbali a kol. (2005) ve svych

studiich uvadi, ze Ps. aeruginosa je malo citliva k inhibiénim u¢inktim thymolu.

Néami stanovend hodnota inhibi¢ni a baktericidni koncentrace thymolu u Ps.
aeruginosa cinila 2400 pug/ml. U kmenu Ent. faecalis MIC i MBC dosahovala hodnoty 600
ug/ml. Nase vysledky tykajici se kmentd Ps. aeruginosa potvrzuji poznatky uvedenych

autoru.

Také carvacrol tvoiil emulzi v24% ethanolu. PH ovéfovani jeho

antibakterialnich G¢inkt jsme stanovili MIC a MBC u Ent. faecalis 600 pg/ml a u kmenu

Ps. aeruginosa 2400 pg/ml.

Didry a kol. (1993) zjistili, ze S. aureus, E. coli a Streptococcus pneumoniae jsou
ucinn¢ inhibovany carvacrolem po dosazeni koncentrace 125 pg/ml a Ps. aeruginosa pii
hodnotach vysSich nez 500 pg/ml. Lambert a kol. (2001) uvadéji, ze Ps. Aeruginosa je

méng¢ citlivy na carvacrol i thymol. Nase vysledky odpovidaji jejich zjisténi.
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Eugenol je svétle Zluta latka v 24% ethanolu tvorici emulzi. MIC a MBC jsme

stanovili pro Ps. aeruginosa na 600 ug/ml. U Ent. faecalis byla G¢inna inhibi¢ni
koncentrace 1200 pg/ml a baktericidni koncentrace 2400 pg/ml. Dorman a Deans (2000)
uvadéji ve své studii, Ze eugenol pusobi inhibi¢né na rast Ent. faecalis i Ps.aeruginosa.
Jelikoz ucinky zjist'ovali agarovou difuzni metodou a neuvadéji MIC ani MBC nemuzeme

vysledky autorti srovnavat.

Dalsi testovanou prirodni latkou byl tea tree Oil. Pii rozpousténi v 24%

ethanolu tvofil emulzi. Papadopoulos a kol. (2006) provérovali antibakterialni aktivitu tea
tree oil na Ps. aeruginosa. Jimi stanovena MIC byla 17560 pg/ml. Na rozdil studie Coxe a
kol. (2001) uvad¢ji, ze Ps. aeruginosa je k tea tree oil rezistentni. U S. aureus a E. coli
stanovili hodnotu inhibi¢ni koncentrace 2195 pg/ml.

Nami stanovené hodnoty MIC a MBC na Ent. faecalis a Ps. aeruginosa byly 9600
ug/ml. Tedy nizs8i nez v uvedené studii Papadopoulos a kol. (2006).

U nésledujicich ptirodnich latek - berberin sulfat, quercetin dihydrat, hydrochinon a
hydrochinon monomethylether - nemzeme srovnavat nami stanovené hodnoty MIC a

MBC s jinymi vysledky, protoze jsme je v dostupné literatufe nezaznamenali.

Berberin sulfat je Zlut¢ zbarvena sloudenina $patn rozpustna v 24%

ethanolu. Pfi provéfovani jeho inhibi¢niho a baktericidniho plisobeni jsme stanovili u Ps.
aeruginosa MIC 9600 pg/ml a MBC 19200 pg/ml. U enterokokid hodnoty ptesahovaly

nami testované koncentrace 19200 pg/ml.

Stermitz a kol. (2000) testovali berberin sulfat a zjistili, Ze v kombinaci s 5'-
methoxyhydnocarpinem (5” - MHC) dochazi ke snizeni jeho hodnoty MIC na 256 pg/ml.
Autofi uvadéji, ze 5° - MHC samo o sob¢ nevykazuje antibakteridlni aktivitu, ale potencuje

ucinek berberinu.

Quercetin dihydrat v éteru vytvarel zlutou suspenzi. Po ptidani do MHB

bujonu se latka vysrazela a vytvofila Zluté zbarveny sediment na dné zkumavky, ktery
znesnadioval odecteni vysledkd MIC. Ptes to jsme stanovili hodnotu MBC 4800 pg/ml u

Ps. aeruginosa a 9600 pg/ml u Ent. faecalis.
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Hydrochinon a hydrochinon monomethylether se ve24%

ethanolu rozpoustély. Hydrochinon byl u¢innéjsi — MIC i MBC = 1200 — 4800 pg/ml ve
srovnani s hydrochinon monomethyletherem jehoz hodnoty byly 2400 — 4800 ug/ml. Ob¢
ptirodni latky pusobily 1épe na Ps. aeruginosa (1200 a 2400 pg/ml) neZ na enterokoky
(1200 a 4800 pg/ml).

Nasledujici pfirodni latky byly testovany 4 referen¢nimi bakterialni kmeny - Ent.
faecalis, E. coli, Ps. aeruginosa, S. aureus a 4 kmeny izolovanymi z kan¢iho spermatu -

Ent. faecalis, E. coli, S. hyicus a Proteus mirabilis.

Kyselina rozmarynova se v24% ethanolu rozpoustéla dobfe a tvofila

nahnédly prihledny roztok. Studiem jejich inhibi¢nich G¢inkG na kmeny S. aureus se
zabyvali Santovo a kol. (2005). Uginn4 latka tento druh inhibovala v rozmezi 17 — 33 mm
a usmrcovala v koncentraci 250 -2250 pg/ml. Nami stanovené hodnoty MIC a MBC u
referenéniho kmene S. aureus byly vyssi, dosahovaly hodnoty 4800 pg/ml. Stejna MIC a
MBC byla u obou kmeni E. coli i kmene Proteus mirabilis. Takika shodnou MIC - 2400
ug/ml jsme stanovili u Ent. faecalis, S. hyicus a Ps. aeruginosa.

Knicin se velmi $patné rozpoustél v 24% ethanolu a vytvarel suspenzi. Bruno a
kol. (2003) pfi testovani inhibi¢nich u¢inkl knicinu prokazali hodnoty MIC 12,5 pg/ml u
E. coli, 25 pg/ml, S. aureus, 50 pg/ml u Ps. aeruginosa a 25 pug/ml u Proteus mirabilis.
Stejné vysledky u Ps. aeruginosa publikovali i Vanhaelen-Fastré a Vanhaelen jiz v roce
1976, kteti v§ak uvadéji vyssi hodnoty u E. coli 100 pg/ml), S. aureus 75 - 100 pg/ml a u
Proteus mirabilis 200 pg/ml.

Nami zjisténé hodnoty se 1isi od obou sdéleni, s vyjimkou MIC 150 pg/ml u
Proteus mirabilis. Koncentrace knicinu byly vyssi u referen¢nich kment Ent. faecalis, S.
aureus, Ps. aeruginosa a u kment E.coli 600 pg/ml. U Ent. faecalis a S. hyicus
izolovanych z kanc¢iho spermatu byla MIC 1200 pg/ml.

Hnédocerveny roztok vytvarela v 24% ethanolu kyselina gallovz’l

mOHOhydl‘Z’lt. Pro zvyseni rozpustnosti jsme latku inkubovali pii teploté 40 °C ve
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vodni lazni po dobu 30 min. Kyselina gallova potlaovala rist Ps. aeruginosa a kment
Ent.faecalis po dosazeni MIC - 2400 pg/ml, Ostatni testované bakteridlni kmeny G¢inné
inhibovala v mnozstvi 4800 pg/ml. Stanovené MBC byly 4800 — 9600 pg/ml. V dostupné

literatufe jsme hodnoty MIC nenasli, proto nemtizeme vysledky porovnavat.

Limonen je bezbarva latka Spatné rozpustna v 24% ethanolu. Van Vuuren a kol.

(2007) uvadéji u limonenu rozmezi t¢innych hodnot od 3000 do 27 000 ug/ml. Sonboli a
kol.(2006), kteti taktéz testovali antibakterialni G¢inky limonenu, stanovili hodnoty MIC
18400 pg/ml u S. aureus a 36800 ug/ml u E. coli a Ent. faecalis.

Antibakterialni G¢inky limonenu jsme prokazali u kmenut S. aureus, E. coli, Proteus
mirabilis a Ps. aeruginosa Vv koncentraci 19200 pg/ml. U Ent. faecalis a S. hyicus
potlacoval rust v mnozstvi 38400 pg/ml. Nami stanovené MIC pro Ent. Faecalis a S.
aureus se piiblizuji hodnotam publikovanym autory Sonbolim a kol.(2006). U E.coli jsme

vsak zjistili niz§i u¢innou koncentraci uvedené slouceniny.

Inhibiéni G¢inky jsme ovéfovali také u ptirodnich latek v kombinacich. Hodnoty
MIC a MBC jsme zjistovali zkumavkovou dilu¢ni metodou a pfirodni latky rozpoustéli
Vv 24% ethanolu. Cymen ve smési s thymolem a cymen s carvacrolem jsme rozpoustéli také
v 0,5% Tweenu 20 a 0,5% Tweenu 80. Testované piirodni latky se vSak v téchto

rozpoustédlech rozpoustély Spatné nebo viibec.

Pri kombinaci Knicinu s carvacrolem jsme zjistili MIC 600:300 —

2400:1200 pg/ml. Diky synergickému pilisobeni slouc¢enin ve smési doslo ke snizeni
hodnoty MIC carvacrolu. U kombinace knicinu s eugenolem a knicinu s thymolem
(600:300 - 2400:1200 pg/ml) jsme zaznamenali stejny efekt.

P — Cymen ve smesi S thymolem vykazoval acinné inhibi¢ni rozmezi
9600:600 — 19200:1200 pg/ml. Kisko a Roller (2005) rovnéz zaznamenali synergické

pasobeni téchto dvou piirodnich latek ve smési. Obdobné i Ultee a Smid (2001), na rozdil

od Burta a kol. (2005), kteti synergii cymenu s carvacrolem nepotvrdili.
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Synergické ucinky jsme zjistili i U smesi kyseliny gallové monohydrétu
S carvacrolem. Stanovené hodnoty MIC 600:300 — 2400:1200 pg/ml byly niz§i nez u
jednotlivych slou¢enin. Ke snizeni MIC doslo i u kombinace Kyseliny gallové

monohydratu s thymolem. Nami stanovené rozmezi bylo 1200:600 — 2400:1200
png/ml a u samostatné testované kyseliny gallové 2400 - 4800 pg/ml a thymolu 600 — 2400
ug/ml. Nizsi inhibi¢ni uginky jsme pozorovali u dvojkombinace kyseliny gallové

monohydratu s eugenolem, kde hodnoty MIC a MBC byly 2400:1200 —
4800:2400 pg/ml.

Pii testovani dvojkombinace Kyseliny rozmarynové s quercetinem

jsme méli problém s rozpustnosti quercetinu, coz znesnadnovalo odecteni MIC z diivodu
zlutého zabarveni roztoku a pfitomnosti sedimentu na dn¢ zkumavky. Hodnoty MBC byly

2400:2400 pg/ml nebo ptesahovaly rozmezi testovanych koncentraci.

Pii realizaci diplomové prace jsme zaznamenali dobrou antibakterialni aktivitu u
sloucenin knicinu, carvacrolu, eugenolu a thymolu. Z dvojkombinaci byly nejucinnéjsi
smési knicinu s carvacrolem, knicinu s eugenolem, knicinu s thymolem a kyselina gallova

ve smési S carvacrolem.

Zaveérem je nutné zdlraznit, Ze u ptirodnich latek, které nebyly zcela rozpustény v
pouzitém rozpoustédle, mohlo dojit ke snizeni u€inného mnozstvi latky v 1 ml a tim 1
K ur¢itému ovlivnéni vysledka testll. Ve 24% ethanolu byly $patné rozpustné carvacrol, p-
cymen, berberin sulfét, eugenol, knicin, limonen, thymol, tea tree oil a quercetin dihydrat.
I pfesto knicin, carvacrol, eugenol a thymol vykazovaly dobré inhibi¢ni ucinky na
testované bakterialni kmeny. V dostupné literatuie jsme nenasli MIC pfirodnich latek
rozpousténych ve 24% ethanolu, proto nemiizeme nase vysledky srovnavat. Ptirodni latky
jsme rozpoustéli v 24% ethanolu (pivodné i v5% DMSO) z davodu spermotoxicity
rozpousStédla na kanc¢i sperma. Tato diplomovéa prace byla soucasti studie financné

podporované Ministerstvem zemeédéElstvi.
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PRILOHA 1
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Priloha 2: Inhibice ristu mikroorganismi v bujonu s klesajici koncentraci pfirodni latky
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PRILOHA 2
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Priloha 3: Inhibice riistu mikroorganismi v bujonu s klesajici koncentraci ptirodni latky
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Priloha 4: Vyockovani kment z bujonu obsahujicich klesajici koncentrace inhibi¢ni

latky
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