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ANOTACE

Diplomova prace se zabyvd  antimikrobialni  UC€innosti  pfirodnich  matric
proti vybranym kmentim rodu Arcobacter a Cronobacter, jejichz taxonomie, morfologie,
patogenita, laboratorni diagnostika a terapie byly shrnuty v teoretické ¢asti. Pro testovani
antimikrobialni u¢innosti byly pfipraveny extrakty z 13 pfirodnich materiald, a to z anyzu,
badyanu, hiebicku, jalovce, muskatového otfechu, skofice, dale z celeru, celerové naté,
cerveného hlavkového zeli, Cervené fepy, smrkového jehli¢i, borovicového jehli¢i a Sipku.
Ptirodni matrice byly extrahovany a rozpusStény v raznych rozpoustédlech.
U vSech testovanych extrakti byla potvrzena antimikrobialni aktivita vaci testovanym

kmeniim, coz mize mit potencialni vyuziti v medicing, ale i potravinarském primyslu.

KLICOVA SLOVA

Arcobacter, Cronobacter, extrakt, antimikrobidlni aktivita, diskova difizni metoda, dilu¢ni

metoda

TITLE

Extracts from natural materials as a potential antimicrobial substances

ANNOTATION

The thesis deals with the antimicrobial activity of natural matrices against selected strains
of Arcobacter and Cronobacter, whose taxonomy, morphology, pathogenicity, laboratory
diagnosis and treatment was summarized in the theoretical part of the thesis. Extracts
for the antimicrobial activity testing were prepared from 13 natural materials: from anise, star
anise, clove, juniper, nutmeg, cinnamon, then from celery, celery stem,
red cabbage, red beet, pine needles, spruce needles and rose hip. Natural matrices were
extracted and dissolved in various solvents. Antimicrobial activity was confirmed in all
of the tested extracts against the tested strains, which may be used in medicine as well as food

industry.
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Arcobacter, Cronobacter, extract, antimicrobial activity, disc diffusion method, dilution

method
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UVvOD

Esencidlni oleje a extrakty z prirodnich latek byly od stfedovéku zndmy
pro své vyznamné léCivé ucinky, které byly vyuzity ve farmacii pfi vyrobé fady léku.
Ptirodni latky obsahuji ve sté struktufe fenoly a polyfenoly, anthokyanidy, flavonoidy,
alkaloidy a terpeny, které se podileji na antimikrobidlni aktivité pfirodnich matric. Po nastupu
antibiotik jako 1€kt prvi volby bylo vyuziti antimikrobialn¢ ptisobicich piirodnich latek
na ustupu. Dnes vzhledem ke zvySujici se rezistenci bakterii vuc¢i antibiotikim jsou
antimikrobialné pusobici pfirodni latky novou alternativou k potencidlnimu vyuziti
v potravinafstvi, farmacii, mediciné nebo kosmetice.

K testovani antimikrobidlni Uc¢innosti extrakt z pfirodnich matric byly vybrany
4 kmeny rodu Arcobacter a 2 kmeny rodu Cronobacter. Oba testované rody byly relativné
nedavno objevenymi, i ptes to se u nékterych jejich zastupct objevuji multirezistentni kmeny.
Z tohoto diivodu nabyva testovani antimikrobidlni i€innosti pfirodnich extraktli proti danym
kmentiim na vyznamu.

Cilem této diplomové prace je zpracovani pfirodnich matric a piiprava extraktt
extrahovanych ve tiech riznych rozpoustédlech. Dale testovani jejich antimikrobidlni aktivity

na vybrané kmeny rodu Arcobacter a Cronobacter.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Rod Arcobacter

1.1.1 Taxonomie Arcobacter spp.

Rod Arcobacter (A.) patii do domény Bacteria, kmenu Proteobacteria, tiidy
Epsilonproteobacteria, tadu  Campylobacteriales a c¢eledi  Campylobacteraceae
(Giacometti et al., 2015).

Celed Campylobacteraceae zahrnuje rody Arcobacter a Campylobacter. Arkobaktery
byly dfive soucasti rodu Campylobacter a byly oznaovany jako aerotolerantni
mikroorganismy kampylobakterim podobné. Ellis et al. (1977) poprvé izoloval zastupce
tohoto rodu z pfirozené potracenych plodt skotu. V roce 1991 byl rod Arcobacter vyélenén

jako samostatny rod.

1.1.2 Morfologie a citlivost k vnéjSim vliviim

Arkobaktery jsou gramnegativni, nesporulujici, mirné zakfivené (tvaru pismene
S, nebo spiraly) bakterie (viz obrazek 1). Arkobaktery jsou 0,2 — 0,9 um Siroké
a 1 — 3 um dlouhé bakterie. Jeden polarni bi¢ik bakterii umoznuje charakteristicky kyvavy
az spiralovy pohyb. Arcobacter spp. je oxidaza pozitivni, katalaza pozitivni, ureaza negativni
patogen.

Mnozi se pti 15 — 32 °C, vS§ak mize se mnozit i pii 41,5 °C. Arkobaktery mohou rist
za ptitomnosti kysliku, ale jesté¢ lepSi jsou mikroarofilni podminky s 3 —10 % Oy,
5 — 10 % CO,. Fermentuji sacharidy na organické kyseliny, aminokyseliny vyuzivaji jako
zdroj uhliku (Adesiji et al., 2012; Atabay et al., 2014; Lehner et al., 2005;
Van den Abeele et. al., 2014).
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(Roalkvam et al., 2015).

1.1.3 Onemocnéni vyvolana arkobaktery

Rod Arcobacter zahrnuje k dne$nimu dni 25 druhl. Nejcastéji se v souvislosti
s onemocnénim lidi a zvitat vyskytuje A. butzleri, A.cryaerophilus, A. skirrowii.

A. butzleri se nachazi ve vzorcich vyskytujicich se v prostiedi. Nejcastéji byl izolovan
z neupravené vody. Ve vyspélych zemich je hlavnim zdrojem nakazy z potravy. A. butzleri
byl izolovan z riznych potravin, nej¢astéji vSak na mase. A. butzleri neni pouze zvifeci
patogen, ale muze byt i patogenem lidskym. Taylor et al. (1991) identifikoval agens
ve vzorcich stolice thajskych déti s prijmem. Prijem ma c¢asto vodnaty charakter,
je doprovazen bolesti bficha, celkovou nevolnosti nebo i zvracenim. Byly vSak popsany
1 pfipady déti, které trpély bolesti bficha bez prijmu. Jejich stav byl natolik zdvazny, ze byla
nutna hospitalizace. Dale byla zjisténa spojitost s cestovatelskym prijmem. A. butzleri mize
také zpusobovat bakteriémii a tim zhorSovat stav u lidi s jinym onemocnéni, napf. s jaterni
cirh6zou nebo gangrénou slepého stieva (Adesiji et al., 2012; Collado et al., 2011;
Giacomentti et al., 2015; Prouzet - Mauléon et al., 2006).

A. cryaerophilus (podskupiny 1A a 1B) byl poprvé izolovan z vykall, reprodukénich
organt, potracenych plodi hospodaiskych zvifat a z mléka krav s mastitidou. U lidi je
spojovan hlavné s gastrointestinalnimi chorobami. A. skirrowii byl poprvé ziskan z vykali
jehnat s prijmovym onemocnénim a z pred¢asné narozenych mlad’at hospodarskych zvirat.
A. nitrofigilis byl izolovan z kofeni a kofenovych sedimentti bahenni rostliny Spartina
alterniflora (Collado et al., 2011; Lehner et al., 2005).

Wirsen et al. (2002) popsali na pobiezi mote bakterii metabolizujici sulfid,
kdy na zakladé fylogenetické analyzy byl nové identifikovany druh pozdé&ji pojmenovan jako

A. sulfidicus. Dalsim druhem izolovanym z kuteciho masa je A. cibarius. Novymi druhy rodu
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Arcobacter spp. jsou: A. halophilus (izolovany ze slané laguny), A. mytili (izolovany z musli),
A. anaerophilus (ziskany ze sedimentu z fi¢ni vody) A. thereius (izolovany z prasecich
abortl), A. marinus (izolovany z motské vody, moiskych fas a hvézdic), A. trophiarum
(izolovany z vykalt prasat), A. defluvii (izolovany z odpadnich vod), A. molluscorum
(ziskany z musli a ustfic), A. ellissi (izolovany z musli), A. bivalviorum (izolovany z musli),
A. venerupis (ziskany poprvé ze Skebli), A. cloacea (izolovany z odpadnich vod, $kebli
a jinych korysu), A. suis (izolovany z vepfového masa, uzitkové vody), A. ebronises
(ziskany z vody na pobiezi Pacifiku) a A. aquimarinus (ziskany z moiské vody)
(Collado et al., 2011; Figueras et al., 2011; Lehner et al., 2005; Jyothsnha et al., 2013;
Levican et al., 2012; 2013; 2014).

1.1.4 Patogenita a faktory virulence

Patogenita a virulen¢ni mechanismy arkobakteri dosud nejsou zcela znamy.
V soucasné dobé je znama pouze jejich schopnost adherence, invazivity a cytotoxicity.
Invazivita byla prokazana predevsim u A. cryaerophilus a A. butzleri. A. butzleri kolonizuje
stfevni sliznici zvifat, dale ma schopnost aglutinovat erytrocyty, a to jak lidské, tak i zvifeci.

Mechanismus pruniku arkobakterd do bunék stievni sliznice a nasledné vznik prijmu
byl studovan na lidské stievni sliznici. Vysledky ukdzaly, ze proces byl zprostiedkovan
snizenou expresi spoji Claudinovych proteinti. Nasledkem poruseni epitelidlni bariéry
dochazi k vyplaveni extracelularni tekutiny do extracelularniho prostoru a tim vzniku prajmu.
Dale se zvySuje hladina interleukinu 8 (IL-8) v postizené tkani s naslednym rozvojem zanétu
(Collado et al. 2011). V soucasnosti znamy mechanismus virulence Arcobacter spp.,
tzn. adheze, produkce toxinu, indukce zanétu a zvySeni paracelularni tekutiny muizeme

schématicky vidét na obrazku 2.
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Obrazek 2 Mechanismus virulence Arcobacter spp.
(ptevzato a upraveno dle Collado et al., 2011).

Dal$im vyznamnym virulenénim faktorem u arkobakteri je tvorba biofilmu.
Schopnost arkobakterti kolonizovat inertni povrchy ve formé biofilmid zvyhodiiuje tyto
bakterie v preziti za nepfiznivych podminek. Kolonizuje hlavné v trubkach vodovodniho
potrubi z jakéhokoliv materidlu (kov, plast, nerez), ale i v prostiedi jatek, kde adheruje hlavné
na pfislusnych predmétech. Arkobaktery mohou tvofit biofilm prakticky na jakémkoliv
povrchu. Schopnost tvofit biofilm se 1isi v rdmci druhu, ale i kmene. Nejcastéji tvoii biofilm
A. Dbutzleri. Se schopnosti tvofit biofilm souvisi i1 vznik bakterialni rezistence

vici antibiotiktim (Ferreira et al., 2013).

1.1.5 Laboratorni diagnostika Arcobacter spp.

K izolaci Arcobacter spp. ze stolice bylo pouzito mnoho metod. Zprvu se pouzivaly
modifikovana media pidvodné slouzici ke kultivaci kampylobakteri nebo leptospir
(Leptospira Ellinghausen — McCullough — Johnson — Harris (EMJH) médium). Médium bylo
doplnéno o 5 — fluorouracil. Atabay et al. (2014) ve své studii pouzil ke kultivaci arkobakterd
bujon obohaceny kombinaci antibiotik (cefoperazon, amfotericin a teicoplanin). Toto médium
slouzilo pro izolaci tii nejcastéjSich arkobakterti (A.butzleri, A. cryaerophilus, A. skirrowii)
z raznych typt vzorkd. Tyto metody vyuzivaji zejména schopnosti arkobakterti rist
pfi nizSich teplotach a za aerobnich podminek. Tim se zabranilo riistu kampylobakter.

Houf et al. (2001) vyvinul specifické izolacni metody vyuzitim Arcobacter media
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obohacenym o 5 antibiotik (cefoperazon, trimetoprim, amfotericin, novobiocin
a 5 - fluorouracil) (Atabay et al., 2014; Merga et al., 2011).

V poslednim desetileti se stale castéji pouzivaji citlivéjsi a specifictéjsi metody
k identifikace bakterii. Jedna se o metody molekularné - biologické. Tyto metody zahrnuji
napf. polymerdzovou fetézovou reakci (PCR), DNA hybridizace, ndhodné amplifikace
polymorfni DNA (RAPD) a analyza polymorfismu délky restrikénich fragmenti (RFLP)
(Bohme et al., 2010).

PCR umoziuje detekci 1 nekultivovanych bunék. Predpokladem pro navrhovani
primert je dostupnost genomové sekvencni informace a 16S a 23S rRNA. Vyhodou je vysoka
citlivost a specificnost detekce. Naopak velkou nevyhodou je, Ze detekujeme jak zivé,
tak mrtvé bunky, ¢imz ztracime moznost objektivnich vysledkli vzhledem k zivotaschopnosti
bunc¢k. Dalsi nevyhodou miize byt pouziti metody ve vzorcich Zivotniho prostiedi.
V Zivotnim prosttedi se mulze nachazet mnoho inhibicnich latek snizujici aktivitu
Taq polymerazy. Proto je nezbytné ptfed samotnou analyzou vzorek vhodnymi metodami
piecistit. Na bazi PCR byla vyvinuta metoda, ktera tyto nedostatky PCR odstranuje.
Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH) je metoda, kdy pouzijeme znacené
oligonukleotidové sondy. Sondy jsou specifické pro rRNA.

FISH technika ndm umoziuje uréit fadu morfologickych charakteristik cilovych
mikroorganismu, jejich velikost a bunéény obsah rRNA. Vyuziva se pro detekci specifickych
bakterialnich skupin ve smiSenych vzorcich z prostedi, véetné sladkovodni nebo motské
vody. FISH je rychlda metoda detekce bakterii bez potieby kultivace mikroorganismu.
Neovliviiuji ji inhibi¢ni latky z zivotniho prostiedi, jak je tomu u PCR. FISH muze byt
pouzita v kombinaci s PCR (Fera et al., 2010; Moreno et al., 2003).

Dalsi metodou k identifikaci mikroorganismii je MALDI/TOF (ionizace laserem
za UCasti matrice s detektorem doby letu) spojena s detekci hmotnostnim spektrometrem
(MS). Alispahic et al. (2010) vytvofili referenéni knihovnu pro nejvyznamnéjsi zastupce rodu
Arcobacter. Zjistili, ze se zastupci rodu Arcobacter v nekterych signalech hmotnostniho
spektra shoduji. Né&které signaly spektra jsou vSak pro né jedinecné. Dale zjistili, Ze malé

odlisnosti ve spektrech mohou byt v rdmci kment jednoho druhu.
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1.1.6 Lécba onemocnéni vyvolanych arkobaktery

Terapie Arcobacter je zalozena na antibiotické 1é¢bé. Jako u jinych mikroorganisma
tak i u arkobakteri se setkavame s problémem zvySujici se rezistence na antibiotika.
Byly jiz zaznamenany multirezistentni kmeny A. butzleri, které nejsou citlivé na 1é¢bu
antibiotiky. Nejucinnéjsimi prostiedky proti nejcastéjSim arkobakterim (A.butzleri,
A. cryaerophilus a A. skirrowii) byly stanoveny kanamycin, amikacin, gentamicin,
streptomycin, tetracyklin. Dale byly u¢inné také kombinace antibiotik amoxicilin/ kyselina
klavulavova, ampicilin/ sulbaktam a ofloxacin. Fluorochinolony (levofloxacin, enrofloxacin,
ciprofloxacin) byly také testovany na antimikrobialni GCinnost proti A. butzleri
a A. cryaerophilus. Testované fluorochinolony vykazovaly dobrou u¢innost
proti arkobakterim (Ferreira et al., 2013; Shah et al., 2013).

Existuji tu vSak rozdilné ndzory v ramci studii. Rozdily v citlivosti na urcitd
antibiotika mohou byt vlivem castého pouzivani k 1é¢b¢, nebo prevenci onemocnéni u zvirat,
ale i u lidi. To souvisi i s vysokou rezistenci k ciprofloxacinu, ktery se pouziva jako 1€k prvni

linie u infekei zptisobenych Campylobacteraceae ( Son et al., 2007; Unver et al., 2013).

1.2 Rod Cronobacter

1.2.1 Taxonomie Cronobacter spp.

Rod Cronobacter (C.) patfi do domény Bacteria, kmenu Proteobacteria, tidy
Gammaproteobacteria, fadu Enterobacteriales a Celedi Enterobacteriaceae
(Lehner et al., 2013).

Cronobacter spp. jsou nesporulujici, gramnegativni bakterie, které patii do Celedi
Enterobacteriaceae. Uzce souvisi s rody Enterobacter a Citrobacter. Cronobacter je relativné
nedavno popsany rod (2007). Do roku 2008 byl znam pouze jeden druh tohoto rodu,
C. sakazakii, oznac¢ovan jako Enterobacter sakazakii. Od enterobaktert se vsak kronobaktery
odliuji tvorbou zlutého pigmentu.

Dnes zname 13 druhd, C. sakazakii, C. malonaticus, C. turicensis, C. muytjensii,
C. dublinensis, a Sesty, dosud nepojmenovany druh oznacovany jako C. genomospecies 1.
Nové popsanymi druhy jsou dale C. condimenti a C. universalis (Joseph et al., 2012;
Lawley et al., 2012).
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Obrazek 3 Snimek C. sakazakii z fluorescen¢niho mikroskopu
(dostupné z http://www.vermicon.com/de, cit. 18. 11. 2016).

1.2.2 Morfologie a citlivost k vnéjSim vliviim

Kronobaktery jsou rovné tyCky (viz obrazek 3) majici délku 1 - 0,6 pm
a 8itku 0,3 - 1 um. Kronobaktery jsou katalaza pozitivni, oxidaza negativni mikroorganismy.
Vétsina zastupetd ma jeden peritrichialni bicik, ktery jim umoznuje pohyb.

Pro rtst je zapotiebi teplota od 6 do 45 °C, teplotni optimum je vSak 37 - 43 °C.
Nékteré druhy maji schopnost rust i pfi teplotach mezi 4 - 47 °C. Rostou v rozmezi pH 5 - 10.
Dobie snasi az 7% koncentraci chloridu sodného, 100 mM siranu amonného, dusi¢nanu
sodného a dusitanu sodného. Déle dobie snasi prostfedi s 200 mM fosfore¢nanu sodného,
5 % siranu sodného, 20 % ethylenglykolu a az 20 mM benzoatu sodného.

Jako ostatni pfislusnici celedi Enterobacteriaceae jsou kronobaktery fakultativné
anaerobni mikroorganismy. Jsou velmi biochemicky aktivni. Podle biochemické aktivity jsou
rozdéleny do 16 biotypii. Redukuji dusi¢nan na dusitan a produkuji acetoin
(Voges-Proskauer test). MR test (methyl red test) maji negativni. Fermentuji vétSinu
sacharidl, které vyuziva jako jediny zdroj uhliku. VétSinou neprodukuji plyn, neprodukuji
sirovodik, nehydrolyzuji mocovinu, produkce indolu je variabilni, nedekarboxyluji lysin
a p - D - glukuronidazu (Forsythe, 2010; Iversen et al., 2007; Joseph et al., 2012;
Lee et al., 2010; Motarjemi et al., 2014).

1.2.3 Patogenita a faktory vitulence

Vsechny druhy rodu Cronobacter jsou povazovany za potencialné patogenni.
Onemocnéni déti a dospelych vSak nejcastéji zptsobuji pouze tfi druhy, jsou to C. sakazakii,

C. malonaticus a C. turinensis.
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Pfesny mechanismus virulence zatim neni znamy. Piedpokladéd se, ze kronobaktery
pomoci enzymu (elastazy, glykopeptidazy, kolagendzy, protedzy, endotoxiny) napadaji lidské
sttevni buniky. Tim narusi stfevni epitel a dostavaji se do krevniho ob&éhu. V krevnim ob&hu
jsou pohlcovany makrofagy, ve kterych nékteré druhy dokazi prezivat a replikovat se.
Nasledné kronobaktery napadaji hematoencefalickou bariéru (HEB) a dostavaji se do mozku
a zpusobuji meningitidu (Ricke et al., 2015).

Vyznamnou roli v patogenezi by mohl mit vnéj$i membranovy protein A (OmpA).
Diky tomuto proteinu kronobaktery napadaji  gastrointestindlni trakt hostitele.
Podili se na invazi lidskych endotelialnich bun¢k stieva a epitelidlnich bunék mozkové tkang.
Tim dochazi k invazi do mozku, vzniku infekce a destrukci mikrovaskularnich endotelialnich
bun¢k. Pfesny mechanismus vedouci k poni¢eni mozkovych bunék neni znam.
Je pravdépodobné, Ze k poskozeni mlize dochazet i nasledkem obrané reakce hostitele proti
infekci (Ricke et al., 2015; Ye et al., 2015).

Mezi dalsi virulen¢ni faktory kronobakterd, které se mohou vyznamné podilet
VvV patogenezi, patii tvorba biofilmu. Biofilm je obecné definovan jako spoleCenstvi bakterii
pfiléhajici k cizimu povrchu. Kronobaktery maji schopnost tvofit biofilm na povrchu mnoha
materiald jako napft. sklo, nerez, polyvinylchlorid (PVC), polykarbonat, silikon nebo povrch
travici trubice. Dal§i moznosti by mohla byt produkce enterotoxinu. Tepelné stabilni
endotoxin hraje hlavni roli pfi naruSeni integrity stfevni bariéry. Tim se bakterie dostava
z gastrointestinadlniho traktu do krve, kde zpisobuje bakteriémii. Presny mechanismus

virulence vSak neni znam (Drudy et al., 2006; Lee et al., 2012; Motarjemi et al., 2014).

1.2.4 Onemocnéni vyvolana kronobaktery

Infekéni davka neni pfesné znama, ale predpoklada se, ze jiz 1000 bunck muze
zpusobit onemocnéni. Nejcastéji se onemocnéni vyvolané kronobaktery vyskytuje
u nedonosenych, nebo pfedcasné narozenych déti na novorozeneckych jednotkach intenzivni
péce. Jednd se predevSim o septikémie nebo meningitidy. NejcastéjSim pavodcem je
C. sakazakii, ale i C. malonaticus a C. turninesis.

U meningitid ¢asto dochazi k hrubé destrukci mozku, coZ ma za nasledek mentalni
retardaci, nebo v nejhorsim ptipadé mize byt onemocnéni letalni (40 - 80 %). Patogeneze
meningitidy se 1i§i od meningitid zpasobenych jinymi bakteriemi. Bakterie zplsobuje
cystické zmény, abscesy, hydrocefalus, odumieni mozkové tkan¢ a zkapalnéni bilé mozkové

hmoty. Pacient trpi t€Zkymi neurologickymi nasledky, jako hydrocefalus, ochrnuti, retardaci.
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Infekce vznika mezi 4. a 5. dnem po narozeni. Prib¢h je velmi nahly a rychly a pii nezahajeni
lécby muize nastat smrt i do nckolika hodin az dnG od propuknuti prvnich pfiznakt
(Friedemann, 2007; Lawley et al., 2012; Ricke et al., 2015; Taylor, 2015).

Infekce u dospélych jsou zasadné charakteru bakteriémii, jako infekci mocového
Gstroji a infekci ran. Castym pivodcem je C. malonaticus ST 7. Infekce zpUsobené
kronobaktery u dospélych zahrnuji Sirokou Skalu ptiznakl jako jsou zanéty spojivek, sepse
zlu¢niku, sepse mocoveho Ustroji, zanét slepého stieva, rané infekce nebo zapal plic.

Zdrojem nakazy muze byt suSena kojenecka vyziva. Soucasné poznatky ukazuji,
ze onemocnéni muze zpusobit méné jak 3 CFU/ 100 g suSen¢ho mléka. DalSimi zdroji ndkazy
muze byt kontaminované prostiedi (puida, voda), rostlinné materidly, syry, obiloviny, kvasené
napoje, ovoce a zelenina (Lawley et al.,, 2012; Lee et al., 2010; Ricke et al., 2015;
Stoll et al., 2004).

1.2.5 Laboratorni diagnostika Cronobacter spp.

Kultivaéni prikaz kronobakterii je zalozen na detekci enzymu a-glukosidazy,
které je mozné detekovat na fad¢ selektivnich, nebo chromogennich agarovych pud.
Pro rozliSeni kronobakterti od ostatnich Enterobacteriaceae se k zakladnimu médiu piidava
X-a-Glc (5-brom-4-chlor-3-indolyl-a-D-glukopyranosid). Mezi tyto média patii mimo jiné
Druggan-Forsythe-Iversen  agar  (DFI), Chromokult ~ Enterobacter  sakazakii,
ESIA (Enterobacter sakazakii isolation agar) agar. Na DFI agaru vyristaji kronobaktery
v modie zbarvenych koloniich. Dal§i média pouZivand ke kultivaci kronobakterti
je TSA (Tryptone Soya Agar), na kterém vyrustaji ve zluté pigmentovanych koloniich.
K dispozici jsou i dve nova média, vyuzivajici fluorogenu
4-methyllumbelliferyl-a-D-glukopyranosid  (MUaGlc). Hydolyzou tohoto  substratu
a-glukosidazou se uvolni 4 - methyllumbeliferol a tim dojde k emisi zafeni v UV svétle.
Média obsahujici tento substrat jsou Leuschner Donald Baird Cox (LDBC) agar
a Oh - Kang (OK) agar (Corry et al., 2012; Doyle et al., 2013; Yates et al., 2016).

Tradi¢ni mikrobiologické techniky pro detekci Cronobacter jsou velmi pracné
a naro¢né. Standardni postup casto zahrnuje nékolik krokd, které trvaji 6 - 7 dni,
coz prodluzuje dobu identifikace a potvrzeni diagnozy. V soucasné dob¢ se, mimo tradicnich
metod, stale Castéji pouzivaji metody, které maji zrychlit, zjednodusit a zlevnit detekci
kronobakter. Byla popsana fada technik na bazi biosenzorii pro rychlou a citlivou detekci

patogenu, vcetné¢ fluorescencni in situ hybridizace (FISH), real time PCR, infraervené
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spektroskopie, DNA mikroanalyzy. Tyto techniky vyzaduji sofistikované vybaveni a vysoce
kvalifikované pracovniky, ¢imz se znacné zvysuji naklady na analyzu (Blazkova et al., 2011,
Deer et al., 2010; Motarjemi et al., 2014).

Jednoduchou, rychlou metodou detekce kronobaktert muze byt
imunochromatograficka metoda detekce nukleovych kyselin. Tato metoda je kombinaci
chromatografie na tenké vrstvé s konvencni interakci bioafinitntho  pard
(antigen - protilatka, avidin - biotin). Blazkova et al. (2011) rozsifili moznost aplikace tohoto
testu pro detekci amplikonu PCR (viz obrazek 4). Pokud jsou kronobaktery ve vzorku
pritomny dochdzi k vazbé imobilizované protilatky proti digoxigeninu s amplifikovanym
produktem znacenym digoxigeninem. Koloidni uhlikové nanocastice slouzi k vizualizaci
vzniku imunokomplexu béhem 10 minut. Tento test detekuje méné jak 10 bakterialni bun¢k
ve vzorku potraviny. Jedna se o jeden z nejrychlejsich testi pro prukaz kronobaktert

ve vzorcich potravin.
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Obrazek 4 Schéma imunochromatografického testovaciho prouzku.
Pozn.: A) znéazorfiuje bo¢ni pohled na imunochromatograficky
prouzek a princip testu; B) znazorfiuje ¢&elni pohled
a vysledek v piipadé pozitivity a negativity testu.
(pfevzato z Blazkova et al., 2011).

1.2.6 Lécba onemocnéni vyvolanych kronobaktery

Terapie infekci zplsobenych kronobaktery je zaloZena pfedev$sim na antibiotické
lécbeé. Zastupci rodu Cronobacter jsou ptirozené rezistentni vac¢i vSem makrolidim,
linkomycinu, klindalmycinu, streptogramintim, rifampicinu, kyseliné fusidové a fosfomycinu.
Infekce zptsobené kronobaktery lze 1é¢it tetracykliny, aminoglykosidy, chloramfenikolem,
nebo také beta-laktamovymi antibiotiky. Dale jsou kronobaktery citlivé na lécbu antifolaty

nebo chinolony.
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Infekce zptusobené C. sakazakii jsou obvykle 1éCeny kombinaci antibiotik
ampicilin - gentamicin nebo ampicilin - chloramfenikol. Nicmén¢ s objevujici se rezistenci
k ampicilinu v diasledku produkce beta - laktamazy byl nahrazen karbamenemy
nebo cefalosporiny nové generaci. K 1é¢bé lze pouzit i kombinace antibiotik

trimetoprim - sulfamethoxazol (Drudy et al., 2006; Lee et al., 2012; Li et al., 2014).

1.3  Inhibi¢ni uc¢inky syntetickych latek

Nejvétsim tuspéchem v 1ékafstvi je moznost antibiotické 1é¢by chorob zpisobenych
mikroorganismy. V polovin€ 19. stoleti bylo zjisténo, ze pliseil na bramborach je zpiisobena
houbami a kazeni vina a piva bakteriemi. V roce 1865 Lister poprvé pouzil fenol jako ucinné
antiseptikum. Déle byla vyvinuta celd tfada jednoduchych latek, které byly pouzity
jako lokélni antibakterialni prosttedky. Mezi tyto slouCeniny patii napi. thymol,
hexachlorofen nebo formaldehyd (Hanson, 2006).

Antibiotika jsou sekundarni nizkomolekularni latky produkované mikroorganismy,
které usmrcuji nebo inhibuji rdst mikroorganismi. Antibiotika mohou byt bud’ pfirodni
produkty a jejich polosyntetické derivaty, nebo také syntetické slouceniny napodobujici
strukturu pfirodnich latek. Obecné jsou antibiotika vyrobena biosynteticky z piirodnich
zdrojii. Casto jsou vSak chemicky modifikovana tak, aby méla co nejlepsi terapeuticky efekt.
Mezi hlavni mikroorganismy produkujici antimikrobialni latky patii Actinobacteria, zejména
druh Strepromyces, dale plisné (Penicilium notatum) a nékteré vlaknité bakterie
(Steglich et al., 2000; Vardanyan et al., 2016).

Termin "antibiotikum” byl poprvé piedstaven Selmanem Waksmanem v roce 1941.
Po objeveni penicilinu hledani novych antibioticky uCinnych latek stale pokracuje.
V soucasné dobé bylo popsano ptiblizné 16 500 Gfinnych antimikrobidlnich latek. Ptiblizné
100 z nich lze pouZivat v bézné Iékaiské praxi. Lécba antibiotickymi latkami, které by nemély
zpusobovat poSkozeni hostitele, oznacujeme jako chemoterapie. Jsou nedilnou soucasti
terapie chorob zpusobenymi patogennimi mikroorganismy (Daintith a Martin, 2010;
Davies et al., 2010; Jennings et al., 2017).
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1.3.1 Déleni antibiotik

Antibiotika miizeme klasifikovat dle spektra plsobeni, mechanismu ucinku,
biosyntetického puvodu nebo chemické struktury. Dle specifity je d€lime na latky
bakteriostatické a bakteriocidni. Latky, které inhibuji rGst mikroorganismii oznaCujeme
jako Dbakteriostatické. Bakteriostatickd antibiotika zasahuji do proteosyntézy bakterii
a tim zpuasobuji inhibici rastu. Latky, které bakterie usmrcuji oznacujeme jako baktericidni.
Baktericidni antibiotika obvykle piisobi na bunécéné struktury, jako je cytoplazmaticka
membrana, replikaci, transkripci, translaci, respiracni metabolismus, nebo transport Zeleza.

Dle spektra Gc¢inku lze antibiotika délit na Siroce, stfedné a uzko spektra. Antibiotika
s Sirokym spektrem ucinku pusobi jak na grampozitivni, tak i gramnegativni bakterie.
Antibiotika se stfednim spektrem U¢inku ptsobi pouze na urcitou skupinu mikroorganismu.
Uzko spektra antibiotika piisobi pouze na jednu skupinu mikroorganismi.

Nejcastéji pouzivanou klasifikaci antibiotik je dle jejich chemické struktury
na beta-laktamova antibiotika (peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy, monobaktany),
tetracykliny, makrolidova antibiotika, aminoglykosidy, peptidova antibiotiky, linkosamidy,
streptogramy (Doyle et al., 2013; Robinson, 2000; Steglich et al., 2000;
Vardanyan et al., 2016).

1.3.2 Charakteristika vybranych tfid antibiotik

Mezi lety 1930 - 1960 bylo vyrobeno vice nez 20 novych tfid antibiotik.
Avsak pouze 4 skupiny byly uvedeny na trh. Do téchto 4 t¥id antibiotik patii beta-laktamy,
tetracykliny, makrolidy a aminoglykosidy (Vardanyan et al., 2016).

Betalaktamova antibiotika

Beta-laktamova antibiotika jsou nejcastéji pouzivana v klinické praxi. Beta-laktamova
antibiotika obsahuji ve struktuie beta-laktamovy kruh, jehoz struktura muze byt poruSena
pusobenim bakterialni B-laktamazy. Z hlediska specifity se jedna o baktericidni antibiotika,
kterd zasahuji do biosyntézy peptidoglykanové vrstvy bakteridlni stény. Tim dochazi
K nevratnému zablokovani penicilin-vazajicich proteinti, vcetné karboxypeptidazy,
endopeptidazy a transpeptidazy.

Penicilin vézajici proteiny jsou skupina proteinti, které usnadiiuji zesitovaténi nové
syntetizovananého peptidoglykanu do bunécéné stény. Pokud dojde ke styku s B-laktamovymi
antibiotiky, dochazi k vytvofeni slabé bakteridlni stény a néasledné 1yze bakteridlni bunky.
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Do beta-laktamovych antibiotik 1lze zafadit penicilin, cefalosporiny, karbapenemy
a monobaktamy (Doyle et al., 2013; Robinson, 2000).

Tetracyklinova antibiotika

Tetracykliny jsou Sirokospektra antibiotika produkovana streptomycety. Tyto pfirodni,
nebo polosyntetické derivaty jsou pouzivané ve veterinarni i humdnni mediciné.
Tetracykliny  plsobi  proti  gramnegativnim, grampozitivnim  mikroorganismim,
ale také napt. proti chlamydiim, mykoplasmatim, riketsiim, dale proti nekterym prvokiim
a virim.

Mechanismus U¢inku je zalozen na inhibici syntézy proteind, jednd se tedy
o bakteriostatickd antibiotika. Tetracykliny zabranuji pfipojeni aminoacyl-tRNA na misto
ribozomélniho akceptoru. Mezi tetracyklinova antibiotika patfi napiiklad tetracyklin,

doxycyklin, oxytetracyklin (Chopra et al., 2001; Steglich et al., 2000).

Makrolidova antibiotika

Makrolidy jsou skupinou antibiotik produkovanych riznymi kmeny Streptomyces,
nebo plisnémi. Tvoii skupinu slouc¢enin s vyraznym 12 az 16 ¢lennymi makrocyklickymi
laktonovymi kruhy se substituovanymi aminosacharidy (deoxyhexo6za, aminodeoxyhex6za).
Ptirodni makrolidy se obecné skladaji z makrocyklického laktonového kruhu
s glykosidickymi vazbami. Makrolidy jsou bakteriostaticka antibiotika, avSak néktera mohou
pfi pouziti vysoké koncentrace pusobit az baktericidng. Pisobi proti grampozitivnim
bakteriim, mohou dale ptisobit proti spirochetam, riketsiim nebo virim.

Mechanismus t¢inku makrolidovych antibiotik je zaloZen na inhibici syntézy proteind
v bakterialni buiice béhem translokace. Makrolidova antibiotika klasifikujeme do tii generaci.
Mezi nejvyznamnéjSi zastupce makrolidovych antibiotik lze zatadit klarithromycin,

erytromycin nebo josamycin (Steglich et al., 2000; Vardanyan et al., 2016).

Aminoglykosidova antibiotika

Aminoglykosidy jsou jedny z nejstarSich antibiotik, v klinické praxi se pouzivaji
k 1écbé jiz desitky let. Aminoglykosidy jsou multifunkéni hydrofilni cukry, na kterych jsou
navazany amino nebo hydroxylové skupiny. Vykazuji vazebnou afinitu k nukleovym

kyselindm, zejména k prokaryotické rRNA.
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Obecné patii mezi Sirokospektra antibiotika, ktera plsobi proti grampozitivnim,
gramnegativnim organismum, ale i proti mykobakteriim. VSechny aminoglykosidy maji velmi
zavazné nezadouci UcCinky (nefrotoxicita, neurotoxicita, ototoxicita). Do této skupiny patii
m.j. streptomycin, neomycin, kanamycin, gentamycin (Cammack et al.,, 2006;
Kotra et al., 2000; Vardanyan et al., 2016).

Chinolonova a fluorochinolonova antibiotika

Dalsi vyznamnou skupinou antibiotik jsou fluorochinolony. Fluorochinolony jsou
skupina antibiotik pouZzivajici se jak v humanni tak veterinarni mediciné. Pivodni chinolony,
patiici do prvni generace, nebyly fluorované. Mezi chinolony prvni generace patii naptiklad
kyselina nalidixovd nebo kyselina oxolinova. Pfidanim fluoru do struktury chinolond
se roz$ifilo antimikrobidlni spektrum. Piisobi proti gramnegativnim 1 grampozitivnim
mikroorganismtim. Tato antibiotika patéi do druhé generace a zahrnuji léky jako jsou
ciprofloxacin, nebo ofloxacin. Fluorochinolonové antibiotika se dale dé€li na tfeti a Ctvrtou
generaci. Ctvrta generace pasobi kromé& grampozitivnich a gramnegativnich mikroorganisma
i na anaerobni mikroorganismy (Bhandari et al., 2009; Gerczei et al., 2014).

Fluorochinolony vykazuji baktericidni pusobeni inhibici bakteridlni topoizomerazy
Il. a IV. typu. Tyto enzymy se vyznamn¢ podileji na replikaci DNA. Inhibuji moznost
rozvolnéni dvousroubovice DNA, a tim blokuji bakterialni replikaci (Grumezescu, 2016;
Robinson et al., 2004).

1.3.3 Vznik rezistence mikroorganismii vii¢i antibiotikiim

Antibiotické latky mohou mit pro lidsky organismus i Skodlivé ucinky, Casto jsou
velice toxické. Mohou zpisobovat alergie, které mohou mit zavazné zivot ohrozujici
komplikace (anafylakticky Sok). Ve vzacnych ptipadech mohou poskozovat ledviny, jatra,
mit neurologické ucinky, poskozovat sluch. Jedna se hlavné o ptipady, kdy jsou léky
podavany dlouhou dobu ve vysokych davkach (Doyle et al., 2013; Steglich et al., 2000).

Uspésné pouziti jakychkoliv terapeutickych ¢inidel je ovlivnén moznym vyvojem
tolerance nebo rezistence. To plati zvlast¢ pro latky pouzivané pii 1écbé bakteridlnich,
plisiovych, parazitarnich a virovych infekci. Rada biochemickych a fyziologickych

mechanisml mize mit za nasledek rozvoj rezistence.
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Antimikrobidlni rezistence v SirSim slova smyslu je snizend nachylnost mikrobt
na skupinu antibiotik nebo na antibiotikum, které by za normalnich okolnosti riist mikroba
inhibovalo nebo zabijelo. Castéji nez pfirozena rezistence nastava rezistence ziskana.
Jedna se o odolnost vii¢i jednomu nebo vice antibiotikiim se stejnym mechanismem ucinku,
aniz by patogen byl stidle v kontaktu s piivodnim antibiotikem. Rozvoj rezistence je velky
celosvétovy problém (Méndez - Vilas, 2013; Steglich et al., 2000; Zankari et al., 2012).

Vyvoj generaci mikroorganismil rezistentnich na antibiotika ma za nasledek
mnohalety selekéni tlak vlivem naduzivani antibiotik. Nedavné studie mechanismu vzniku
rezistence uvadi vice nez 20 000 potencialnich gent pro rezistenci. Tento alarmujici vysledek
by mohl v budoucnu znamenat nemoznost pouziti antibiotické 1é¢by. Dobrym alternativnim
feSenim by mohlo byt pouziti pfirodnich antimikrobidln¢ pisobicich latek

(Davies et al., 2010; Doyle et al., 2013).

e

1.4  Inhibi¢ni u¢inky prirodnich latek

Byliny a kofeni byly od stfedovéku vyuzivany nejen pro svou aromatickou slozku,
ale také v potravinafstvi a lidovém IécCitelstvi. Termin "koteni" byl poprvé pouzit
az ve 12. stoleti. Avsak jiz v ranych civilizacich pouzivali listy n€kterych kefa pro zlepsi chuti
masa. Egyptané pouzivali smés kofeni (napf. anyz, kmin, majoranku) ke konzervaci t¢l
pfi mumifikacich. Vonné silice a parfémy byly pouZivany pii cirkevnich ritualech.
O vyznamnosti pfirodnich latek se zmifloval ve svych spisech jiZz Hippokrates, prikopnik
moderni mediciny, Theophrastus, fecky védec a filozof, nebo Dioscorides, znamy jako otec
botaniky. Coz doklada, ze kofeni bylo soucasti zivota i ve velmi ranych fazich lidské historie
(Barros-Velazquez, 2016; Burt, 2004; Skrinjar a Nemet, 2009).

Pozdé¢ji bylo prokédzano, ze lidé, ktefi pouZzivaji kofeni a byliny jsou zdravéjsi
a dozivaji se vysSiho véku. Proto se uZzivani kofeni a bylin pouZivalo k prevenci
pied nachlazenim, rakoviné nebo jako "neutralizator” jedu. Ve stiedovéku se susSilo kofeni
(skofice, ¢esnek nebo oregano) a pouZzivalo se jako desinfekéni prostiedek k boji proti Sifeni
moru. Mimo to bylo kofeni a nékteré rostliny vzdy pouzivany k vyrobé parfémi
(Barros-Velazquez, 2016; Skrinjar a Nemet, 2009).

Pfed tim, nez muze byt vonna silice pouzita nebo analyzovdna, musi piedchazet
zpracovani rostlinné matrice. Metody zpracovani rostlinné matrice mohou byt riznorodé,

napt. parni destilace, extrakce rozpoustédlem, lisovani za studena, simultanni destilace
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s naslednou extrakci. Ackoliv se tyto metody k =ziskdvani silic pouzivaji fadu let,
maji své nevyhody. Pii zpracovani rostlinné matrice dochdzi ke ztrate¢ nékterych tékavych
latek, k nizké ucinnosti extrakce, k tepelné nebo hydrolytické degradaci, ptipadné mohou
zustavat v extraktu toxické zbytky rozpoustédla. Zptisoby extrakce znacné ovliviuji chemické
slozeni a chemické slozky vonnych silic. Proto je vzdy velmi dilezité¢ zvolit co mozna
nejvhodnéjsi metodu k izolaci vonnych silic z rostlinnych matric (Burt, 2004,

Reyes-Jurado et al., 2014).

1.4.1 Antimikrobialni G¢inek prirodnich liatek

Mnoho antimikrobidlné ptsobicich latek pfitomnych v rostlindich muze byt soucasti
jejich ptirozeného obranného mechanismu. V dasledku toho inhibuji rtst alimentarnich
patogenil. Antimikrobidlni latky mohou byt produkovany i1 v dasledku stresu z neaktivnich
prekurzor aktivaci enzymi pfitomnych v rostlinnych tkanich (Gyawali a Ibrahim, 2014;
Tiwari et al., 2009).

Vytazky z bylin, resp. jejich sekundarni metabolity, byli pouzivany
pro své antimikrobidlni ucinky k fad¢ ucelt. Napt. sekunddrni metabolit digitoxin, ziskavany
z listd naprstniku Cerveného (Digitalis purpurae), se pouziva k 1é¢bé srde¢niho selhani.
Chinin, alkaloid obsazeny v ktife chinovniku 1ékaiského (Cinchona officinalis) a jeho derivaty,
byli pouzivany k 1écbé malarie. Mimo terapeutickych ucinki maji sekundarni metabolity
vytazkl bylin dalSi prospé$né ucinky. Mohou byt pouzity také ke konzervaci potravin.
Bylo zjisténo, ze olej z bazalky pravé (Ocimum basilicum) je velmi vhodny k dezinfekci
salatq.

Mimo antimikrobidlnich vlastnosti ma fada latek i u€inky antioxida¢ni. Pfitomnost
antioxidacnich 1 antimikrobidlnich vlastnosti v jedné molekule ¢ini slouceninu U¢innéjSim
konzervantem. Toho se vyuZzivd v potravinafstvi, nebo také v kosmetickém primyslu
(Cowan, 1999; Méndez-Vilas, 2011; Gyawali a Ibrahim, 2014).

Obecné plati, ze gramnegativni bakterie jsou mén¢ citlivé, nebo nemusi vykazovat
zadny ucinek vaci antimikrobidlnim latkam. To je dano stavbou bakteridlni stény
gramnegativnich bakterii. To vSak neznamena, Ze grampozitivni bakterie jsou striktné

citlivéjsi vici prirodnim antimikrobialnim latkam (Tajkarimi et al., 2010).
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1.4.2 Charakteristika vybranych skupin prirodnich latek

Rostliny jsou témétf neomezené schopny syntézy aromatickych latek. VétSina téchto
latek obsahuje ve své struktufe fenol nebo derivaty fenolu. Odhaduje se, ze existuje
vice jak 12 000 druhti sekundarnich metabolitii produkovanych rostlinami. Hlavni pfirozenou
ulohou téchto metabolitii je ochrana rostlin pfed sktidci, mikroorganismy a bylozravymi
organismy. Kromé fenolu a jeho derivatti mohou rostliny ve své struktufe obsahovat alkaloidy,
terpeny a éterické oleje nebo lektiny (Cowan, 1999; Gyawali a Ibrahim, 2014;
Tiwari et al., 2009).

Prirodni fenoly, polyfenoly a flavonoidy

Slouceniny obsahujici ve své struktufe fenol jsou Siroce v ptirodé¢ rozsirenou skupinou.
Hydroxylova skupina vyskytujici se v molekule fenolu je hlavnim Cinitelem
antimikrobidlniho U¢inku. Tato skupina se integruje do bunééné membrany bakterii a iniciuje
poruseni membranové struktury. Tim muze dojit k uniku bunéénych struktur a nasledné
bunécéné smrti. Pfitomnost hydroxylové skupiny ve struktuie fenolu hrajici v antimikrobialni
aktivité dalezitou roli napf. v molekule karvakrolu nebo thymolu (Gyawali a lbrahim, 2014;
Weerakkody et al., 2010; Wojdylo et al., 2007).

Polyfenoly jsou sekundarni metabolity rostlin pfirozené vyskytujici se U vSech vyssich
rostlin. Slouzi jako pfirozena obrana rostlin na vnéj$i podminky, proti rostlinnym patogeniim
nebo Skidctim. V pribéhu poslednich let byly polyfenoly studovany pro jejich potencialni
vliv na nékteré chronické choroby. Bylo prokazano, Ze tyto latky maji schopnost sniZovat
aktivitu n€kterych enzymu, nebo se ucastni na regulaci nékterych receptorti signalnich drah.
Kromé toho vykazuji polyfenoly vysokou antimikrobidlni aktivitu proti Sirokému spektru
mikroorganismu (Almajano et al., 2008; Daglia, 2012).

Mezi polyfenoly Ize zatadit v ptirodé¢ zcela béZné se vyskytujici flavonoidy. Tyto latky
se nachazi napf. v ovoci, zelening, ¢aji, ving, kaveé nebo pivu. Zakladni stavebni strukturou je
2-fenyl-benzopyran nebo flavanové jadro (viz obrazek 5). Krom¢ antimikrobialniho ucinku
maji flavonoidy 1 antioxida¢ni, protizanétlivé G¢inky a dale pozitivni vliv na funkci cévni
stény. Flavonoidy maji inhibi¢ni Uc¢inek proti nckterym kmendm grampozitivnich
a gramnegativnich bakterii a dale nékterych plisni, kvasinek a vira (Almajano et al., 2008;
Cushnie et al., 2005; Daglia, 2012; Taleb-Contini et al., 2003; Orhan et al., 2010). Mezi
flavonoidy patii napt. chalkony, anthokyanidy, proanthokyanidy, flavony nebo isoflavonoidy

( Wojdylo et al., 2007).
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Obrazek 5 Obecny vzorec flavonu obsahujici flavonové jadro
(ptfevzato a upraveno dle Cushnie et al., 2005).

Prirodni alkaloidy

Dalsi velkou skupinou latek s vyznamnym antimikrobialnim G¢inkem jsou alkaloidy.
Alkaloidy jsou organické latky obsahujici ve své chemické struktuie heterocyklicky dusik
nebo muze byt dusik soucdsti postranniho fetézce. VétSina alkaloidi jsou mikrobidlniho,
rostlinného a zivo¢isného plvodu. Jejich vyznamné ucinky jsou jiz dlouho znamy
a vyuzivany v lékafstvi i farmacii.

Prvni z 1ékarského hlediska vyznamnym zéastupcem alkaloidii byl morfin izolovany
z maku setého (Papaver somniferum). Zakladni struktura alkaloidi slouzila jako piedloha
pro vyrobu nékterych syntetickych nebo polosyntetickych antibiotik, napt. metrinidazolu,
linezolidu nebo trimetoprimu (Cai et al., 2004; Cowan, 1999; Qiu et al., 2014).

Terpeny, terpenoidy a éterické oleje

Vonné silice (nebo také éterické oleje) jsou aromatické olejovité kapaliny ziskdvané
z rostlinného materidlu (kvétin, pupenil, semen, vétvi, kiiry, dfeva, ovoce nebo kotent).
Tyto oleje jsou sekundarni metabolity, které ve své struktuie obsahuji slouceninu na bazi
isoprenu nazyvanou terpeny. Pokud terpeny ve své struktufe maji inkorporovany kyslik,
oznacujeme je jako terpenoidy. Tyto latky jsou charakteristické tim, Ze davaji rostlinam jejich
typickou vini.

Jsou Siroce pouzivany pro své baktericidni, antimykotické, antivirove, antiparazitarni,
1éCivé a antitoxické ucinky. Vyuzivaji se hlavné ve farmacii, potravinafstvi, medicing,
ale i v zemédélskych odvétvich (insekticidy). Typickymi terpenoidy jsou menthol, kafr,
farnesol a artemisin  (Burt, 2004; Cowan, 1999; Méndez - Vilas, 2013;
Reyes-Jurado et al., 2014; Tiwari et al., 2009).
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1.5 Metody stanoveni antimikrobialni a¢innosti

Metody stanoveni antimikrobialni ucinnosti pfirodnich latek je stejné zasadni,
jako stanoveni citlivosti mikroorganismti k antibiotikim. Pfirodni produkty, at cisté
nebo ve formé extrakti poskytuji diky jejich chemické rozmanitosti prakticky neomezené
moznosti pro tvorbu aditiv, nebo 1ékd. Proto mé antimikrobidlni testovani velky potencial
pro své jednoduché provedeni, rychlost, reprodukovatelnost a levnost metody.
Je n¢kolik metod pro detekci antimikrobialni aktivity. NejcastéjSimi metodami jak testovat
antimikrobialni  aktivitu je diskova difuzni metoda, dilu¢ni metoda a E-test
(Klan¢nik et al., 2010; Othman et al., 2011).

1.5.1 Diskova difizni metoda

Jiz v roce 1889 Beijerinick pouzil agarovou difizi ke studiu vlivu auxind (rostlinnych
hormonti) na rast bakterii. Dal$im vyznamnym popisem zjednodusené diftzi metody
zaznamenal Fleming (1927), ktery si pov§imnul inhibi¢niho G¢inku penicilinu na pevnych
médiich. Postupné byla diftizni metoda rozvijena az do roku 1940, kdy Heatley ptedstavil
pouziti filtraniho savého papiru pro nasyceni antimikrobidlnim ¢inidlem. Velikost
pouzivaného disku byla postupné zdokonalovdna ostatnimi védci, az do dnes$ni podoby
6 - 6,5 cm velkych papirovych diskd. V roce 1966 byla diskova difuzni metoda
standardizovana Bauerem a Kirbym, podle kterych byla pozd€ji i pojmenovana.
Od roku 1975 se stala zdkladni metodou uznavanou Nérodnim vyborem pro klinické
laboratorni standardy (NCCLS). V ramci Evropy je pouzivano nejméné 6 ruznych systému
pro testovani antimikrobialni u¢innosti (Wheat, 2001).

Podstata této kvalitativni metody je méfeni zony inhibice v milimetrech okolo disku.
Primér zony okolo kazdého disku s antimikrobidlnim c¢inidlem se vztahuje k citlivosti
testovaného mikroorganismu na danou latku a rychlosti difize ¢inidla agarovym médiem.
Vysledky tohoto testu poskytuji informace o tom, zda testovany bakteridlni kmen je citlivy,
intermedidlni  nebo  rezistentni k  testovanému  antimikrobidlnimu  Cinidlu.
Vyhodou této metody je jednoduchost provedeni testu, bez potteby specidlniho vybaveni,
snadna interpretace a finan¢ni nenaro¢nost (Chauhan, 2016; Jorgensen et al., 2009).

Test se provadi na kultivatnim médiu, obvykle se pouziva Mueller-Hintonové
(M-H) agar. Pro provedeni testu je nejprve piipravena bakteridlni suspenze testovaného

kmene. Denzita bakteridlni suspenze je priblizné 1 - 2 x 10® CFU/mI,
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coz odpovida 0,5 - 1 McFarlandovy zakalové stupnice. Suspenze je pomoci tamponu
nebo L-hokejky rozetiena na celou plochu M-H agaru. Po inokulaci kultivaéniho média
se pomoci davkovace diski aplikuji disky. Je dilezité, aby byly disky aplikovany tésné
na kultivacni medium, aby doslo k dostate¢cnému nasaknuti disku. Takto pfipravené Petriho
misky jsou kultivovany v termostatu pfisluSného teplotniho optima, obvykle 37 - 38 °C,
24 - 48 hodin. Po kultivace se méfi kolem kazdého disku zona inhibice pomoci
milimetrového pravitka nebo pomoci autimatickych analyzatorii autibiogramti. Zéna inhibice
je zbéna bez naristu testovaného mikroorganismu vznikajici kolem disku po kultivaci
v termostatu (Jorgensen et al., 2009; Sandler, 2016).

V ptipad¢ antibiotickych diskli obsahuji standardizované mnozstvi daného antibiotika.
Disk je vzdy oznacen zkratkou daného antibiotika a ¢islem oznacujici koncentraci antibiotika
nasycené¢ho v disku. Pokud se pouziji blankové disky, tedy bez nasyceni antibiotikem,
Ize je pouzit napt. pro testovani ptirodnich antimikrobialné pusobicich latek. U toho zplsobu
se na blankovy disk davkuje pfislusné mnozstvi testovaného extraktu. Extrakt je nejcastéji
zhotoven rozpusténim v ethanolu, methanolu, Tweenu-20, Tweenu-80, dimethylsulfoxidu
(DMSO) nebo polyethylenglykolu (Barros-Velazquez, 2016; Cammack, 2006).

1.5.2 Dilu¢ni metoda

Dilu¢ni metoda je kvantitativni metoda, kterou lze stanovit minimalni inhibi¢ni
inhibujici rlst testovaného organismu. Minimalni baktericidni koncentrace (MBC) je nejnizsi
koncentrace usmrcujici 99,9 % testovanych organismill. Obecné plati, ze hodnota MBC je
niz8i nebo stejna ve srovnani s MIC (Barros-Velazquez, 2016; Jorgensen et al., 2009).

MIC lze stanovit nejcastéji pomoci Fedici fady za pouziti mikrotitraéni desticky,
kterd ma standardné¢ 96 jamek. Pro stanoveni MIC je nejprve pfipraveno fedici tada
antimikrobialni latky, které je vzdy stejny objem, li§i se pouze v koncentraci.
Nejcastéji se pouziva dvojkové fedéni antimikrobialni latky tedy
napt. 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1 a 0,5 mg/ml. Koncentrace testované latky se voli individualn€ pro
kazdou antimikrobialni latku tak, aby byla co nejspecifi¢téjsi pro danou antimikrobialni latku
a byl pokryt cely rozsah koncentraci pro stanoveni MIC. Poté je pfipravena bakterialni
suspenze testovaného kmene o denzitd 1 - 5 x 10° CFU/ml. Objem bakterialni suspenze
je ve vSech jamkach stejny a obvykle se pohybuje 0,01 - 0,05 ml/jamku.

Stanoveni MIC se v desticce pro jeden testovany bakteridlni kmen pfipravuje v dubletu
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nebo tripletu a je vzdy zahrnuta pozitivni a negativni kontrola (Jorgensen et al., 2009;
Sandler, 2016).

Takto pfipravenda desticka je kultivovana v termostatu pii optimalni teploté,
obvykle 37 °C, 24 - 48 hodin. Po inkubaci se zakal odecita bud’ vizualné, nebo pomoci
automatické ¢teCky. Prvni jamku bez viditeIného nardstu testovaného bakterialniho kmene,
lze oznacit jako MIC. Vysledky jsou zatizeny chybou pouze +/- jedno dvojkové fedéni
(Jorgensen et al., 2009; Sandler, 2016).

Stanoveni MIC lze provést i ve zkumavkach, kdy je postup stejny jako u provedeni
v desticce, ale je nutné pouzit vétSich objemi. Tato metoda byla pouzivana dfive,
pfed miniaturizaci diluéni metody. Hlavni vyhoda byla moznost kvantitativniho vysledku,
avsak tento postup byl zdlouhavy, byla zde moznost chyb pfi ptiprave fedéni antimikrobidlni

latky (Jorgensen et al., 2009).

1.5.3 E-test

E-test je kvantitativni komeréné dodévany test pro stanoveni antimikrobialni i¢innosti.
Jedna se zpravidla o impregnovany prouzek obsahujici gradient koncentraci antimikrobialni
latky. Prouzek je umistén na povrch naockované kultury testovaného kmene
a po 24 - 48 hodinové kultivaci v termostatu za optimalni teploty odec¢itame vysledek testu.
MIC v tomto piipadé je urCena prusecikem ve spodni casti elipsovité zony inhibice
s testovacim prouzkem (viz obrazek 6).

Nevyhodou této metody muze byt interpretace koncového bodu, které muize byt
neostré a hodnota MIC nemusi byt odectena spravné. Tuto metodu je vhodné pouZit
v piipadé¢, Ze je potieba zjistit MIC pouze u kultivaéné narocného kmene, ktery vyzaduje
specialni kultivacni medium a podminky kultivace. V ostatnich ptipadech plati, ze hodnoty
E-testu dobfe koleruji s hodnotami MIC provedenych v mikrotitracni desticce

(Jorgensen et al., 2009).
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Obrazek 6 Vysetfeni antimikrobialni G¢innosti pomoci E-testu na M-H agaru
(pfevzato a upraveno dle Jorgensen et al., 2009).

1.6 Charakteristika vybrannych prirodnich latek

1.6.1 Anyz (Pimpinella anisum)

Pimpinella (P.) anisum je jednou z nejstarSich kofeni pattici do Celedi Apiaceae.
Jedna se trvalou lé¢ivou rostlinu asi 30 - 50 cm vysokou, kvetouci bile s malymi,
zelenozlutymi semeny. Anyz vyzaduje pro své péstovani teplé a suché prostredi, proto dobte
roste ve vychodnim Stfedomoii, zapadni Asii, Stfednim vychod¢, Mexiku, Egypté
a ve Spanélsku. P. anisum se péstuje hlavné pro sva semena (viz obrazek 7), ktera se sklizi

od srpna do zafi (Ullah et al., 2013).

Obrazek 7 Semena anyzu
(pfevzato a upraveno dle http://www.davidkovokoreni.cz).

Anyz obsahuje 15 - 6 % tekavych oleji, coz mu dava jeho typické aroma.
Hlavni slozkou tohoto kofeni je trans-anethol, dale obsahuje lipidy s vysokym obsahem
mastnych kyselin (napf. kyseliny palmitové a olejové), sacharidy (kolem 4 %) a proteiny (asi
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18 %). Kromé& trans-anetholu byla prokazana ptitomnost eugenolu, methyllchavikolu,
anisaldehydu, estragolu, polyeny, polyacetyleny a dalsi latky. Na zdkladé plynové
chromatografie

se ukazalo, Ze obsah estragolu v anyzu je asi 2,4 % a trans-anetholu dokonce 76,9 - 93,9 %.
Obsah esenciadlnich olejii v anyzu se muze liSit v zavislosti na podminkach prostiedi
a genetického potencialu rostliny (Koztowska et al., 2016; Shojaii et al., 2012;
Ullah et al., 2013).

V medicin€ se anyz nebo jeho esencidlni olej je vyuzivan proti nadymani, na podporu
vyka$lavani, jako diuretikum, antiseptikum, antispasmolytikum gastrointestinalniho traktu
a miZe pomoci i proti migréné. Lze pouzit u kojicich zen pro podporu produkce mléka
v obdobi laktace a novorozencim zaroven miize pomoci jako prevence zazivacich obtizi.
Dale se anyz vyznaCuje vyznamnymi antibakteridlnimi, antimykotickymi, insekticidnimi
a antioxida¢nimi U¢inky. V potravindistvi se anyz pouzivd pro zlepSeni aroma a chuti
potraviny, rybich vyrobku, zmrzliny, cukrovinek a zvykacek. Své misto nachazi i ve farmacii
a kosmetickém primyslu pro vyrobu masti, zubnich past, kloktadel a nebo ustnich vod

(Shojaii et al., 2012; Ullah et al., 2013).

1.6.2 Badyan (lllicium verum)

Badyan je plod badyaniku pravého (Illicium verum) typického hvézdicovitého tvaru
a charakteristické¢ viné pfipominajici anyz. Badyanik je stalezeleny strom s kopinatymi listy
s typicky vonici rostouci v zelenych lesich jizni Ciny a horskych oblastech Indoginy.
Hvézdicky badyanu se obvykle skladaji z 8 - 13 cipl spojenych centraln€ a obsahujici lesklé
hnédé semeno (viz obrizek 8). Pivodem toto kofeni pochazi z jizni Ciny a severniho
Vietnamu a péstuje se téméF vyhradngé v jizni Cing, Vietnamu a Japonsku
(Parthasarathy et al., 2008; Peter, 2004).

Hlavni G¢innou sloZkou badyanu je anethol, déle je bohatym zdrojem lignini
a seskviterpenti. Badyan je dale zdrojem kyseliny Sikimové, ktera je primarné pouzivana

pro vyrobu protivirového 1éku (Wang et al., 2011).
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Obriazek 8 Semena badyanu
(pfevzato a upraveno dle http://www.wday.ru).

Badyan je nejcastéji vyuzivan v ¢inské kuchyni jako soucast kofenicich smési na maso
nebo zeleniny a do polévek. V Evropé se Castéji pouziva k aromatizaci lékofice a jinych
cukrovinek, bonbont, zvykacek,v pekafstvi, dezerti nebo suSenek. Ve Francii se pouziva
jako prisada pro vyrobu alkoholickych napoji. Esencidlni olej z badyanu se uplatiiuje
k vyrobé parféml a ve farmacii. Badyan ma také vyznamné zdravotni a 1écebné Ucinky,
jako napf. ma antibakteridlni, antiparazitarni a antivirové U¢inky, pisobi proti nadymani,
jako antidiuretikum, pfi bolesti bficha, vcetné kolikovitych bolesti, poruchach zazivéni.
Dale se extrakty z badyanu pouzivaji pro pripravu 1éku proti kasli (Peter, 2004;
Wang et al., 2011).

1.6.3 Hiebicek (Eugenia aromaticum)

Hiebi¢ek (viz obrazek 10) jsou susend poupata a kalich hiebickovce vonného
(Syzygium aromaticum) patiici do celedi Myrtovité (Myrtaceae). Hiebi¢kovec vonny je
stalezeleny tropicky strom doristajici az do 15 metrti, ma podlouhlé, lesklé, zelené listy
vej¢itého tvaru. Na koncich vétvi se v obdobi kvétu nachazi tmavé rtzové pupeny,
které pozdéji vykvetou v bilé, vonavé kvéty. Sklizen hiebiC¢ku je v obdobi, kdy pupeny
dosahnou plné velikosti. Hiebicek se pltvodné péstoval hlavné v jihovychodni Asii,
nyni se péstuje po celém svété, zejména v Indonésii, Zanzibaru, Madagaskaru, Filipinach,

Indii, dale na Sri Lance, Tanzanii nebo Brazilii (Charles, 2013).

Obrazek 9 Hiebicek
(pfevzato a upraveno dle https://www.webareal.cz).
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Hiebicek ma antimikrobidlni ucinky, 1ze ho pouzit jako prevence vzniku zubniho kazu
a parodontitidy, lze vyuzit pii astmatu a alergickych reakcich. Hlavni u¢inné slozky hiebicku
jsou eugenol (24,371 mg/g) a eugenylacetat (2,354 mg/g), které maji antioxida¢ni Uc¢inky,
aktivuji Zalude¢ni travici enzymy a in vivo zabranuji oxida¢nimu stresu. Zejména oxidacni
stres je Casto spojovan s mnoha nemocemi, vcetné aterosklerosy, rakoviny, diabetu
a imunodeficienci. Dale hiebicek obsahuje flavonoidy, kyselinu gallovou a fenol
(Lee et al., 2001).

1.6.4 Jalovec (Juniperus communis L.)

Jalovec (Juniperus communis L.) je stalezeleny ket dosahujici vysky az 5 metru listy
zakon¢enymi ostrymi trny. Pivodem se jalovec péstuje na severni polokouli, ale roste
1 v suchych oblastech v Evropé€, Asii, Africe a Severni Americe. Bobule jalovce jsou kulaté,
modro-fialové barvy. Hlavni slozkou esencialniho oleje z bobuli jalovce jsou alfa-pinen
(35 %), myrcen (30 %), dale beta-pinen, sabinen, limonen, p-cymen a nékteré seskviterpeny
(Charles, 2013).

Bobule jalovce jsou pouzivany hlavné jako kofeni k ptipravé pokrmi, marinad, masa,
pastik, zeli, zvéfiny a polévek. Extrakty a oleje jsou pouzivany v alkoholickych
a nealkoholickych nédpojich, do peciva a do vyrobkli z masa. V 1ékafstvi lze extrakty z bobuli
nebo listl jalovce vyuzit pro své antioxidacni, antimikrobidlni, antiparazitarni, antimykotické

ucinky, dale jako antiseprikum a diuretikum (Ennajar et al., 2009; Charles, 2013).

Obrazek 10 Plody jalovce
(pfevzato a upraveno dle http://www.koreni.cz).
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1.6.5 Muskatovy ofech (Myristica fragrans)

Muskatovy ofech je semeno muskatovniku vonného (Myristica fragrans) patfici
do celedi Muskatovnikovité (Myristicaceae). Muskatovnik je stalezeleny strom dorustajici
asi 15 metru s tmavézelenymi listy, ktery kvete Zluté zbarvenymi kvéty. VSechny casti
muskatovniku jsou velmi aromatické. Velké, tézké semeno je muskatovy ofisek,
ktery ma vrascity povrch, je ovalného tvaru (viz obrazek 11). Muskatovy ofisek je piivodem
z ostrovil banda v Indonésii, ale dnes je péstovan v jizni Indii, na Sri Lance, v Sumatie

nebo Malajsii (Charles, 2013).

Obrazek 11 Muskatovy ofech
(pfevzato a upraveno dle http://www.koreni.cz).

Muskatovy ofiSek obsahuje 11 % té€kavych esencidlnich olejl, kde hlavni slozkami
silice jsou alfa-pinen, beta-pinen, sabinen a myristicin. Dale je zdrojem mastnych kyselin
a dalSich fytochemikalii, jako jsou fenolové slouceniny, steroly a skvalen. Muskatovy ofisek
ma intenzivni sladké, kofenéné aroma, a proto se pouzivd hlavné v potravinafstvi
jako kofeni do kolaci, pudinkl, suSenek, cukrovi, k ochuceni polévek, masnych pokrmi
nebo zeleniny. Dale Ize vyuZzit muskatovy ofiSek vyuzit pro své léCebné UCinky.
Casto se pouziva k 1é¢b& gastrointestinalnich potizi, ke sniZeni horecky, zlepSeni astmatu
nebo onemocnéni dychacich cest. Dale mé toto koteni vyrazné antimikrobidlni, protizdnétlive,
protinddorové, antioxidacni G€inky, mize byt pouzit pii tlevé od bolesti zpisobené artritidou,
nebo revmatismem. Pfi pouzivani muSkatového ofisku se v§ak musi dbat na pouzitou davku,
protoze  pifi  pfedavkovdni mize  puasobit  halucinogenné¢  (Charles, 2013;

Koztowska et al., 2016).
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1.6.6 Skorice cejlonska (Cinammonum zeylonicum)

Skoticovnik cejlonsky (Cinammonum zeylonicum) je tropicky stale zeleny, stfedné
velky strom s velmi aromatickou kiirou a listy. Skoficovnik pfirozené roste na Sri Lance
a v nekterych Castech Indie. Pro komer¢ni ucely se dale péstuje v Africe, Jizni Americe,
Zapadni Indii, Indonesii a na Seychelich. Ze skoficovniku se ziskdva ptedevSim skoticova
kirra, kterd je srolovdna do typického civkového tvaru (viz obrazek 12). Hlavni slozkou
skofice je aldehyd kyseliny skoficové, ktery dava skofici jeji charakteristickou vini a chut’.
Esencialni olej ziskany ze skoficové kiry obsahuje z 90 % kyselinu skoficovou.
Skofticova kura dale obsahuje prokyanidy, diterpeny, polysacharidy, eugenol (70 - 90 %),
flavonoidy, terpenoidy, kumariky a dalsi latky (Barros-Velazquez, 2016; Charles, 2013).

Obrazek 12 Kira skoticovniku cejlonského
(pfevzato a upraveno dle http://www.mydlovysvet.cz).

V lidovém léc¢itelstvi se pouzivala skofice k 1é¢bé nachlazeni, nevolnosti, pfi zanétech,
revmatismu, zvraceni a menstruacnich bolestech. Dale ma skofice protizanétlive,
antimikrobialni, antioxida¢ni, imunomodula¢ni U¢inky, vliv na kardiovaskularni systém,
snizuje hladinu cholesterolu. Nékteré studie ukdzaly, Ze skofice reguluje hladinu glukozy
v krvi a plsobi jako  prevence nckterych  ndrodovych  onemocnéni.
Dale ve spojeni s konzumaci skofice bylo prokazano zmirnéni ptiznakt Alzheimerovy
choroby (Charles, 2013).

Skofici lze vyuZzit pro jeji charakteristické aroma pro vyrobu rGznych potravin,
cukrovinek, Zvykacek, extrakt ze skofice se pouziva k vyrobé parfémt a léCivych piipravka

(Rao et al., 2014).
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1.6.7 Smrk ztepily (Picea abies)

Smrk ztepily (Picea abies) je jehlicnaty strom dorustajici vysky az 60 m s Sifkou
kmene do 150 cm. Koruna smrku je pravidelného konického tvaru s kratkymi, silnymi
veétvemi. Smrkové jehlici (viz obrazek 13) je asi 1,5 cm dlouhé, v pfi¢ném fezu ctvercového
tvaru, svétle az tmavé zelené barvy s tupymi konci. Tento jehli¢nan piivodné rostl v horskych
lesich, intenzivnich udolich, v raseliniStich a lokalitach s kyselou pidou a vysokou pudni
vlhkosti. Dnes smrk roste po celé severni polokouli, predev§im ve vysokych polohach

Evropy, lze ho vsak nalézt i v nékterych ¢astech Asie (Durrant et al., 2016; Krasa, 2007).

Obrazek 13 Vétev smrku ztepilého
(pfevzato a upraveno dle http://www.dumabyt.cz).

Smrk patii mezi svétlé, mékké dievo, které 1ze vyuzit k dalSimu zpracovani v riznych
hospodéiskych odvétvich. Pfi opracovani difeva se odstraiiuje kiira, kterou lze vyuzit
jako mul¢ovaci kiru v zahradnictvi, nebo na vyrobu briket a pelet. Smrkova kura je bohata
na bioaktivni latky, jako jsou napft. polyfenoly. Tyto chemickeé latky by mohly mit potencidlni

vyuziti ve farmaceutickém primyslu (Miranda et al., 2012).

1.6.8 Sipek (Rosa canina)

Rod Rosa zahrnuje vice nez 100 rtiznych druht, které jsou péstovany v Evropé, Asii,
na Stfednim vychodé nebo Severni Americe. Rosa canina (rize Sipkova) je popinavy ket
dosahujici vysky az 3,5 metrt, ktery kvete bilymi az svétle riizovymi kvéty. Po odkveteni
vyrostou Cerveno-oranzové ovalné plody (viz obrazek 14), které lze vyuzit v potravinarstvi
na vyrobu dzustl, vina, ajd, Zelé nebo dzemi.. Sipek obsahuje nékolik bioaktivnich slou¢enin,
jako jsou cukry, organické kyseliny, pektiny, flavonoidy, tfisloviny, karotenoidy, mastné
kyseliny, vitaminy (vitamin C, Bl, B2, K, PP a E) a dal§i makro a mikro prvky.
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Zejména obsah vitaminu C je v Sipkovych plodech mnohem vétsi (30-1300 mg/100g),
nez napft. v citrusovych plodech. Semena Sipku jsou bohata na mastné kyseliny, predevsim

obsahuji  kyselinu linolovou, olejovou, palmitovou, stearovou a arachidonovou

(Roman et al., 2013; Turkben et al., 2010).

Obriazek 14 Plody Sipku
(pfevzato a upraveno dle http://www.womanandstyle.cz).

Vzhledem k vysokému obsahu biologicky aktivnich latek jsou Sipkové plody
vyuzivany k lé€eni nebo prevenci nékterych chorob. Extrakty nebo produkty obsahujici Sipek
pomahaji posilovat obranyschopnost proti nachlazeni, chiipce a onemocnénich dychaciho
systétmu. Sipek lze vyuzit také pii zanétlivych chorobach, pii 16¢b& osteoartritidy,
jako diuretikum, pifi zénétech Zzaludku nebo jinych gastrointestindlnich potiZich.
Dale mé Sipek antioxidacni, antimutagenni a antikarcinogenni uUc¢inky. Neddvné studie
ukazuji, Ze extrakty z Sipku by mohly ucinn€ inhibovat tvorbu biofilnu tvofeného
meticilin-rezistentnim  Staphylococcus aureus (MRSA) (Roman et al, 2013;
Turkben et al., 2010).

1.6.9 Ostatni prirodni latky s antimikrobialnim potencidlem
Borovice lesni (Pinus sylvestris)

Borovice lesni je jeden z nejrozSifenéjSich jehli¢natych stromli na svéte.
Borovice se nachazeji prakticky v jakékoli zemépisné Sifce 1 nadmoiské vySce.
Jedna se o stfedné¢ velky strom, ktery dosahuje v priméru vysky 23 - 27 m. Kira borovice je
vétSinou v horni ¢asti Cerveno - oranZové barvy, zatimco na spodni ¢asti zvrasnéna
a popraskand. Jehli¢i na zimni obdobi neopaddva, je modrozelené nebo Sedozelené barvy.
Jehlice jsou vétSinou v parech a jsou 5 - 7 cm dlouhé¢ a diky silné voskové vrstvé jsou odolné

chladnému, ale i suchému pocasi (Durrant et al., 2016).
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Borovice je hospodaiska drfevina, ktera diky vysokému obsahu pryskyfice je
borovicové dievo odolné hlavné k vodé€ a vlhku, proto se vyuziva hlavné pro vyrobu vodnich
staveb. Dale l1ze vyuzit borovicové dievo na stavbu konstrukci, k vyrob¢ feziva a je také dobré
palivo. Své vyuziti borovice nachazi i v obuvnictvi, vyroba Sevcovské smiuly, tiskafstvi
nebo textilnim priimyslu na vyrobu kobercti nebo pokryvek. Silice ziskané z jehli¢i a pupenti
borovic maji antiseptické ucinky nebo Ize je také pouzit pfi onemocnéni dychaciho ustroji,

revmatickych chorobach, jako sedativa nebo k aromaterapii (Leugnerova, 2007).
Celer bulvovy (Apium graveolens L. var. rapaceum)

Celer neboli také mifik je dvouleta rostlina, patfici do Celedi Mifikovité (Apiaceae).
Sklada se z nadzemni ¢asti a bulvy, kterd je typickd svym aroma. Charakteristické aroma je
zpiisobeno obsahem selanolidu. Celer byl péstovany od zacatku 19. stoleti, kdy se péstoval
hlavné pro svou nadzemni ¢ast. Postupem Casu se zaCala pouzivat i bulva, ktera vlivem
Slechténi dostala dnesni podobu, barvu i konzistenci (Pekarkova, 2005).

Tato kofenovd zelenina lze vyuzit v kuchyni na vyrobu pomazanek, salati
nebo do polévek jak v syrovém tak vatené podobé. Jako ostatni kofenova zelenina je celer
bohaty na vitaminy a mineraly. Jedinou nevyhodou miZze byt obsah zdravotné Skodlivych
dusi¢nani, které mohou byt obsazeny v pudé. AvSak pii spravném zpracovani pudy

tento problém muize byt vyfesen (Rozek, 2013).
Cervend Fepa (Beta vulgaris var. rubra)

Cervena fepa (Beta vulgaris rubra) je kofenova zelenina, kterd patfi do &eledi
Laskavcovité (Amaranthaceae). Péstuje se po celém svété hlavné pro svou bulvu,
ktera obsahuje mnoho fytochemickych latek, jako napt kyselinu listova, kyselinu askorbovou
(vitamin C), karotenoidy, flavonoidy a kyseliny obsahujici fenol. Cervena fepa je navic jedna
z mala zelenin obsahujici velmi biologicky aktivnich pigmentii zvanych betainy.
Betainy jsou ve vod¢€ rozpustné dusikaté slouceniny, které davaji fepé cCervenofialové
zabarveni a proto jsou pouzivany Vv potravinafstvi jako pfirodni barviva (E162)
(Clifford et al., 2015).

Tyto pigmenty maji vysokou antioxidacni a protizanétlivou aktivitu, ¢imz miZou
pusobit jako prevence oxidativniho stresu a chronickych zanétl, jako je onemocnéni jater,
kloubi nebo rakoviny. Nedavné studie ukazuji, Zze Cervena fepa ma prospésny vliv

na kardiovaskularni systém, muize regulovat vysoky krevni tlak a pisobit jako prevence
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w1

2. typu a demenci (Clifford et al., 2015; Canadanovié¢-Brunet et al., 2011; Featherstone,
2016).

Hilavkové zeli - ¢ervené (Brassica oleracea var. rubra)

Hlavkové zeli je zelenina pattici spolecné s kapustou a brokolici do ¢eledi Brukvovité
(Brassicaceae). Konzumace zeli je spojovano s velmi prospé$nym vlivem na zdravi,
a to predevSim na imunitni, gastrointestinalni a kardiovaskularni systémy, pisobi
jako prevence rakoviny. Déle ¢ervené zeli obsahuje antioxidant anthokyan, ktery dava rostliné
cervené¢ az fialové zbarveni. Bylo prokazano, ze anthokyan obsazeny v cCerveném zeli
zpomaluje polyferaci naddorovych bunck, dokaze usmrtit jiz vytvofené rakovinné bunky
a zabranuje tvorbé novych nadorovych populaci. Déle anthokyany potlacuji zanét, ktery miize
vést ke kardiovaskularnim chorobam (Ware, 2016).

Fermentované zeli je zdroj probiotik, které maji dobry vliv na traveni a imunitni
systém. Bakterie zptsobujici kvaseni zeli vytvaieji kyselé prostiedi, napomahaji rozvijet chut’
a enzymy produkované v procesu kvaSeni uvoliiuji vitaminy a mineraly obsazené v zeli.

Navic vldknina a voda obsazena v zeli napoméha k prevenci zacpy a udrzuje zdravy travici

trakt (Ware, 2016).
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2  CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem této diplomové prace na téma "Extrakty z prirodnich matric jako mozné
antimikrobialni substance" bylo:

e v Gvodu prace shrnout zakladni informace o rodu Arcobacter a Cronobacter, vénovat
se problematice piirodnich latek, jejich potencidlnim antimikrobidlnim ucinkim
a moznostem testovani

e v experimentalni ¢asti provést extrakci latek z piirodnich matric, pfipravit rtizné
extrakty i s vyuzitim rtiznych rozpoustédel pro nasledné testovani vybranych zastupct
arkobakterii a kronobaktert, pfipadné dalSich bakterii

e zivérem zhodnotit antimikrobidlni potenciél testovanych latek.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a metody

3.1.1 Chemikalie

Ethanol 96%
Dimethylsulfoxid 98%
Isopropanol 99,96%
Methanol 99,96%

3.1.2 Pomicky a potreby

Bézné plastové, sklenéné, pryzové a kovové pomucky

Filtra¢ni papir

Davkovac diski (6 mistny)
Kahan

Mikropipety automatické
Mikropipety automatické
Mikrotitracni desticky
Mikrozkumavky

Sterilni disky (@ 6 mm)

Sterilni zkumavky

3.1.3 Pristroje

Analytické vahy KERN 440-43

Analytické vahy

Autoklav PS 20A

Autoklav Sterilab

BACMED 6iG2

Biologicky termostat BT120M

Horkovzdusny sterilizator STERIMAT 5104.2
Chladnicka RK 6201BW

Chladnicka ZRA 40100 WA

48

(Lach-ner, CR)
(Penta, CR)

(Lach-ner, CR)
(Lach-ner, CR)

(Oxoid, UK)

(Discovery, Némecko)
(Eppendorf, Némecko)
(SPL Live Sciences, Korea)
(BioTech, CR)

(Oxoid, UK)

(Meus, Itélie)

(Kern, Némecko)

(BOECO, Némecko)

(BMT, CR)

(BMT, CR)

(Aspiag, CR)

(Laboratorni pfistroje Praha, CR)
(BMT, CR)

(Gorenje, Slovinsko)

(Zanussi, CR)



McFarland denzitometr (Biosan, USA)
Votrex (Heidolph, Némecko)
Vortex IKA MS 3 digital (IKA, Némecko)

3.1.4 Roztoky a Cinidla
Fyziologicky roztok

SloZeni: chlorid sodny 8549

Navazka 8,5 g chloridu sodného byla rozpusténa v 1000 ml destilované vody a roztok byl

autoklavovan pti 121 °C po dobu 15 minut.
20% DMSO (Penta, CR)

SloZeni: DMSO 98% 8,0 ml

8,0 ml DMSO (98%) bylo smichano s 32,0 ml sterilni destilované vody.
AIM Tris /HCI

Slozeni: H,NC(CH,0H); 1211 g
kyselina chlorovodikova 36% 42 ml
hydroxid sodny 5 mol/l

Navazka 121,1 g HNC(CH,OH)3 byla rozpusténa v 958 ml destilované vody a nasledné bylo
pfidano 42 ml kyseliny chlorovodikové (36%). Po upraveé pH hydroxidem sodnym na hodnotu
8,0 byl roztok autoklavovan pii 121 °C po dobu 15 minut.

Sterilni destilovana voda

Slozeni: destilovana voda 450 ml

Destilovana voda byla autoklavovana pti 121 °C po dobu 15 minut.
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3.1.5 Pevna a tekuta kultiva¢ni média
TSA agar (Triptone Soya Agar)

SloZeni: enzymaticky hydrolyzat kaseinu
sOjovy pepton
chlorid sodny
agar

pH (25°C)=73+2

(HiMedia, Indie)

15 g/l
549/l
59/l
15 g/l

Navazka 40,0 g byla rozpusténa ve 1000 ml destilované vody a vznikly roztok byl

autoklavovan pii 121 °C po dobu 15 minut.
Mueller - Hinton agar

Slozeni: hovézi masova infuze
kysely hydrolyzat kaseinu
Skrob
agar

pH (25°C)=7,3+0,1

(HiMedia, Indie)

2 g/l (z 300 g/1)
17,5 g/l

1,59/l

17 g/l

Navazka 21 g byla rozpusténa ve 1000 ml destilované vody a vznikly roztok byl autoklavovan

pfi 121 °C po dobu 15 minut.
BHI bujon (Brain Heart Infusion Broth)

SloZeni: teleci mozkova infuze
hovézi srdcova infuze
proteosovy pepton
chlorid sodny
hydrogenfosfore¢nan disodny
dextrosa

pH (25°C)=7,4+0,2
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(HiMedia, Indie)

12,5 g/l (z 200 g/l)
59/l (z 250 g/l)
10 g/l

549/l

2,5 g/l

2 g/l



Navazka 37 g praskové smési bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody a vznikly roztok

byl autoklavovan pii 121 °C po dobu 15 minut.

Mueller - Hinton bujon (Mueller - Hinton Broth) (HiMedia, Indie)
Slozeni: hovézi masova infuze 2 g/l (z 300 g/l)
enzymaticky hydrolyzat kaseinu 17,5 g/l
Skrob 1,59/

pH (25°C)=7,4+0,2

Navazka 21 g praskové smési byla rozpusténa v 1000 ml destilované vody a vznikly roztok

byl autoklavovan pti 121 °C po dobu 15 minut.

3.2 Bakterialni kmeny

Ke zjisténi citlivosti testovanych mikroorganismi k ptirodnim latkam byly pouzity
referenéni kmeny rodu Arcobacter a rodu Cronobacter. Pouzivané bakterialni kmeny
pochazely ze Svédské sbirky mikroorganismi  Univerzity Goteborg (CCUG),
Belgické sbirky mikroorganismti Univerzity Ghent (LMG), Ceské sbirky mikroorganismi
Masarykovy univerzity v Brn¢ (CCM) a Americké sbirky mikroorganismt (ATCC).
Dale byl pouzit kmen A. cryaerophilus UPa 2013/13 pochazejici z interni sbirky
mikroorganismtt  Univerzity Pardubice (UPa). Jako srovnavaci kmeny byly pouzity
Escherichia coli CCM 3954 a Staphylococcus aureus CCM 3953. Piehled bakterialnich
kmenidi pouzitych pro testovani antimikrobidlni ucinnosti pfirodnich latek zaznamendva

tabulka 1.

Tabulka 1 Ptehled bakterialnich kment pouZzitych pro testovani antimikrobialni
ucinnosti piirodnich latek

Mikroorganismus Kmen
Arcobacter butzleri CCUG 30484
Arcobacter butzleri LMG 10828
Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13
Arcobacter cryaerophilus CCM 7050
Cronobacter sakazakii CCM 3461
Cronobacter muytjensii ATCC 51329
Escherichia coli CCM 3954
Staphylococcus aureus CCM 3953
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Bakteridlni kmeny rodu Arcobacter byly po vyockovani na TSA agar
vzdy alespont 2x pasazovany a kultivovany pii 30 °C, po dobu 24 - 48 hodin.
Pasazované kultury byly uchovavany pii chladnickové teploté (4 °C). Takto pfipravené
kultury byly vhodné k dal§imu pouziti a testovani. Pro dlouhodobé uchovani byly bakterialni
kmeny rodu Arcobacter uchovavany v BHI bujonu pii 30 °C.

Bakterialni kmeny rodu Cronobacter, Escherichia coli a Staphylococcus aureus byly
uchovavany v BHI bujonu pii 30 °C a po vyockovani na TSA agar byly vzdy
alespon 2x pasazovany. Pasazované kultury byly kultivovany pii 37 °C po dobu 24 hodin.

Takto ptipravené kultury byly pak vhodné pro dalsi pouziti a testovani.

3.3 Priprava extrakti z prirodnich matric s antimikrobialnim

potencialem

Antimikrobialni aktivita pfirodnich matric v ptipad¢ testovanych mikroorganismu byla
ovéfena u 13 piirodnich latek. Z téchto ptfirodnich latek byly pfipraveny extrakty, které byly
nasledné testovany. Tabulka 2 shrnuje piehled ptirodnich matric k nasledné ptipravé extraktl

pro antimikrobidlni testovani.

Tabulka 2 Piehled pfirodnich matric pouzitych k ptiprave extraktii a testovani antimikrobialni uéinnosti

Prirodni matrice Botanicky nazev Pouzita ¢ast Vyrobce / pivod
Anyz Pimpinella anisum semeno Vitana a.s., CR
Badyan Ilicium verum plod Vitana a. s., CR
Borovice lesni Pinus sylvestris jehlice les, okres Kutna Hora, CR
Celer bulvovy Apium graveolens L. nat’ vlastni produkce, okres
var. rapaceum bulva Kutna Hora, CR
Cervena fepa Beta vulgaris var. rubra | bulva Tesco
Hlavkové zeli Cervené Brassica oleracea var. bulva Kaufland
rubra
Hiebicek Eugenia aromaticum pupen a kalich | Avokado, CR
Jalovec Juniperus communis L. | bobule Vitana a.s.,CR
Muskatovy ofisek Myristica fragrans plod Vitana a.s., CR
Skofice cejlonska Cinammonum kiira Vitana a. s., CR
zeylonicum
Smrk ztepily Picea abies jehlice les, okres Nymburk, CR
Sipek Rosa canina plod volna ptiroda, okres
Nymburk, CR
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Pfirodni matrice byly po sbéru omyty pitnou vodou, osuseny, dle potiecby ocistény,
pokrajeny na mensi casti, dle potfeby rozdrceny a homogenizovany v tfeci misce s tlouckem.
Takto pripraveny materidl byl v odpovidajicim mnozstvi navdzen na laboratornich vahach.
Navazené vzorky byly extrahovany v dostate¢éném mnozstvi ethanolu (96%), popi. methanolu
(99,96%) nebo isopropanolu (99,96%) v uzaviené nadobé v temnu po dobu 3-4 dni.

U vsech extrakti byla nasledné provedena filtrace. Prefiltrované roztoky byly nality
do Petriho misek (@ 12 c¢cm) a vlozeny do termostatu vyhiatého na 37 °C. Po odpafeni
veskerého rozpoustédla byly extrakty rozpuStény ve findlnich rozpoustédlech,
tedy 1M Tris/HCI, 20% DMSO nebo 96% ethanolu, a to tak, aby vysledna koncentrace
vzdy odpovidala koncentraci 100 mg/ml.

Takto pfipravené extrakty byly pouzity pro testovani antimikrobialni ucinnosti
na vybrané bakterialni kmeny rodu Arcobacter, Cronobacter, Escherichia coli

a Staphylococcus aureus.

3.4 Testovani antimikrobialni u¢innosti pripravenych extrakti diskovou

difuzni metodou

Jako kvalitativni metoda pro testovani antimikrobidlni u¢innosti vybranych extrakti
byla pouzita diskové difuzni metoda. Pomoci této metody lze zjistit, zda ma testovana latka
antimikrobialni G¢inek vici zéstupclim testovanych kment bakterii. Vysledkem této metody
je odecteni inhibi¢ni z6ny, kterou lze zméfit pomoci milimetrového pravitka

nebo automatickym analyzatorem inhibi¢nich zon.

3.4.1 Priprava bakterialni suspenze

Z Cerstvé kultivované bakterialni Kkultury pfislusného kmene byla piipravena
bakterialni suspenze. Suspenze pro diskovou difizni metodu o denzité 0,5 - 1 McFarlandovy
zékalové stupnice (tedy 10° CFU/mI) byla pfipravena inokulaci bakteridlniho kmene
do 2 ml fyziologického roztoku a takto pfipravena suspenze byla vortexovana. Skutecna
denzita bakteridlni suspenze byla vzdy ovéfena kultivaéni metodou vyockovanim

100 pl bun&né denzity 102 CFU/mI na povrch TSA agaru a naslednym spoc&itanim kolonii.
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3.4.2 Postup provedeni diskové difiizni metody

Bakterialni suspenze o denzitd 108 CFU/ml byla rozetiena na Mueller-Hinton agar.
Poté byly na kultiva¢ni medium aplikovany blankové testovaci disky (@ 6 mm) pomoci
davkovace disku. Na kazdy disk bylo nadavkovano 8 ul piislusného testovaného extraktu.
Extrakty byly testovany vzdy v dubletech. Takto pfipravené vzorky byly kultivovany
v termostatu pii 30, popt. 37 °C, po dobu 24 - 48 hodin. Po kultivaci byly ode¢teny praméry
inhibi¢nich z6n vSech testovanych extrakti extrahovanych 1M Tris/HCI, 20% DMSO
a 96% ethanolu a hodnoty v milimetrech byly zaznamenany do tabulky (viz tabulka 4 - 29).
Dale byla provedena i negativni kontrola - ovéfeni pfipadné antimikrobialni ucinnosti

samotnych rozpoustédel, ve kterych byly extrakty rozpusStény.

3.5 Testovani minimalni inhibi¢ni koncentrace u vybranych extrakti

dilu¢ni metodou

Piirodni extrakty, které vykazovaly nejvyssi antimikrobialni ucinnost byly vybrany
ke stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). MIC byly stanoveny u 8 extrakti,
které byly extrahovany v 96% ethanolu a nasledné¢ rozpustény ve 20% DMSO
a 96% ethanolu. VSechna stanoveni byla provedena v dubletu pro vSechny do této studie
zahrnuté kmeny rodu Arcobacter, tedy pro A. butzleri CCUG 30484, A. butzleri LMG 10828,
A. cryaerophilus UPa 2013/13 a A. cryaerophilus CCM 7050. Dale byly MIC stanoveny
téz u kmene Cronobacter sakazakii CCM 3461.

3.5.1 Priprava bakterialni suspenze

Z Cerstvé kultivované bakteridlni kultury pfisluSného kmene byla pfipravena
bakterialni suspenze 10° CFU/mI. Tato denzita bakterialni suspenze byla nasledné desitkovym
zpiisobem nafedéna na suspenzi o bun&éné denzité 10° CFU/ml, ktera byla nasledng pouZita
pro zaockovéni testovanych koncentraci danych extraktd. Skutecnd denzita bakterialni
suspenze byla vzdy ovétena kultivaéni metodou, a to vyokovanim 100 pl bunééné denzity

10° CFU/mI na povrch TSA agaru a naslednym spoéitanim kolonii.
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3.5.2 Postup provedeni dilu¢ni metody

Dilu¢ni metoda byla provedena v polystyrenové mikrotitracni desti¢ce s rovnym dnem
s 96 jamkami tvaru P (SPL Live Sciencces, Korea). Nejprve byla v desti¢ce piipravena
dvojkova ftedici fada pfisluSného extraktu fedéného Mueller-Hintonové bujonem.
Pro stanoveni MIC testovanych extraktii v ptipadé testovani A. butzleri a A. cryaerophilus
byly pouzityv rozsahu koncentraci 10 - 4,9 x 10 mg/ml. V piipadé C. sakazakii CCM 3461
byly zvoleny koncentrace v rozsahu 10 - 4,9 x 10 mg/ml, dale 100 - 3,125 mg/ml
(pro extrakty rozpusténé ve 20% DMSO) a 25 - 1,22 x 107 mg/ml (pro extrakty rozpusténé
v 96% ethanolu). Do kazdé jamky byl pipetovan objem 90 pl extraktu pfislusné koncentrace
a dale bylo aplikovano 10 pl bakterialni suspenze testovaného mikroorganismu o bunécné
denzits10° CFU/mI. Dale byla provedena pozitivni kontrola — 90 ul Mueller-Hinton bujonu
inokulovaného 10 pl bakterialni suspenze o bun&éné denzité 10° CFU/mI a negativni kontrola
— 100 pl Mueller-Hintonové bujonu. Takto ptipravena mikrotitraéni desti¢ka byla kultivovana
v termostatu pii 30 °C (popft. 37 °C) po dobu 24 hodin.

Po 24 hodinové kultivaci byly vSechny testované pozice mikrotitracni destiCky
vyockovany na TSA agar a kultivovany v termostatu pii 30 °C, popt. 37 °C po dobu 24 hodin.
Poté byla odectena minimalni inhibi¢ni koncentrace, tedy nejniz§i koncentrace extraktu,
ktera inhibuje rist testovaného bakteridlniho kmene za vySe uvedenych experimentalnich

podminek.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

7 we

4.1 Stanoveni antimikrobialni uc¢innosti testovanych extraktia diskovou

difuzni metodou

Stanoveni antimikrobialni U¢innosti diskovou difizni metodou bylo provedeno
u 13 extraktt, které byly pfipraveny extrakci ve 3 riznych extrakénich ¢inidlech s naslednym
odpaienim a rozpus§ténim ve tfech podilech v 1M Tris/HCI, 20% DMSO nebo 96% ethanolu.
Navazky, objem rozpoustédla a vytézky extraktl pouzitych pii zpracovani piirodnich matric
pro testovani antimikrobialni ucinnosti shrnuje tabulka 3. Koncentrace vysledného extraktu
byla vzdy 100 mg/ml. Mikrobidlni Cistota extraktii byla vzdy ovétena kultivaéni metodou.

Pro zjisténi antimikrobialni G¢innosti byly pouzity kmeny A. butzleri CCUG 30484,
A. butzleri LMG 10828, A. cryaerophilus UPa 2013/13 a A. cryaerophilus CCM 7050.
Dale byly pro testovani pouzity C. sakazakii CCM 3461, C. muytjensii ATTC 51329
a jako srovnavaci mikroorganismy Escherichia coli CCM 3954
a Staphylococcus aureus CCM 3953.

Tabulka 3 Pichled navazek a objemu rozpoustédla pouZitych k piipravé extraktl

Pfirodni matrice Na\(fg)z L& Objem rozpoustédla (ml) | Vytézek extraktu (g)
Anyz 24,5 50 0,2658°
Badyan 6,2 20 0,1964°
Borovice lesni 30,0° 1007 0,3622 - 1,0720°¢4
Celer bulvovy 30,0 80° 0,8440 - 1,2296"¢
Celerové nat 30,0° 1007 0,9122 - 1,6313"¢4
Cerven4 fepa 30,0 60 0,4077°
Cervené hlavkové zeli 30,0 60 0,3580°
Hrebicek 30,0 1007 1,3989 - 2,0844"¢¢
Jalovec 10 40 0,9000°
Muskatovy ofisek 8,6 20 0,1733¢
Skotice 12,5-19,1% 30 - 50° 0,1578 - 0,7055"¢¢
Smrkové jehli¢i 30,0 100° 0,4861 - 1,5074"¢¢
Sipek 30,02 80° 1,3906 - 1,6581°¢4

? ... Extrakty extrahované v isopropanolu, ethanolu a methanolu; oo extrakty extrahované
v isopropanolu; © ... extrakty extrahované v ethanolu; ¢ ... extrakty extrahované v methanolu.
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4.1.1 Extrakt z anyzu

Antimikrobialni uc¢innost anyzového extraktu byla shrnuta v tabulce 4 -5. Jako nejvice
antimikrobialné pusobici extrakt proti arkobakteriim byl zjistén extrakt rozpustény v ethanolu.
Z testovanych arkobakteri byl nejvice odolny A. butzleri CCUG 30484 (velikost zony
inhibice 8 mm). Mén¢ odolné byly oba testované kmeny A. cryaerophilus s primérem zony
inhibice 11 mm. Pro A. cryaerophilus UPa 2013/13 byla zjisténa velikost zony inhibice
extraktu rozpusténého v Tris/HClI a DMSO 8 mm. Pro ostatni akrobaktery byla
antimikrobialni G¢innost téchto extrakti mén¢ vyznamna (velikost zony inhibice do 7 mm).

V ptipadé kronobakteri nebyly zjistény vyznamné zony inhibice, naméfené zony
v podstaté¢ odpovidaly antimikrobidlnim u¢inkiim samotnych rozpoustédel. Extrakty z anyzu
rozpustéené v Tris/HCl a DMSO nemély proti testovanym kronobakterim vyznamnou

antimikrobialni u¢innost (velikost zony inhibice do 7 mm).

Tabulka 4 Antimikrobialni G¢innost extraktu z anyzu - A. butzleri, A. cryaerophilus

Inhibi¢ni zona - pramér (mm)
Bakterialni kmen/
druh extraktu A. butzleri A. cryaerophilus A. butzleri A. cryaerophilus
(e, D0 g ) CCUG 30484 | UPa201313 | LMG10828 | CCM 7050
1M Tris/HCI 7+0,0 8+0,0 6+0,0 7+0,0
EtOH 20% DMSO 6+0,0 8+0,0 6+0,0 7+0,0
96% EtOH 8+20 11+1,0 10+0,0 11+05

konc. ... koncentrace; EtOH ... 96% ethanol; + smérodatna odchylka (n=2).
Pozn.: zoény inhibice rozpoustédel bez extraktu: 1M Tris/HCI, 20% DMSO .. 6 mm;
96% ethanol ... 8 mm; pramér testovaciho disku 6 mm.

Tabulka 5 Antimikrobialni G¢innosti extraktu z anyzu - C. sakazakii, C. muytjensii, E. coli, S. aureus

Inhibiéni zOna - pramér (mm)
Bakterialni kmen/
druh extraktu C. sakazakii C. muytjensii E. coli S. aureus
(konc. 00 mg/mi) CCM 3461 ATCC 51329 CCM 3954 CCM 3953
1M Tris/HCI 7+0,0 7+0,0 7+0,0 6+0,0
EtOH | 20% DMSO 7+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
96% EtOH 10+0,0 10+£1,0 10+0,0 9+0,0

konc. ... koncentrace; etOH ... 96% ethanol; + smérodatna odchylka (n=2).

Pozn.: zbény inhibice rozpoustédel bez extraktu: C. sakazakii CCM 3461.. 1M Tris/HCI,
20% DMSO .. 6 mm; 96% ethanol .. 10 mm; C. muytjensii ATCC 51329.. 1M Tris/HClI,
20% DMSO .. 6 mm; 96% ethanol .. 12 mm; E. coli CCM 3954 .. 1M Tris/HCI,
20% DMSO ...6 mm; 96% ethanol ... 11 mm; S. aureus CCM 3953 ... 1M Tris/HCI, 20% DMSO,
96% ethanol ... 6 mm,; pramér testovaciho disku 6 mm.
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Antimikrobidlni u¢innost anyzového extraktu byla diive popsdna v nékolika studiich
(Ibrahim et al., 2017; Prabuseenivasan et al., 2006; Singh et al., 2007). V téchto studiich byly
pomoci diskové difuzni metody testovany extrakty z anyzu proti nékterym grampozitivnim
a gramnegativnim bakteriim. I pfesto, Ze byla pouzita jind metodika pfipravy extraktl
z anyzu, vSechny studie poskytuji velmi zajimavé vysledky. Kirsch et al. (2011) ve své studii
zjistili, ze po aplikaci esencidlniho oleje z anyzu na kultury nékterych plisni
(Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus, Fusarium moniliforme) byla ovlivnéna produkce
toxinu produkovand danymi plisnémi (aflatoxin, ochratoxin A, fumonisin).
zabyvajici se testovdnim antimikrobidlni ucinnosti anyzového extraktu. Existuji vSak studie
testujici antimikrobialni G¢innost esencialniho oleje z anyzu proti Campylobacter jejuni,
ktery je blizce piibuzny nami testovanym arkobakterim. Cwikla et al. (2010) testovali
ve své studii antimikrobialni G¢innost esencialniho oleje z anyzu rozpusténého v ethanolu
a DMSO. V této studii byla potvrzena antimikrobialni i¢innost testovaného esencialniho oleje
proti danému mikroorganismu v zavislosti na davce testovaného vzorku. Antimikrobialni
ucinnost esencidlniho oleje z anyzu proti kampylobakterim byla popsdna napt. ve studii
Friedman et al. (2002).

Al-Nabulsi et al. (2015) testovali antimikrobialni u¢innost anyzového esencialniho
oleje proti smési kment C. sakazakii. V této studii byla potvrzena antimikrobialni u¢innost
esencialniho oleje z anyzovych semen. Dale Giilcin et al. (2003) testovali antimikrobialni
ucinnost ethanolového extraktu z anyzu proti Enterobacter aerogenes, ktery je blizce
piibuzny rodu Cronobacter. V piipadé testovaného enterobaktera byla zjisténa velikost zony
inhibice ethanolového extraktu 8 mm, coZ je méné neZ u nami testovanych kronobaktert,

u kterych byla namétena velikost zony inhibice 10 mm.

4.1.2 Extrakt z badyanu

Nejucingjsim extraktem z badyanu proti testovanym bakteriim byl extrakt rozpustény
v ethanolu, u kterého se zoény inhibice pohybovaly v rozmezi 11 - 16 mm.
Nejvétsi  antimikrobialni ~ uCinnost  badyanového  extraktu  byla  prokazana
proti A. cryaerophilus CCM 7050, u kterého byla naméfena velikost zony inhibice 16 mm.
Dale byly naméfeny inhibiéni zony 7 - 9 mm (extrakt rozpuStény v DMSO).
Nejmensi antimikrobidlni GC€innost badyanového extraktu byla zjiSténa u extrakth

rozpusténych v Tris/HCI (velikost zony inhibice 7 - 8 mm).
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V ptipad¢ kronobakteri byl z testovanych extraktli nejucinnéjsi také ethanolovy
extrakt. Pro C. sakazakii CCM 3461 byla naméfena zona inhibice tohoto extraktu 11 mm.
Pro C. muytjenii ATCC 51329 byla zjisténa velikost zony inhibice daného extraktu 13 mm.
Dale byla u testovanych kronobakterti zjisténa velikost zény inhibice 7 - 8 mm
(extrakty rozpusténé v Tris/HCl a DMSO). Tabulka 6 - 7 zaznamenava antimikrobialni

ucinnost badyanového extraktu proti testovanym kmentim rodu Arcobacter a Cronobacter.

Tabulka 6 Antimikrobialni G¢innosti badyanového extraktu - A. butzleri, A. cryaerophilus

Inhibi¢ni zéna - pramér (mm)
Bakterialni kmen/
druh extraktu A. butzleri A. cryaerophilus A. butzleri A. cryaerophilus
(. A30eyl) CCUG 30484 | UPa2013/13 | LMG 10828 CCM 7050
1M Tris/HCI 7+0,0 7+0,0 7+05 8+0,0
EtOH 20% DMSO 8+0,0 9+0,0 8+0,0 8+0,0
96% EtOH 13+0,5 13+0,5 13+£0,5 16+£25
konc. ... koncentrace; EtOH ... 96% ethanol; + smérodatna odchylka (n=2).
Pozn.: zony inhibice rozpoustédel bez extraktu: 1M Tris/HCIl, 20% DMSO .. 6 mm;

96% ethanol ... 8 mm; primér testovaciho disku 6 mm.

Tabulka 7 Antimikrobialni a¢innosti badyanového extraktu - C. sakazakii, C. muytjensii, E. coli, S. aureus

Inhibi¢ni zéna - pramér (mm)
Bakterialni kmen/
druh extraktu C. sakazakii C. muytjensii E. coli S. aureus
(konc. 100 mg/mi) CCM 3461 ATCC51329 | cCM 3954 CCM 3953
1M Tris/HCI 7+0,0 7+0,0 6+0,0 6+0,0
EtOH 20% DMSO 8+0,0 7+£0,0 7+0,0 6+0,0
96% EtOH 11£1,0 13+£1,0 10+0,0 8+0,0

konc. ... koncentrace; etOH ... 96% ethanol; + smérodatna odchylka (n=2).

Pozn.: zony inhibice rozpou$tédel bez extraktu: C. sakazakii CCM 3461.. 1M Tris/HCI,
20% DMSO .. 6 mm; 96% ethanol .. 10 mm; C. muytjensii ATCC 51329.. 1M Tris/HCI,
20% DMSO .. 6 mm; 96% ethanol .. 12 mm; E. coli CCM 3954 .. 1M Tris/HCI,
20% DMSO ... 6 mm; 96% ethanol ... 11 mm; S. aureus CCM 3953 ... 1M Tris/HCI, 20% DMSO,
96% ethanol ... 6 mm,; primér testovaciho disku 6 mm.

Antimikrobidlni U¢innost badyanového extraktu na testované arkobaktery
a kronobaktery nebyla v dostupné literatufe doposud testovana. I piesto existuji publikace
popisujici antimikrobialni u¢innost esencialniho oleje z badyanu proti Campylobacter jejuni
(Friedman et al., 2002). Dale byla antimikrobialni G¢innost esencialniho oleje nebo extraktu

z badyanu popsana v n¢kolika dalsich publikacich (Singh et al., 2006; Wang et al., 2012).
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V téchto studiich byl pomoci diskové difazni metody testovan acetonovy extrakt
a také esencialni olej z badyanu proti vybranym grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim,
popt. nékterym kvasinkam a plisnim. I pfesto, ze byla pouzita jind metodika piipravy extraktl
z badyanu, obé studie potvrzuji vyznamnou antimikrobidlni uc¢innost testované matrice.
Ibrahim et al. (2017) ve své publikaci testovali antimikrobialni G¢innost methanolového
extraktu z badyanu, ktery byl v priibéhu extrakce ozaren dvéma druhy radioaktivniho zareni.
V této studii bylo zjisténo, ze ani radioaktivni zafeni nemélo prakticky zadny vliv

na antimikrobialn¢ ptisobici latky obsazené v extraktu z badyanu.

4.1.3 Extrakt z hiebi¢ku

Hiebickovy extrakt byl jeden z nejvice antimikrobidln€¢ ucinnych extrakti
proti testovanym bakteriim. Antimikrobialni u¢innost hiebickového extraktu proti testovanym
arkobakteriim a kronobakteriim byla zaznamendna do tabulky 8 - 9. Nejvice antimikrobidlné
ucinné extrakty na testované kmeny rodu Arcobacter byly extrakty methanolové,
a to jak rozpusténé v DMSO (velikost zony inhibice 14 - 17 mm), tak extrakty rozpusténé
v ethanolu s velikosti zony inhibice 14 - 16 mm. Nejniz§i antimikrobialni G¢innost
proti arkobakteriim byla zjiSténa u extraktl rozpuSténych v Tris/HCI (velikost zony inhibice
7 mm).

Dal$im vyznamné antimikrobidlné plsobicim extraktem z hiebicku byly extrakty
ethanolové. U téchto extrakti byla naméfena velikost zény inhibice 14 - 18 mm
(extrakty rozpusténé v ethanolu a DMSO). U extrakth pfipravenych rozpuSt€énim
v Tris/HCI byly naméfeny zony inhibice do 8 mm. Nejmensi antimikrobialni uéinnost
z pouzitych extrakénich rozpoustédel byla zjisténa u isopropanolovych extrakti. Priméry zon
inhibice se pohybovaly v rozmezi 7 - 13 mm.

Antimikrobidlni uc¢innost hiebickového extraktu proti testovanym kronobakteriim byla
niz8i nez u arkobakterti. Nejvétsi zony inhibice (16 - 17 mm) byly naméteny u methanolovych
extraktl rozpusténych v ethanolu. U ostatnich extrakénich ¢inidel (isopropanol, ethanol) byl
zjiStén nejvyssi antimikrobidlni ucinek také u extraktl rozpusténych v ethanolu (velikost zony

v

u extraktl rozpusténych v Tris/HCl a DMSO (velikost zony inbibice do 9 mm).
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Tabulka 8 Antimikrobialni u¢innosti hi‘ebi¢kového extraktu - A. butzleri, A. cryaerophilus

Inhibiéni zona - praimér (mm)

Bakterialni kmen/

druh extraktu A. butzleri A. cryaerophilus A.butzleri A. cryaerophilus

(konc. 100 mg/mi) CCUG 30484 UPa 2013/13 LMG10828 CCM 7050
1M Tris/HCI 8+0,5 8+0,5 7+0,8 8+04

IsopropOH | 20% DMSO 10+0,9 10+0,5 9+1,2 9+0,8
96% EtOH 12+0,9 13 1,5 12+2,1 13+0,9
1M TRIS/HCI 8408 6+0,0 7+0,8 7+0,8

EtOH 20% DMSO 14+1,6 15+0,5 1405 15+12
96% EtOH 15+1.2 18+0,0 14+0,8 15+0,5
1M TRIS/HCI 8+0,5 13£25 7+0,8 8+0,5

MetOH 20% DMSO 15+05 17+ 1,0 14+ 1,6 17+1,7
96% EtOH 15+ 0,5 16 +2,0 14+1,6 15+14

konc. ... koncentrace; IsopropOH ... 99,96% isopropanol; EtOH ... 96% ethanol; MetOH ... 99,96% methanol;
+ smérodatné odchylka (n=3).

Pozn.: zony inhibice rozpoustédel bez extraktu: 1M Tris/HCI, 20% DMSO .. 6 mm;
96% ethanol ... 8 mm; pramér testovaciho disku 6 mm.

Tabulka 9 Antimikrobialni u¢innosti hi‘ebi¢kového extraktu - C. sakazakii, C. muytjensii, E. coli, S. aureus

Inhibi¢ni zéna - primér (mm)
Bakterialni kmen/
druh extraktu C. sakazakii C.muytjensii E. coli S. aureus
(e A0 cCCM3461 | ATCC 51329 CCM 3954 CCM 3953
1M Tris/HCI 6+0,0 6+0,0 7405 7+0,5
IsopropOH | 20% DMSO 7+0,0 6=+0,0 7£0,5 71,0
96% EtOH 13+20 12+0,0 11+2.0 11+05
1M Tris/HCI 7+0,5 6+0,0 7+0,5 6+0,0
EtOH 20% DMSO 7+0,5 9+0,5 9+0,5 8+0,0
96% EtOH 14+20 14+15 14+0,0 12+0,0
1M Tris/HCI 7+0,0 7+0,5 7+0,5 7+0,5
MetOH 20% DMSO 7+0,0 7+0,5 7+0,5 9+1,5
96% EtOH 17+05 16+0,5 14+ 0,0 13+3,0
konc. ...  koncentrace; IsopropOH ...  99,96%  isopropanol; EtOH .. 96% ethanol;
MetOH ... 99,96% methanol; + smérodatna odchylka (n=2).
Pozn.: zony inhibice rozpoustédel bez extraktu: C. sakazakii CCM 3461 .. 1M Tris/HCI,

20% DMSO .. 6 mm; 96% ethanol .. 10 mm; C. muytjensii ATCC 51329 .. 1M Tris/HCI,
20% DMSO ... 6 mm;96% ethanol ... 12 mm; E. coli CCM 3954 ... 1M Tris/HCI, 20% DMSO ... 6 mm;
96% ethanol ... 11 mm; S. aureus CCM 3953 ... 1M Tris/HCI, 20% DMSO, 96% ethanol ... 6 mm;
prumér testovaciho disku 6 mm.

Podobné vysledky antimikrobidlni uCinnosti extraktu z hiebicku byly jiz dfive
publikovany Cervenkou et al. (2006), ktery testoval kmen A. butzleri CCUG 30484.
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U tohoto kmene byla zjisténa velikost zony inhibice methanolového extraktu rozpusSténého
v DMSO + 17 mm, coz je obdobny vysledek jako byl zjistén v této praci. Déle byla testovana
antimikrobialni Gi¢innost esencialniho oleje z hiebicku proti kmenu A. butzleri LMG 10828
(Irkin et al., 2010). V této studii byly popsany také podobné vysledky jako u nami
testovanych hiebickovych extraktli i pfes to, ze antimikrobialni ucinnost esencidlniho oleje
a extraktu nelze srovnavat.

Dale Sheeladevi a Ramanathan (2012) testovali antimikrobialni G¢innost esencialniho
oleje z hitebicku mj. proti nékterym kmentim rodu Campylobacter. Pii testovani esencialniho
oleje z hiebicku u Campylobacter spp. byla naméfena velikost zony inhibice 23,53 mm.
Antimikrobidlni 0G¢innost esencialniho oleje z hiebicku proti kampylobakterim byla
také testovana napf. ve studii Feimanem et al. (2002).

Dale byl ethanolovy extrakt z hiebicku rozpustétny v DMSO testovan
na  antimikrobialni  G¢innost  proti Enterobacter ~ aerogenes  (Nanasombat
a Lohasupthawee, 2005). V této studii byl zji§tén pramér zony inhibice 10 mm, tedy podobny
priamér inhibi¢ni z6ny jako u nami testovanych kronobaktert.

Antimikrobialni G¢innost extraktu z hiebi¢ku byla také testovana i proti jinym
gramnegativnim a grampozitivnim bakteriim, popf. proti nékterym kvasinkdm a plisnim
(Al-Mariri a Safi, 2014; Prabuseenivasan et al., 2006). V téchto publikacich byla opét

potvrzena vyznamna antimikrobidlni G¢innost tohoto koteni.

4.1.4 Extrakt z jalovce

Antimikrobialni u¢innost extraktu z jalovce byla zaznamenana v tabulce 10 - 11.
U arkobaktrii byla zjiSténa nejvyS$i antimikrobidlni Gc€innost u extraktu rozpusténého
v ethanolu. Antimikrobialni u¢innost ethanolového extraktu proti A. butzleri CCUG 30484
byla nizsi (velikost zony inhibice 8 mm) nez u A. butzleri LMG 10828 (velikost zony inhibice
10 mm). Antimikrobialni t¢innost téhoz extraktu proti testovanym kmentim A. cryaerophilus
byla totozna (velikost zony inhibice 10 - 11 mm). Jalovcové extrakty rozpusténé
v Tris/HClI a DMSO nemély k testovanym arkobakterim vyznamnou antimikrobidlni
ucinnost.

Stejné tak proti testovanym kronobakterim nemél jalovcovy extrakt vyznamnou
antimikrobialni ucinnost, naméfené zony inhibice odpovidaly antimikrobialni ucinnosti

¢istych rozpoustédel.
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Tabulka 10 Antimikrobialni G¢innosti extraktu z jalovce - A. butzleri, A. cryaerophilus

Inhibiéni zona - pramér (mm)
Bakterialni kmen/
druh extraktu A. butzleri A. cryaerophilus | A. butzleri | A. cryaerophilus
(Senextolimu ) CCUG 30484 | UPa2013/13 | LMG10828 | ccM 7050
1M Tris/HCI 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
EtOH 20% DMSO 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
96% EtOH 8+20 11+0,5 10+£0,0 10+£0,0
konc. ... koncentrace; EtOH ... 96% ethanol; + smérodatna odchylka (n=2).
Pozn.: zény inhibice rozpoustédel bez extraktu: 1M Tris/HCI, 20% DMSO .. 6 mm;

96% ethanol ... 8 mm; primér testovaciho disku 6 mm.

Tabulka 11 Antimikrobialni G¢innosti extraktu z jalovce - C. sakazakii, C. muytjensii,E. coli, S. aureus

Inhibi¢ni zéna - pramér (mm)
Bakterialni kmen/
druh extraktu C. sakazakii C. muytjensii E. coli S. aureus
(konc. 100 mg/mi) CCM 3461 ATCC51329 | ccm3es4 | ccomzes3
1M Tris/HCI 7+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
EtOH 20% DMSO 6+0,0 6+0,0 6+0,0 7+0,0
96% EtOH 9+0,0 10+0,5 10+0,0 12+05
konc. ... koncentrace; EtOH ... 96% ethanol; + smérodatna odchylka (n=2).
Pozn.: zény inhibice rozpou$tédel bez extraktu: C. sakazakii CCM 3461.. 1M Tris/HCI,

20% DMSO ... 6 mm; 96% ethanol ... 10 mm; C. muytjensii ATCC 51329... 1M Tris/HCI,
20% DMSO .. 6 mm; 96% ethanol .. 12 mm; E. coli CCM 3954 .. 1M Tris/HCI,
20% DMSO ... 6 mm; 96% ethanol ... 11mm; S. aureus CCM 3953 ... 1M Tris/HCI, 20% DMSO,
96% ethanol ... 6 mm; primér testovaciho disku 6 mm.

| pfesto, Ze nebyla zaznamendna antimikrobidlni ucinnost daného extraktu proti
arkobakterim a kronobakteriim, existuji nékteré publikace, které se zabyvaji testovanim
antimikrobialni ucinnosti extraktd nebo esencialnich oleji z jalovce proti piibuznym
bakteriim. Sela et al. (2015) popisuji ve své publikaci antimikrobidlni u¢inek esencialniho
oleje z jalovce rozpusténého v DMSO proti Campylobacter jejuni. V této studii byla zjisténa
velikost zony inhibice testovaného esencidlniho oleje 14 - 19 mm. Antimikrobialni G¢innost
esencialniho oleje z jalovcovych bobuli proti kampylobakterim byla také testovana ve studii
Freiman et al. (2002).

Al-Mariri a Safi (2014) testovali antimikrobialni G¢innost esencialniho oleje z jalovce
rozpusténého v DMSO. Esencidlni olej pouzity k testovani mél koncentraci 5 %.
V této studii byla proti vybranym bakteriim (E. coli, Yersinia enterocolitica, Proteus spp.,
Klebsiella pneumoniae) zjisténa vyznamna antimikrobialni i¢innost testovaného esencialniho
Antimikrobidlni

oleje. ucinnost esencialniho oleje z jalovce testovali
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gramnegativni a grampozitivni mikroorganismy také ve své publikaci Pepeljnjak et al. (2005).
V této publikaci byla k testovani antimikrobidlniho ucinku esencidlniho oleje z jalovce
pouzita jamkova diskova difizni metoda a pro testovani byla dale pfipravena bunééna
suspenze odpovidajici koncentraci pouze 3% 10° CFU/mI. Vv piislusné studii byla zaznamenana
vyznamna antimikrobialni Gc¢innost (velikost zony inhibice testovanych bakterii az 17 mm),
coz muze byt dano jinym metodickym postupem, ale i citlivosti danych bakterii
k testovanému extraktu.

Dale ve své studii testovali antimikrobialni ucinnost extrakti extrahovanych
v methanolu, vod¢, ethylacetatu, chloformu a hexanu rozpusténé v deionizované vodé
s piimési 1% DMSO také Fernandez a Cock (2016). Pro testovani antimikrobialni u¢innosti
byly pouzity jiné grampozitivni  (Staphylococcus aureus) a  gramnegativni
(Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Acinetobacter baylii)

bakterie, i pfes to byla zjisténa vyznamna antimikrobialni u¢innost danych extrakta.

4.1.5 Extrakt z muskatového orisku

Proti testovanym akrobakterim a kronobakterim byla zjisténa nejvyssi
antimikrobidlni u¢innost dané¢ho extraktu rozpusténého v ethanolu. Zény inhibice se v ptipadé
arkobakteri pohybovaly v rozmezi 10 - 13 mm. Zoény inhibice v pfipadé testovanych
kronobakteri byly naméteny mensi, nez u arkobakterti, a to 9 - 11 mm. Extrakty rozpusténé
v Tris/HCI a DMSO poskytovaly oproti extraktim rozpuSténych v ethanolu nizsi
antimikrobialni G¢innost. Priméry zony inbibice téchto extraktl pro testované arkobaktery
a kronobaktery se pohybovaly do 8 mm.

Zatim co u arkobakteri byla naméfena antimikrobidlni ucinnost jak u extraktt
rozpusténych v Tris/HCI (primér zény inhibice do 8 mm), tak u extrakti rozpusténych
v DMSO (primér zony inhibice 7 - 8 mm), u kronobakterd byla antimikrobialni u¢innost
zjiSténa pouze u extraktl rozpusténych v Tris/HCI (velikost zony inhibice do 7 mm).
Dale byly zjistény rozdily v priméru zony inhibice testovanych extrakti i v ramci
testovanych kmend rodu Arcobacter. Antimikrobidlni ucinnost testovaného extraktu
proti kmenim A. cryaerophilus byla vyssi nez u testovanych kment A. butzleri.
Vysledky antimikrobidlni UC€innosti extraktu z muskatového ofisku byly zaznamenany

do tabulky 12 - 13.
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Tabulka 12 Antimikrobialni G¢innosti extraktu z muskatového ofiSku - A. butzleri, A. cryaerophilus

Inhibiéni zona - pramér (mm)

Bakterialni kmen/
druh extraktu A. butzleri A. cryaerophilus A. butzleri A. cryaerophilus
(konc. 100 mg/mi) CCUG 30484 UPa 2013/13 LMG 10828 CCM 7050

1M Tris/HCI 6+0,0 8+0,5 6+0,0 7+00
EtOH 20% DMSO 7+0,0 8+0,0 7+0,0 7+0,0

96% EtOH 10+£0,5 13+£0,5 10+£0,0 11+£1,0
konc. ... koncentrace; EtOH ... 96% ethanol; + smérodatna odchylka (n=2).
Pozn.: zoény inhibice rozpou$tédel bez  extraktu: 1M  Tris/HCI, 20% DMSO .. 6 mm;

96% ethanol ... 8 mm; primér papirového disku 6 mm.

Tabulka 13 Antimikrobialni G¢innosti extraktu z muskatového ofiSku - C. sakazakii, C. muytjensii, E. coli, S. aureus

Inhibi¢ni zéna - pramér (mm)
Bakterialni kmen/
druh extraktu C. sakazakii C. muytjensii E. coli S. aureus
(konc. 100 mg/ml) CCM 3461 ATCC 51329 CCM 3954 CCM 3953
1M Tris/HCI 7+0,0 7+00 7+05 7+00
EtOH 20% DMSO 6+0,0 6+0,0 6+0,0 8+05
96% EtOH 11+0,0 9+0,0 10+0,5 11+05

konc. ... koncentrace; etOH ... 96% ethanol; + smérodatna odchylka (n=2).

Pozn.: zény inhibice rozpoustédel bez extraktu: C. sakazakii CCM 3461 ... 1M Tris/HCI, 20% DMSO ... 6 mm;
96% ethanol ... 10 mm; C. muytjensii ATCC 51329 ... 1M Tris/HCI; 20% DMSO ... 6 mm; 96% ethanol ... 12 mm;
E. coli CCM 394 .. 1M Tris/HCI, 20% DMSO .. 6 mm; 96% ethanol .. 11lmm;
S. aureus CCM 3953 ... 1M Tris/HCI, 20% DMSO, 96% ethanol ... 6 mm; pramér testovaciho disku 6 mm.

Extrakty z muSkatového ofiSku proti testovanym kmenim rodu Arcobacter
a Cronobacter nebyly v dostupné literatute diive popsany. Ve studii Nanasombat
a Lohasupthawee (2005) byla popsana antimikrobialni u¢innost ethanolového extraktu
a esencialniho oleje z muskatového ofisku proti Enterobacter aerogenes. Zatimco esencialni
olej nemél vyznamnou antimikrobidlni ucinnost, u ethanolového extraktu byla zjisténa
velikost zoény inhibice 10 mm, coZ je podobny vysledek jako byl zjistén v této diplomové
praci. V dalSich studiich byla testovana antimikrobialni uUCinnost esencidlniho oleje
z muskatového ofisku proti Campylobacter jejuni, napt. ve studii Friedman et al. (2002).

Dale byly publikovany studie testujici extrakty nebo esencidlni oleje z muskatového
ofiSku popisujici podobné vysledky antimikrobidlni UCinnosti jako byly zjistény
v této diplomové praci (Indu et al., 2006). Prabuseenivasan et al. (2006) pouzili
ve své publikaci pro testovani antimikrobidlni G¢innosti esencialni olej z muskatového ofisku

rozpustény v DMSO a Tweenu 80 proti vybranym grampozitivnim (Staphylococcus aureus,
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Bacillus subtilis) a gramnegativnim (Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris,
Pseudomonas aeruginosa, E. coli) mikroorganismiim. V této studii byla zjisténa vyznamna
antimikrobidlni G¢innost testovaného vzorku, coZ mohlo byt zplisobeno mj. také pouzitim
bakterialni suspenze o nizS$i denzité (105 CFU/ml), nebo také pouzitim impregnace

testovaniho disku vyssi koncentraci esencialniho oleje.

4.1.6 Extrakt ze skorice

Extrakty ze skofice byly jedny z nejvice antimikrobidlné pisobich extraktt
testovanych v této praci. Antimikrobidlni UCinnost extraktu ze skofice proti vybranym
kmentim rodu Arcobacter a Cronobacter byla shrunuta do tabulky 14 - 15. Z pouzitych
rozpoustédel nejvyssi antimikrobidlni u¢innost mél v pripad¢ arkobakterti extrakt extrahovany
v isopropanolu, poté v ethanolu a methanolu. Antimikrobialni u¢innost byla zaznamenana
u vSech tii finalnich rozpoustédel (Tris/HCL, DMSO 1 ethanolu).

V pripadé testovanych akrobakterd byl k extraktim ze skofice nejvice citlivy
A. cryaerophilus, a to oba testované kmeny. Velikost zony inhibice méfila 7 - 15 mm
(extrakty rozpusténé v Tris/HCI), 10 - 20 mm (extrakty rozpusténé v DMSO) a nejvétsi zony
inhibice byly naméfeny u extrakti rozpuSténych v ethanolu, a to 22 - 34 mm.
Naopak nejméné citlivy byl kmen A. buzleri UPa 2013/13, u kterého byla naméfena zona
inhibice maximaln¢ do 17 mm. Vyznamnéd antimikrobidlni uc¢innost téchto extaktli byla
naméfena i proti A. buzleri CCUG 30484. U tohoto kmene byla zjisténa nizsi citlivost
u isopropanolového a ethanolového extraktu rozpusténého v Tris/HCI (velikost zony inhibice
do 7 mm). Déle byla zjiSténa vyznamnd antimikrobialni G¢innost u extraktl rozpusSténych
v DMSO, primér zoény inhibice 12 - 15 mm. Nejvyssi antimikrobialni G¢innost proti tomuto
kmenu mély opét extrakty rozpusténé v ethanolu (velikost zony inhibice 21 - 32 mm).

V ptipad¢ testovanych kronobaktert byla zjisténa nizsi antimikrobidlni G¢innost nez
proti testovanych arkobakterim. Neékteré extrakty (rozpusténé v Tris/HCIL, DMSO) nemély
pro nami testované kronobaktery vyznamnou antimikrobidlni i€innost (velikost zony inhibice
maxindlné do 7 mm). Extrakty rozpusténé v ethanolu nemély k testovanym kronobakterim
také vyznamnou antimikrobiadlni uc¢innost, velikost zony inhibice v podstate odpovidala

velikosti zony inhibice samotnych rozpoustédel.
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Tabulka 14 Antimikrobialni G¢innosti extraktu ze skofice - A. butzleri, A. cryaerophilus

Inhibiéni zona - pramér (mm)
Bakterialni kmen/
druh extraktu A. butzleri A. cryaerophilus A. butzleri A. cryaerophilus
(e LeDimfm) CCUG 30484 | UPa201313 | LMG 10828 |  CCM 7050
1M Tris/HCI 7+0,0 12+0,5 12+0,5 15+0,0
IsopropOH | 20% DMSO 12+0,0 15+0,0 16+0,0 20+0,0
96% EtOH 32+0,0 29+1,0 17+0,0 34+20
1M Tris/HCI 7+0,0 10+0,0 7+0,0 10+0,0
EtOH 20% DMSO 13+1,0 11+1,0 8+0,0 13+1,0
96% EtOH 21+1,0 34+0,0 15+0,5 32+0,0
1M Tris/HCI 14+0,0 8+0,0 6+0,0 7+0,0
MetOH 20% DMSO 15+0,0 10+0,0 6+0,0 19+1,0
96% EtOH 22+0,0 22+0,0 10+0,0 30=+0,0
konc. .. koncentrace; IsopropOH .. 99,96% isopropanol; EtOH .. 96% ethanol;
MetOH ... 99,96% methanol; + smérodatna odchylka (n=2).
Pozn.: z6ny inhibice rozpoustédel bez extraktu: 1M Tris/HCI, 20% DMSO .. 6 mm;

96% ethanol ... 8 mm; pramér testovaciho disku 6 mm.

Tabulka 15 Antimikrobialni G¢innosti extraktu ze skofice - C. sakazakii, C. muytjensii, E. coli, S. aureus

Inhibi¢ni zéna - pramér (mm)

Bakterialni kmen/

druh extraktu C. sakazakii C. muytjensii E. coli S. aureus

(konc. 100 mg/mi) CCM 3461 ATCC51329 | cCM 3954 CCM 3953
1M Tris/HCI 7+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0

IsopropOH 20% DMSO 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
96% EtOH 8+0,0 10+0,0 9+0,0 9+0,0
1M Tris/HCI 7+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0

EtOH 20% DMSO 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
96% EtOH 9+0,0 10+0,0 8+0,5 9+0,0
1M Tris/HCI 6+0,0 7+0,0 6+0,0 6+0,0

MetOH 20% DMSO 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
96% EtOH 10+0,5 9+0,0 7+0,0 9+0,0

konc. .. koncentrace; IsopropOH .. 99,96% isopropanol; EtOH .. 96% ethanol;

MetOH ... 99,96% methanol; + smérodatna odchylka (n=2).

Pozn.: zony inhibice rozpoustédel bez extraktu: C. sakazakii CCM 3461 .. 1M Tris/HCI,
20% DMSO .. 6 mm;96% ethanol .. 10 mm; C. muytjensii ATCC 51329 .. 1M Tris/HCI,
20% DMSO .. 6 mm;96% ethanol .. 12 mm; E. coli CCM 3954 .. 1M Tris/HCI,
20% DMSO ... 6 mm; 96% ethanol ... 11 mm; S. aureus CCM 3953 ... 1M Tris/HCI, 20% DMSO,
96% ethanol ... 6 mm; primér testovaciho disku 6 mm.

Tyto extrakty byly jiz diive testovany na nékteré kmeny rodu Arcobacter, kdy byly

zjistény obdobné vysledky  jako u nami testovanych arkobaktert.
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Cervenka et al. (2006) testovali ve své studii antimikrobialni G¢innost proti A. butzleri CCUG
30484, u kterého byla namétena velikost zony inhibice methanolového extraktu + 19 mm.
Dale byla antimikrobialni G¢innost skoficového esencialniho oleje proti A. buzleri popsana
i ve studii Irkin et al. (2010). V této studii byly testovany piislusné bakterie izolované
z masnych vyrobka. VétSina testovanych izolati byla citliva k testovanému esencialnimu
oleji, namétené priméry zony inhibice byla 23 - 51 mm.

Dale byla tstovana antimikrobidlni uCinnost esencidlniho oleje nebo extraktu
ze skofice 1 proti piibuznym bakterim, tedy kampylobakterim. Sheeladevi
a Ramanathan (2012) popsali ve své studii antimikrobidlni ucinnost esencialniho oleje
ze skofice mj. proti Campylobacter spp., ktera byla stanovena pomoci difizni metody
v jamkéach o velikosti 6 mm. V této studii byl stanoven primér zény inhibice daného
esencialniho oleje proti kampylobakterim 21,47 mm. I pfes to, ze antimikrobidlni i¢innost
esencialniho oleje a extraktu je neporovnatelna, tento vysledek potvrzuje antimikrobidlni
ucinnost proti kampylobaktertim, blizkym ptibuznym arkobaktert.

Dale Al-Nabulsi et al. (2014) testovali antimikrobialni uc¢innost skoticového
esencialniho oleje proti smési kment C. sakazakii. Pro testovani byla v této publikaci pouzita
bakterialni suspenze o denzits 10° CFU/ml a dale bylo na testovaci disk aplikovéano
20 pl ptislusného esencialniho oleje. Za vyse popsanych podminek testovani antimikrobidlni
ucinnosti proti C. sakazakii byl naméfen primér zony inhibice 32 - 40 mm. Antimikrobidlni
ucinnost ethanolového extraktu rozpusténého v 10% DMSO byla testovana proti
Enterobacter aerogenes ve studii Nanasombat a Lohasupthawee (2005). Vysledna koncenrace
tohoto extraktu byla 400 mg/ml. Antimikrobialni G¢innost tohoto extraktu byla obdobna
jako byla zjisténa u nami testovanych kronobakteri (velikost zony inhibice 8 mm).

Extrakty nebo esencialni olej ze skoticové kury byly publikovany i v dal$ich studiich
napt. ve studii Al-Mariri a Safi (2014) testovali antimikrobidlni G¢innost skoficového
esencialniho  oleje  rozpusSténého v DMSO proti vybranym  gramnegativnim

(E. coli, Yersinia enterocolitica, Proteus spp. Klebsiella pneumoniae) bakteriim.
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4.1.7 Extrakt ze smrkového jehlici

Antimikrobidlni uc¢inek extraktu ze smrkového jehli¢i byl v piipad¢ arkobakteri
nejvyssi u extrakti rozpusténych v ethanolu. U tohoto extraktu byla antimikrobialni G¢innost
vyrazn&jsi proti pouzitym kmentim A. cryaerophilus ( velikost zony inhibice 10 - 15 mm)
nez proti A. butzleri (velikost zony inhibice 9 - 11 mm). Nejvétsi antimikrobialni G¢innost
proti A. cryaerophilus UPa 2013/13 m¢l isopropanolovy extrakt (velikost zony inhibice
15 mm). V piipad¢ kronobakteri byla naméfena nejvysSi antimikrobidlni ucinnost
také u extrakti rozpusténych v ethanolu, primér zoény inhibice 8 - 12 mm.
U C. sakazakii CCM 3461 byla zjisténa nejvetsi antimikrobidlni U¢innost extraktu
extrahovaného v ethanolu (primér zoény inhibice 12 mm), dile u extrakti extrahovanych
v methanolu (velikost zony inhibice 11 mm). U ostatnich rozpoustédel (Tris/HCI, DMSO)
byla zjiSténa antimikrobidlni uCinnost niz§i (primér zo6ny inhibice do 8 mm),
a to jak u akrobakterii tak kronobakteri. Vysledky testovani antimikrobialni ucinnosti
extraktu ze smrkového jehli¢i proti testovanym mikroorganismim byly zaznamenany

do tabulky 16 - 17.

Tabulka 16 Antimikrobialni G¢innosti extraktu ze smrkového jehli¢i - A. butzleri, A. cryaerophilus

Inhibi¢ni zéna - pramér (mm)

Bakterialni kmen/

druh extraktu A. butzleri A. cryaerophilus A. butzleri A. cryaerophilus

(me, W0 ) CCUG 30484 UPa2013/13 | LMG 10828 CCM 7050
1M Tris/HCI 7+0,0 6+0,0 6+0,0 7+0,0

IsopropOH 20% DMSO 8+0,0 8+0,0 7+0,0 8+0,0
96% EtOH 9+0,0 15+0,0 9+0,0 10+0,0
1M Tris/HCI 7+0,0 6+0,0 6+0,0 7+0,0

EtOH 20% DMSO 7+0,0 6+0,0 7+0,0 7+0,0
96% EtOH 10+£0,0 11+1,0 9+0,0 11+10
1M Tris/HCI 6+0,0 6+0,0 6+0,0 7+0,0

MetOH 20% DMSO 6+0,0 6+0,0 6+0,0 7+0,0
96% EtOH 11+05 11+05 10+0,0 10+0,0

konc. ... koncentrace; IsopropOH ... 99,96% isopropanol; EtOH ... 96% ethanol; MetOH ... 99,96% methanol;
+ smérodatna odchylka (n=2).

Pozn.: zény inhibice rozpoustédel bez extraktu: 1M Tris/HCI, 20% DMSO ... 6 mm; 96% ethanol ... 8 mm;
prumeér testovaciho disku 6 mm.

69



Tabulka 17 Antimikrobialni G¢innosti extraktu ze smrkového jehli¢i - C. sakazakii, C. muytjensii, E. coli, S. aureus

Inhibiéni zona - pramér (mm)

Bakterialni kmen/

druh extraktu C. sakazakii C. muytjensii E. coli S. aureus

(konc. 100 mg/mi) CCM 3461 ATCC 51329 CCM 3954 CCM 3953
AM Tris/HCI 7+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0

IsopropOH 20% DMSO 7+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
96% EtOH 8+0,0 9+0,0 7+0,0 7+0,0
1M Tris/HCI 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0

EtOH 20% DMSO 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
96% EtOH 12 +0,5 10+0,5 9+1,0 9+0,0
AM Tris/HCI 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0

MetOH 20% DMSO 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
96% EtOH 10+£0,5 10+£0,5 9+1,0 8+0,0

konc. ... koncentrace; IsopropOH ... 99,96% isopropanol; EtOH ... 96% ethanol; MetOH ... 99,96% methanol;
+ smérodatna odchylka (n=2).

Pozn.: zony inhibice rozpou$tédel bez extraktu: C. sakazakii CCM 3461... 1M Tris/HCI, 20% DMSO ... 6 mm;
96% ethanol .. 10 mm; C. muytjensii ATCC 51329.. 1M Tris/HCI, 20% DMSO .. 6 mm;
96% ethanol ... 12 mm; E. coli CCM 3954 ... 1M Tris/HCI, 20% DMSO ... 6 mm; 96% ethanol ... 11 mm;
S. aureus CCM 3953 ... 1M Tris/HCI, 20% DMSO, 96% ethanol ... 6 mm; primér testovaciho disku 6 mm.

Antimikrobialni ucinnost éterického oleje ze smrkového jehli¢i rozpusténého
v methanolu proti vybranym grampozitivnim (Staphylococcus aureus), gramnegativnim
(E. coli, Klabsiella spp., Salmonella typhi, Salmonella paratyphi, Pseudomonas aeruginosa)
bakteriim a proti nékterym plisnim (Aspergillus spp., Aspergillus niger, Rhizopus nigricans)
a kvasinkam (Candida albicans) byla dtive popsana ve studii Singh Bharat a Praveen (2016).
V této studii byla pro testovani antimikrobialni G€innosti esencidlniho oleje z dané matrice
rozpusténého v methanolu pouzita jamkova diskova difuzni metoda a do jamky bylo
aplikovani 50 pl vzorku. Tato odliSnost v metodickém postupu miiZe byt pficinou, Ze pro dané
mikroorganismy byla zaznamenana vyznamna antimikrobidlni G¢innost tohoto esencialniho
oleje.

Antimikrobidlni ucinnost esencialniho olej ze smrkového jehli¢i proti nékterym
grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim popf. nékterym plisnim testoval ve své studii
také Poaty et al. (2015). Antimikrobidlni ucinnost extraktu ze smrkového jehli¢i
proti zastupcum rodu Arcobacter a Cronobacter nebyla v dostupné literatufe dosud

zaznamenana.
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4.1.8 Extrakt z Sipku

Nejvyssi antimikrobidlni U€innost proti testovanym arkobakterim mély extrakty
rozpu$téné v ethanolu (velikost zony inhibice 9 - 13 mm). Nejvice antimikrobialné G¢inny
z testovanych extrak¢nich Cinidel byl ethanolovy extrakt nasledné rozpustény v ethanolu,
u kterého byla namétfena velikost zony inhibice 12 - 13 mm (oba kmeny A. butzleri)
a 0 néco mén¢ bylo naméfeno v ptipadé obou kmeni A. cryaerophilus (primér zony inhibice
9 - 11). a DMSO
proti akrobakterim byla méné vyznamna, prumér zony inhibice byl maximalné¢ do 8 mm

(viz tabulka 18).

Antimikrobialni G¢innost extrakti rozpusténych v Tris/HCI

V piipad¢ testovanych kronobakteri nebyla zjiSt€éna vyznamna antimikrobialni
ucinnost testovanych extraktli z Sipku. Velikost zony inhibice v podstaté odpovidala velikosti
zoOny inhibice Cistych rozpoustédel (viz tabulka 19). Extrakt pfipraveny extrakci v methanolu
nebyl v 96 % ethanolu rozpustny a proto nebylo mozné otestovat antimikrobidlni u¢innost

toho extraktu.

Tabulka 18 Antimikrobialni t¢innosti extraktu z Sipku - A. butzleri, A. cryaerophilus

Inhibi¢ni zéna - primér (mm)
Bakterialni kmen/
druh extraktu A. butzleri A. cryaerophilus | A. butzleri A. cryaerophilus
(e L0 L) CCUG 30484 | UPa201313 | LMG10828 |  cCM 7050
1M Tris/HCI 6+0,0 6+0,0 7+0,0 7+0,0
IsopropOH | 20% DMSO 6+0,0 7+0,0 7+0,0 7+0,0
96% EtOH 11+0,0 10+0,0 10+1,0 11+05
1M Tris/HCI 6+0,0 6+0,0 6+0,0 7+0,5
EtOH 20% DMSO 6+0,0 8+05 6+0,0 6+0,0
96% EtOH 13+25 9+1,0 12+0,5 11+05
1M Tris/HCI 6+0,0 7+0,0 6+0,0 6+0,0
MetOH 20% DMSO 6+0,0 7+0,0 6+0,0 6+0,0
96% EtOH - - - -
konc. koncentrace;  IsopropOH 99,96% isopropanol; EtOH 96% ethanol;

MetOH ... 99,96% methanol; - ... extrakt nerozpustny v 96% ethanolu; =+ smérodatna odchylka (n=2).

Pozn.:  zény

inhibice

rozpoustédel

bez extraktu:

96% ethanol ... 8 mm; primér testovaciho disku 6 mm.
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Tabulka 19 Antimikrobidlni G¢innosti extraktu z $ipku - C. sakazakii, C. muytjensii, E. coli, S. aureus

Inhibiéni zona - pramér (mm)

Bakterialni kmen/

druh extraktu C. sakazakii C. muytjensii E. coli S. aureus

(o, 200 i) CCM3461 | ATCC51329 | CCM3954 | ccM 3953
1M TRIS/HCI 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0

IsopropOH 20% DMSO 6+0,0 6+0,0 6=+0,0 6+0,0
96% EtOH 90,0 10+0,5 10£0,5 9+0,5
1M TRIS/HCI 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0

EtOH 20% DMSO 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
96% EtOH 10£0,5 9+0,0 10£0,0 9+05
1M TRIS/HCI 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0

MetOH 20% DMSO 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
96% EtOH - - - -

konc. ... koncentrace; IsopropOH ... 99,96% isopropanol; EtOH ... 96% ethanol; MetOH ... 99,96% methanol;
- ... extrakt nerozpustny v 96% ethanolu; + smérodatna odchylka (n=2).

Pozn.: zbény inhibice rozpoustédel bez extraktu: C. sakazakii CCM 3461.. 1M Tris/HCI,
20% DMSO .. 6 mm;96% ethanol .. 10 mm; C. muytjensii ATCC 51329.. 1M Tris/HCI,
20% DMSO ... 6 mm; 96% ethanol ... 12 mm; E. coli CCM 3954 ... 1M Tris/HCI, 20% DMSO ... 6 mm;
96% ethanol ... 11 mm;S. aureus CCM 3953 ... 1M Tris/HCI, 20% DMSO, 96% ethanol ... 6 mm;
pramér testovaciho disku 6 mm.

Proti nami testovanym zastupcim rodu Arcobacter a Cronobacter nebyl Sipkovy
extrakt v dostupné literatufe diive testovan, proto nami ziskané vysledky nelze objektivné
porovnat s jinymi studiemi. I pfesto existuje fada studii zabyvajici se antimikrobidlni
ucinnosti Sipkovych extraktli proti né€kterym grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim,
popft. né€kterym kvasinkam a plisnim. K testovani antimikrobidlni u¢innosti methanolového
extraktu z Sipku pouzili Moustafa a Alrumman (2015) testovaci disky impregnované danym
extraktem. | za pouziti téchto podminek byla u nékterych testovanych bakterii
(Yersinia enterocolitica, Enterococcus faecalis, Bacillus cereus) zaznamenana podobna
antimikrobialni u¢innost tohoto extraktu jako u nami testovanych bakterii (velikost zony
inhibice 9 - 11 mm).

Dale Ozturk Yilmaz a Ercisli (2011) testovali antimikrobidlni ucinnost extraktl
z Sipku extrahované v methanolu, vod¢, chloroformu, petroletheru, diethyletheru a acetonu,
které byly nasledné rozpustény v DMSO. Koncentrace pouzitd k testovani téchto extraktii
odpovidala koncentraci 0,33 g/ml. Pro testovani antimikrobialni w¢innosti pouzili
ve své studii Ozturk Yilmaz a Ercisli (2011) vybranné gramnegativni (Pseudomonas

aeruginosa, Shigella spp., Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis)
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a grampozitivni (Staphylococcus aureus, microccocus luteus) bakterie, popi nékteré kvasinky
(Candida albicans, Candida spp.).

Dalsi studie zabyvajici se antimikrobidlni u¢innosti methanolového a ethanolového
extraktu z Sipkovych kvétd publikovala Rovna et al. (2015). V této studii byla pouzita
bakterialni suspenze 10° CFU/ml a impregnované testovaci disky o priméru 9 mm. Za vyse
popsanych podminek testovani byla u vybranych gramnegativnich  bakteriii
(E. coli, Pseudomonas areuginosa), nékterych a plisni (Aspergillus niger, Fusarium
culmorum, Alternatia alternate) naméfena velikost zony inhibice ethanolového

1 methanolového extraktu 1,33 - 4,33 mm.
4.1.9 Dalsi extrakty s antimikrobialnim potencialem

Extrakt z borovicového jehlici

Antimikrobidlni u€innost testovanych extraktii z borovicového jehli¢i proti zastupciim
rodu Arcobacter a Cronobacter byla shrnuta v tabulce 20 - 21. Nejvice antimikrobialné
ucinné byly proti testovanym arkobakterti ethanolové extrakty rozpusténé v ethanolu
s velikosti zony inhibice 11 mm. Dal§im vyznamné antimikrobialné pusobicimi extrakty byly
extrakty methanolové rozpusténé v ethanolu (velikost zony inhibice 9 - 11 mm) a extrakty
isopropanolové také rozpusténé v ethanolu (velikost zony inhibice 9 - 11 mm). K testovanym
extraktim byly vice citlivé kmeny A. cryaerophilus nez testované kmeny A. buzleri.
Nejmensi citlivost byla zjisténa u kmene A. buzleri CCUG 30484 u isopropanolového
extraktu rozpusténého v ethanolu, u kterého nebyla zjisténa vyznamna zo6na inhibice.

Dale nebyla zaznamenéna vyznamné antimikrobidlni ucinnost testovanych extraktd
proti kronobakterim, velikost zony inhibice odpovidala velikosti zony inhibice ¢istych
rozpoustédel. 1 ptesto byla u kmene C. muytjensii ATCC 51329 zjisténa vyssi citlivost
k testovanym extraktim nez u kmene C. sakazakii CCM 3461. U extraktd rozpusténych
v Tris/HCI a DMSO nebyl pro testované arkobaktery a kronobaktery zaznamenan
antimikrobialni Uc¢inek. Extrakt z borovicového jehli¢i ptfipraveny extrakci v isopropanolu
nebyl v 1M Tris/HCI rozpustny, a proto nebylo mozné testovat antimikrobialni u¢innost

tohoto extraktu proti danym mikroorganismam.
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Tabulka 20 Antimikrobidlni G¢innosti extraktu z borovicového jehli¢i - A. butzleri, A. cryaerophilus

Inhibiéni zona - pramér (mm)
Bakterialni kmen/
druh extraktu A. butzleri A. cryaerophilus | A. butzleri | A. cryaerophilus
(o, o i) CCUG 30484 | UPa2013/13 | LMG 10828 | CCM 7050
1M Tris/HCI - - - -
IsopropOH | 20% DMSO 6+0,0 6+0,0 6+0,0 7+0,5
96% EtOH 6+0,0 10£0,0 9+1,0 11+0,5
1M Tris/HCI 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
EtOH 20% DMSO 6+0,0 7+0,0 6+0,0 6+0,0
96% EtOH 11£1,0 11£0,5 11405 11405
1M Tris/HCI 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
MetOH 20% DMSO 7+0,5 6+0,0 6+0,0 7+0,0
96% EtOH 11+1,0 9+0,0 11+0,5 11+0,0
konc. .. Kkoncentrace; IsopropOH .. 99,96% isopropanol; EtOH .. 96% ethanol;
MetOH ... 99,96% methanol; - ... extrakt nerozpustny v 1M Tris/HCI; + smérodatna odchylka (n=2).
Pozn.: zbény inhibice rozpousStédel bez extraktu: 1M Tris/HCI, 20% DMSO .. 6 mm;

96% ethanol ... 8§ mm; primér testovaciho disku 6 mm.

Tabulka 21 Antimikrobialni Gi¢inosti extraktu z borovicového jehli¢i - C. sakazakii, C. muytjensii, E. coli, S. aureus

Inhibi¢ni zéna - pramér (mm)
Bakterialni kmen/
druh extraktu C. sakazakii C. muytjensii E. coli S. aureus
(e, D0 g ) CCM3461 | ATCC 51329 CCM 3954 CCM 3953
1M Tris/HCI - - - -
IsopropOH 20% DMSO 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
96% EtOH 6+0,0 7+0,0 7+0,0 7+0,0
1M Tris/HCI 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
EtOH 20% DMSO 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
96% EtOH 6+0,0 10+ 1,0 10+0,5 12+0,5
1M Tris/HCI 7+0,5 6+0,0 6+0,0 6+0,0
MetOH 20% DMSO 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
96% EtOH 10+1,5 10+0,5 8+1,5 7+0,0
konc. ..  koncentrace; IsopropOH .. 99,96% isopropanol; EtOH .. 96% ethanol;
MetOH ... 99,96% methanol; - ... extrakt nerozpustny v 1M Tris/HCI; = smérodatna odchylka (n=2).
Pozn.: zény inhibice rozpoustédel bez extraktu: C. sakazakii CCM 3461 .. 1M Tris/HCI,
20% DMSO .. 6 mm; 96% ethanol .. 10 mm; C. muytjensii ATCC 51329 .. 1M Tris/HCI,

20% DMSO ... 6 mm; 96% ethanol ... 12 mm; E. coli CCM 3954 ... 1M Tris/HCI, 20% DMSO ... 6 mm; 96%
ethanol ... 11 mm; S. aureus CCM 3953 .. 1M Tris/HCI, 20% DMSO, 96% ethanol .. 6 mm;
pramér testovaciho disku 6 mm.

V dostupné liteatufe byla diive testovana antimikrobidlni ucinnost extraktl
nebo esencidlnich oleji z borovicového jehli¢i proti piibuznym bakteriim testovanych
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arkobakteriim a kronobaktertim. Antimikrobidlni u€innost esencialniho oleje z borovicového
jehli¢i proti Campylobacter jejuni byla publikovana ve studii Friedman et al. (2002).
Dale byly publikovany studie zabyvajici se antimikrobialni G¢innosti ethanolovych extrakt
z borovicového jehli¢i, kiry a SiSek proti Enterobacter aerogenes (Bissa et al., 2008).
Velikost zony inhibice ethanolového extraktu z borovicového jehlici byla namétena 4 mm,
coz odpovida antimikrobidlni u¢innosti proti nami testovanym kronobakterim.

Extrakt z borovicového jehli¢i byl dale testovan i ve studii Apetrei et al. (2011)
a také Lee et al. (2008). Pro testovani extraktu z borovicového jehli¢i byl pouzit jiny
metodicky postup piipravy extraktu. Apetrei et al. (2011) ve své studii testovali methanolové
extrakty z borovicové klry a jehlici jamkovou difizni metodou proti nékterym
grampozitivnim  (Staphylococcus aureus) a  gramneganivnim  mikroorganismim
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa), ale i proti nékterym kvasinkdm
(Candida albicans). V této studii byla zjisténa vyssi antimikrobialni G¢innost methanolového
extraktu z dané matrice (pramér zony inhibice 12,66 - 25,66 mm) ve srovnani s vysledky
uvedenymi v této diplomové praci. Lee et al. (2008) pouzili pro stanoveni antimikrobialni
ucinnosti proti vybrannym bakteriim, kvasinkam a plisnim esencidlni olej rozpustény
v 5% DMSO. Tato studie potvrzuje obdobnou antimikrobidlni uc¢innost extrakta

a esencialnich oleji z borovicového jehlici, ktera byla zjiSténa i v této praci.

Extrakt 7 celeru a celerové naté

Proti testovanym arkobakteriim byl nejvice antimikrobialné G€inny extrakt rozpustény
v ethanolu a to jak u extrakti z celeru tak celerové naté. U A. butzleri CCUG 30484 byla
naméfena zona inhibice ethanolovych extraktdi z celeru 9 - 11  mm,
zatim co u A. butzleri LMG 10828 byly naméfeny praméry zon inhibice téchto extraktd
11 - 12 mm. Pro oba kmeny A. cryaerophilus byly naméfeny zony inhibice ethanolovych
extraktl 9 - 11 mm. U extraktid z celerové naté byly pro testované akrobaktery naméteny
obdobné vysledky. Extrakty rozpusténé v TrisfHCI a DMSO vykazovaly antimikrobialni
ucinnost proti akrobakterim niz8i, velikost zony inhibice maximalné do 7 mm
a to jak u extraktli z celeru tak celerové naté.

V piipadé kronobakterti byly také nejvice antimikrobialné u¢inné extrakty rozpusSténé
v ethanolu. Mensi citlivost viéi témto extraktim byla zjisténa u C. muytjensii ATCC 51329
a to jak u extraktii z celeru (velikost zony inhibice 8 - 11 mm), tak u extrakta z celerové naté

(velikost zony inhibice 10 mm). Extrakty rozpuSténé v Tris/HCI a DMSO nebyly pro ndmi
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testované kronobaktery antimikrobidlné¢ ucinné,

Vysledky testovani antimikrobialni ucinnosti extrakti z celeri a celerové naté

arkobakteriim a kronobakteriim jsou shrnuty v tabulkach 22 - 25.

Tabulka 22 Antimikrobialni Gi¢innosti extraktu z celeru - A. butzleri, A. cryaerophilus

Bakterialni kmen/ Inhibiéni zona - pramér (mm)
druh extraktu A butzleri | A.cryaerophilus | A.butzleri | A. cryaerophilus
(konc. 100 mg/ml) CCUG 30484 | UPa2013/13 | LMG10828 CCM 7050

1M Tris/HCI 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
IsopropOH | 20% DMSO 6+0,0 6+0,0 6+0,0 740,5

96% EtOH 9+1,0 10+0,5 11+0,5 10+0,0

AM Tris/HCI 6+0,0 6+0,0 6+0,0 7+0,5
EtOH 20% DMSO 6+0,0 71,0 6+0,0 7+0,5

96% EtOH 11£0,0 9+ 0,0 12+0,0 10£0,5

1M Tris/HCI 6+0,0 6+0,0 6+0,0 7+0,5
MetOH 20% DMSO 6+0,0 7+0,0 6+ 0,0 7+0,0

96% EtOH 10 £ 0,0 1140,5 1240,5 100,0
konc. .. koncentrace; IsopropOH .. 99,96% isopropanol; EtOH .. 96% ethanol;
MetOH ... 99,96% methanol; + smérodatna odchylka (n=2).
Pozn.: zo6ny inhibice rozpoustédel bez extraktu: 1M Tris/HCl, 20% DMSO .. 6 mm;

96% ethanol ... 8 mm,; prameér testovaciho disku 6 mm.

Tabulka 23 Antimikrobialni G¢innosti extraktu z celeru - C. sakazakii, C. muytjensii, E.coli, S. aureus

Inhibi¢ni zéna - pramér (mm)

Bakterialni kmen/

druh extraktu C. sakazakii C. muytjensii E. coli S. aureus

(konc. 100 mg/mi) ccM3461 | ATCC51329 | cCM 3954 CCM 3953
1M Tris/HCI 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0

IsopropOH | 20% DMSO 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
96% EtOH 9+0,0 10+0,5 10£0,5 8+0,0
1M Tris/HCI 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0

EtOH 20% DMSO 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
96% EtOH 9+0,5 8+1,5 8+1,5 9+0,0
1M Tris/HCI 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0

MetOH 20% DMSO 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
96% EtOH 6+0,0 11£0,5 10£0,5 8+ 0,0

konc. .. koncentrace; IsopropOH ... 99,96% isopropanol; EtOH .. 96% ethanol;

MetOH ... 99,96% methanol; + smérodatna odchylka (n=2).

Pozn.: zény inhibice rozpoustédel bez extraktu: C. sakazakii CCM 3461... 1M Tris/HCI,
20% DMSO .. 6 mm; 96% ethanol .. 10 mm; C. muytjensii ATCC 51329.. 1M Tris/HCI,
20% DMSO .. 6 mm; 96% ethanol .. 12 mm; E. coli CCM 3954 .. 1M Tris/HCI,
20% DMSO ... 6 mm; 96% ethanol ... 11 mm; S. aureus CCM 3953 ... 1M Tris/HCI, 20% DMSO,
96% ethanol ... 6 mm; pramér testovaciho disku 6 mm.
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Tabulka 24 Antimikrobialni Gi¢innosti extraktu z celerové naté - A. butzleri, A. cryaerophilus

Inhibiéni zona - pramér (mm)
Bakterialni kmen/
druh extraktu A. butzleri A. cryaerophilus A. butzleri A. cryaerophilus
(konc. 100 mg/mi) CCUG 30484 |  UPa2013/13 LMG 10828 CCM 7050
1M Tris/HCI 6+0,0 6+0,0 6+0,0 7+0,5
IsopropOH 20% DMSO 6+0,0 6+0,0 6+0,0 7+0,5
96% EtOH 8+0,0 9+0,0 9+0,0 11+0,5
1M Tris/HCI 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
EtOH 20% DMSO 6+0,0 6+0,0 6+0,0 7+0,5
96% EtOH 11+1,0 9405 11+0,5 10+1,0
1M Tris/HCI 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
MetOH 20% DMSO 60,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
96% EtOH 12£0,5 9+1,0 10£1,5 12+0,5
konc. .. koncentrace; IsopropOH .. 99,96% isopropanol; EtOH .. 96% ethanol;

MetOH ... 99,96% methanol; + smérodatna odchylka (n=2).
Pozn.: zony inhibice rozpoustédel bez extraktu: 1M Tris/HCI, 20% DMSO ... 6 mm; 96% ethanol ... 8 mm;
primér testovaciho disku 6 mm.

Tabulka 25 Antimikrobialni G¢innosti extraktu z celerové naté - C. sakazakii, C. muytjensii, E. coli, S. aureus

Inhibi¢ni zéna - praimér (mm)

Bakterialni kmen/

druh extraktu C. sakazakii C. muytjensii E. coli S. aureus

(e, D0 g ) CCM 3461 ATCC 51329 CCM 3954 CCM 3953
1M Tris/HCI 7+0,5 7+0,5 6+0,0 6+0,0

IsopropOH 20% DMSO 7+0,5 6+0,0 6+0,0 6+0,0
96% EtOH 9+1,0 10 £0,5 9+1,0 7+0,0
1M Tris/HCI 7+£0,5 6+0,0 6+0,0 6+0,0

EtOH 20% DMSO 7405 6+ 0,0 6+ 0,0 6+ 0,0
96% EtOH 11+0,5 10+0,0 9+0,5 6+0,0
1M Tris/HCI 7+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0

MetOH 20% DMSO 7+0,0 6+ 0,0 6+ 0,0 6+ 0,0
96% EtOH 8+ 0,0 10+0.,5 9405 8+ 1,5

konc. ... koncentrace; IsopropOH ... 99,96% isopropanol; EtOH ... 96% ethanol; MetOH ... 99,96% methanol;
+ smérodatné odchylka (n=2).

Pozn.: zény inhibice rozpoustédel bez extraktu: C. sakazakii CCM 3461.. 1M Tris/HCI,
20% DMSO .. 6 mm; 96% ethanol .. 10 mm; C. muytjensii ATCC 51329.. 1M Tris/HCI,
200 DMSO ... 6 mm; 96% ethanol .. 12 mm; E. coli CCM 3954 .. 1M Tris/HCI,
20% DMSO ... 6 mm; 96% ethanol ... 11 mm; S. aureus CCM 3953 ... 1M Tris/HCI, 20% DMSO,
96% ethanol ... 6 mm; prameér testovaciho disku 6 mm.
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V dostupné literatuie nebyla zjisténa studie zaznamendavajici testovani antimikrobialni
ucinnosti extrakti z celeru a celerové naté proti nami testovanym arkobakterim
a kronobakterim. Byly vSak testovany mikroorganismy blizce ptfibuzné nami testovanym,
tedy zastupci rodu Enterobacter a Campylobacter. Al-Talib et al. (2016) testovali
ve své studii antimikrobialni G¢innost vodného extraktu z celeru proti Enterobacter cloacea.
V  této studii  nebyla zjiSténa  antimikrobidlni  G¢innost daného  extraktu
proti Enterobacter cloacea. Tento vysledek potvrzuje vyse zjisténou antimikrobialni G¢innost
proti testovanym kronobaktert. Dale Sipailiene et al. (2005) testoval antimikrobialni a¢innost
esencialniho oleje z celerové naté proti Enterobacter aerogenes. V této studii byla zjisténa
vy$$i antimikrobialni ucinnost esencialniho oleje z celeru proti Enterobacter aerogenes,
naméfena Velikost zony inhibice odpovidala az 19 mm v zavislosti na koncentraci
esencialniho oleje. Také Friedman et al. (2002) jiz dfive popsal ve své studii antimikrobialni
uc¢innost esencialniho oleje z celeru proti Campylobacter jejuni.

Celerovy extrakt byl diive také testovan na antimikrobidlni aktivitu proti jinym
grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim a nékterym kvasinkdm. Ve své studii
napi. Dostbil et al. (2007) testoval antimikrobialni u¢innost extraktu z celeru extrahovaného
v diethyletheru. Pro testovani vybranych bakteriii (Pseudomonas aeruginosa, E. coli,
Klebsiella pneumoniae, Mycobacterium smegmatum, Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus) a kvasinek (Candida albicans) byla v dané studii pouzita bakterialni
suspenze 0 denzité 104 - 10° CFU/ml a koncentrace extraktu 30 ng/disk.
Za pouziti vySe popsanych podminek byla zjiSténa velikost zony inhibice danych

mikroorganismil 11 - 18 mm, coZ je vice nez bylo zjisténo v této diplomove praci.

Extrakt 7 Cervené repy

Tabulka 26 - 27 shrnuje vysledky antimikrobialni u¢innosti extraktii z ¢ervené fepy
proti testovanym kmentim rodu Arcobacter a Cronobacter.

Po stanoveni antimikrobidlni u¢innosti vSech extraktl z Cervené fepy byla zjiSténa
nejvysSi  antimikrobidlni ucinnost ethanolového extraktu. Velikost zdény inhibice
u testovanych kmenu A. butzleri byla naméfena 11 - 12 mm, u kment A. cryaerophilus
o trochu mensi, a to 10 - 11 mm. Pro testované kronobaktery nebyla antimikrobialni u¢innost
extraktu z Cervené fepy tak vyrazna jako v pfipad¢ arkobakterti. Namétené zony inhibice

v podstat¢  odpovidaly priméru  zény inhibice  samotnych  rozpoustédel.
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Extrakty z Cervené fepy rozpusténé v Tris/HCl nebo v DMSO nebyly pro nami testované

mikroby antimikrobialné G¢inné (velikost zony inhibice do 7 mm).

Tabulka 26 Antimikrobialni G¢innosti extraktu z Eervené Fepy - A. butzleri, A. cryaerophilus

Inhibi¢ni zéna - primér (mm)
Bakterialni kmen/
druh extraktu A. butzleri A. cryaerophilus A. butzleri A. cryaerophilus
(konc. 100 mg/ml) CCUG 30484 | UPa2013/13 LMG 10828 CCM 7050
1M Tris/HCI 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
EtOH 20% DMSO 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
96% EtOH 11£0,5 11+0,5 12+0,5 10£0,0

konc. ... koncentrace; etOH ... 96% ethanol; = smérodatna odchylka (n=2).
Pozn.: zony inhibice rozpoustédel bez extraktu: 1M Tris/HCl, 20% DMSO ... 6 mm; 96% ethanol ... 8 mm;
primér testovaciho disku 6 mm.

Tabulka 27 Antimikrobialni G¢innosti extraktu z Eervené Fepy - C. sakazakii, C. muytjensii, E. coli, S. aureus

Inhibi¢ni zona - primér (mm)
Bakterialni kmen/
druh extraktu C. sakazakii C. muytjensii E. coli S. aureus
(konc. 100 mg/ml) CCM 3461 ATCC51329 | cCM 3954 CCM 3953
1M Tris/HCI 7+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
EtOH 20% DMSO 60,0 60,0 60,0 60,0
96% EtOH 9+1,5 9+0,5 10+0,0 7+£0,5
konc. ... koncentrace; EtOH ... 96% ethanol; + smérodatna odchylka (n=2).
Pozn.: zo6ny inhibice rozpoustédel bez extraktu: C. sakazakii CCM 3461.. 1M Tris/HCI,
20% DMSO 6 mm;96% ethanol 10 mm; C. muytjensii ATCC 51329.. 1M Tris/HCI;
20% DMSO 6 mm; 96% ethanol 12 mm; E. coli CCM 3954 1M  Tris/HCI,
20% DMSO ... 6 mm; 96% ethanol ... 11mm; S. aureus CCM 3953 ... 1M Tris/HCI, 20% DMSO,

96% ethanol ... 6 mm; primér testovaciho disku 6 mm;

Antimikrobidlni ucinnost okyseleného ethanolového extraktu z cervené fepy
rozpustény v destilované vodé byla testovana proti Enterobacter cloacae ve studii Veli¢anski
et al., (2011). Vuli¢ et al. (2013) testovali antimikrobialni G¢innost extraktu z Cervené fepy
za pouziti stejného extrakéniho postupu také proti Enterobacter cloacae. Pro testovani byla
v obou vyse zminénych studiich pouzita mimo klasické diskové diftzni metody, také jamkova
difizni metoda, u které bylo aplikovano 100 pl extraktu. Zatim co antimikrobialni u¢innost
testovaného extraktu klasickou difuzni metodou neposkytovala vyznamné vysledky,
po provedeni testovani t€hoz extraktu jamkovou difizni metodou byla zaznamenéana u obou

vyse zminénych studiich velikost zony inhibice 12 mm.
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I dalsi studie testovali antimikrobidlni uUCinnost extraktu ze cCervené fepy
proti  vybranym  grampozitivnim  (Microccocus  luteus, Bacillus  subtilis,
Staphylococcus  auterus,  Staphylococcus  epidermidis,  Enterococcus  faecalis)
a gramnegativnim bakteriim (Vibrio paraheamolyticus, Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Salmonella  typhymurium, Listeria monocytogenes) popi. nékterym  kvasinkam
(Sacharomyces cerevisiae, Candida albicans) a plisnim (Aspergilus niger) napt. v publikaci
Boo et al.( 2012).

Extrakt z ¢erveného hlavkového zeli

Extrakt z Cerveného hlavkového zeli byl pfipraven extrakci v ethanolu, ktery byl
po odpareni extrakéniho rozpoustédla rozpustén ve tiech podilech ve finalnich rozpoustédlech
(IM Tris/HCIL, 20% DMSO a 96% ethanol). Vyslednd koncentrace extrakti odpovidala
koncentraci 100 mg/ml. Vysledky testovdni antimikrobialni u€innosti proti testovanym
akrobakteriim a kronobakterim byly shrnuty do tabulky 28 a 29.

Proti testovanym arkobakterti byla zjiSténa nejvyssi antimikrobialni G¢innost extraktu
rozpusténého v ethanolu. Velikost zony inhibice byla u vSech testovanych arkobakteri
naméfena 10 - 11 mm. Extrakty rozpusténé v Tris/HCl a DMSO nemély proti testované
arkobaktery vyznamnou antimikrobialni ucinnost. Proti testovanym kronobaktrii nebyla
zjiSténa vyznamna antimikrobidlni UCinnost testovanych extraktGi z cerveného zeli.

Primér zony inhibice v podstaté odpovidala velikosti zony inhbice samotného rozpoustédla.

Tabulka 28 Antimikrobialni G¢innosti extraktu z ¢erveného hlavkového zeli - A. butzleri, A. cryaerophilus

Inhibi¢ni zéna - pramér (mm)
Bakterialni kmen/
druh extraktu A. butzleri A. cryaerophilus A. butzleri A. cryaerophilus
(konc. 100 mg/mi) CCUG 30484 UPa 2013/13 LMG 10828 CCM 7050
1M Tris/HCI 6+0,0 6+0,0 6+0,0 6+0,0
EtOH 20% DMSO 6=+0,0 6+0,0 6+0,0 7+0,0
96% EtOH 11+0,0 10+0,5 11£0,0 11£0,5

konc. ... koncentrace; etOH ... 96% ethanol; + smérodatna odchylka (n=2).
Pozn.: zény inhibice rozpoustédel bez extraktu: 1M Tris/HCI, 20% DMSO .. 6 mm; 96% ethanol ... 8 mm;
pramér testovaciho disku 6 mm.
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Tabulka 29 Antimikrobialni G¢innosti extraktu z ¢erveného hlavkového zeli - C. sakazakii, C. muytjensii, E. coli, S. aureus

Inhibiéni zona - pramér (mm)

Bakterialni kmen/
druh extraktu C. sakazakii C. muytjensii E. coli S. aureus
(o, o i) CCM 3461 ATCC51329 | CCM 3954 CCM 3953

1M TRIS/HCI 6+0,0 60,0 60,0 6+0,0
etOH 20% DMSO 6+0,0 6+0,0 6=+0,0 6+0,0

96% ethanol 10+0,5 10£0,5 10£0,0 9+0,5
konc. ... koncentrace; EtOH ... 96% ethanol; + smérodatnéa odchylka (n=2).
Pozn.: zbény inhibice rozpoustédel bez extraktu: C. sakazakii CCM  3461.. 1M  Tris/HCI,
20% DMSO 6 mm; 96% ethanol 10 mm; C. muytjensii ATCC 51329.. 1M Tris/HCI,

20% DMSO ... 6 mm; 96% ethanol ... 12 mm; E. coli CCM 3954 ... 1M Tris/HCI, 20% DMSO ... 6 mm;
96% ethanol 11mm; S. aureus CCM 3953 .. 1M Tris/HCI, 20% DMSO, 96% ethanol .. 6 mm;
primér papirového disku 6 mm.

Antimikrobidlni ucinnost extraktil z Cervené¢ho zeli byla jiz dfive publikovana
v nékolika studiich (Boo et al., 2012; Guild, 2014). V téchto studiich byla pouzita jina
metodika piipravy extrakti a také byly testovany jiné mikroorganismy. Hafidh et al. (2011)
se ve své publikaci zabyvali antimikrobidlni Uc¢innosti methanolového extaktu z dané
suroviny. Pro jejich testovani byla pouzita koncentrace 200 a 500 mg/ml, tedy vyssi
neZ u nami testovanych extrakti. Testovany byly nékteré grampozitivni
(Staphylococcus aureus) a gramnegativni (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica) bakterie, u kterych byla zaznamenana vyznamna
antimikrobialni ucinnost testovaného extraktu. V dostupné literatufe nebyla zaznamenana
publikace zabyvajici se antimikrobidlni ucinnosti extraktu z cervené¢ho hlavkového zeli

proti nami testovanym mikroorganismum.
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4.2 Stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci vybranych extraktu

mikrodilu¢ni metodou

Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) v 96 jamkové mikrotitraéni desti¢ce
bylo provedeno pro 8 antimikrobialné nejucingjsi extrakty, tedy pro extrakt z anyzu, badyanu,
hiebi¢ku, skofice, jalovce, muSkatového ofisku a dale pro extrakt ze smrkového jehlici
a Sipku. Pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace byly pouzity extrakty extrahované
v ethanolu a nasledné rozpusténé v 96% ethanolu a 20% DMSO. MIC téchto extrakti byla
stanovena pro vsechny testované kmeny rodu Arcobacter a dale pro kmen
C. sakazakii CCM 3461.

MIC testovanych extrakti pro A. buzleri CCUG 30484 jsou zaznamenany v tabulce
30 - 31. Z nize uvedenych tabulek je zifejmé, ze extrakty rozpusténé v DMSO a ethanolu
mély obdobnou schopnost inhibovat rist tohoto kmene. Pro tento kmen byla zjisténa MIC
0,313 mg/ml u extraktl z anyzu a badyanu rozpusténych v DMSO a 0,156 - 0,313 mg/ml
v piipad¢ extraktl rozpusténych v ethanolu. Extrakt z jalovce rozpustény v DMSO mél
schopnost inhibovat rast daného kmene jiz v koncentraci 1,25 - 0,625 mg/ml, obdobna MIC
byla zjisténa u téze extraktu rozpusténého v ethanolu, a to 0,625 mg/ml. Nejvyssi schopnost
potlacit rast A. buzleri CCUG 30484 m¢l extrakt z hiebicku, a to jak rozpustény v ethanolu
(MIC 0,039 - 0,019 mg/ml), tak extrakt rozpustény v DMSO (MIC 0,019 mg/ml).
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Tabulka 30 Vyhodnoceni mikrodilu¢ni metody pro A. butzleri CCUG 30484 - extrakt z anyzu, badyanu, jalovce a hiebicku

Druh Koncentracni rozsah (mg/ml)
extraktu 10,0 | 50 | 25| 1,25 | 0,625 | 0,313 | 0,156 | 0,078 | 0,039 | 0,019 | 0,0097 0,0049
A - - - - - - + + + + + +
A-D
B - - - - - - + + + + + +
A - - - - - - + + + + + +
A-E
B - - - - - - - + + + + +
A - - - - - - + + + + + +
B-D
B - - - - - - + + + + + +
A - - - - - - - + + + + +
B-E
B - - - - - - + + + + + +
A - - - - + + + + + + + +
J-D
B - - - - - + + + + + + +
A - - - - - + + + + + + +
J-E
B - - - - - + + + + + + +
A - - - - - - - - - - + +
H-D
B - - - - - - - - - - + +
A - - - - - - - - - - + +
H-E
B - - - - - - - - - + + +

A-D ... extrakt z anyzu rozpu$tény ve 20% DMSO; A-E ... extrakt z anyzu rozpustény v 96% ethanolu; B-D ... extrakt
z badyanu rozpustény ve 20% DMSO; B-E ... extrakt z badyanu rozpustény v 96% ethanolu; J-D ... extrakt z jalovce
rozpu$tény ve 20% DMSO; J-E ... extrakt z jalovce rozpustény v 96% ethanolu; H-D ... extrakt z hiebi¢ku rozpustény
ve 20% DMSO; H-E ... extrakt z hiebicku rozpustény v 96% ethanolu; A, B ... experiment pro danny extrakt provedeny
v dubletu; - ... bez narGstu; + ... pozitivni nartst.

Dale byla stanovena pro kmen A. buzleri CCUG 30484 minimalni inhibi¢ni
koncentrace extraktu z muskatového ofiSku, ktera pro extrakt rozpustény v DMSO odpovidala
koncentraci 0,156 mg/ml a pro extrakt rozpustény v ethanolu 0,078 - 0,156 mg/ml.
Stejnd hodnota MIC byla zjiSténa 1 u extraktu ze skofice rozpusténého v DMSO,
tedy 0,078 - 0,156 mg/ml. U extraktu ze skofice rozpusténého v ethanolu byla zjisténa
koncentrace potlacujici rast tohoto kmene 0,039 - 0,156 mg/ml. Extrakty ze skofice
a muskatového ofisku pattily k extraktim majici velmi vyznamnou schopnost potlacit rtst
tohoto kmene. MIC extraktu ze smrkového jehli¢i rozpusténého v DMSO a ethanolu pro dany
kmen odpovidala MIC zjisténé u anyzu a badyanu. U extraktu ze Sipku rozpusténého

v DMSO byla zjisténa koncentrace inhibujici rast tohoto kmene 0,078 mg/ml a pro extrakt

rozpustény v ethanolu byla zjisténa MIC 0,625 mg/ml.
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Tabulka 31 Vyhodnoceni mikrodiluéni metody pro A. butzleri CCUG 30484 - extrakt z muskatového ofisku, skofice,

smrkového jehli¢i a Sipku

Druh Koncentracni rozsah (mg/ml)
extraktu 100 | 50 | 25 | 1,25 | 0,625 | 0,313 | 0,156 | 0,078 | 0,039 | 0,019 | 0,0097 0,0049
A - - - - - - - + + + + +
M-D
B - - - - - - - + + + + +
A - - - - - - - + + + + +
M-E
B - - - - - - - - + + + +
A - - - - - - - - + + + +
S-D
B - - - - - - - + + + + +
A - - - - - - - + + + + +
S-E
B - - - - - - - - - + + +
A - - - - - - + + + + + +
Sm-D
B - - - - - - + + + + + +
A - - - - - - + + + + + +
Sm-E
B - - - - - - - + + + + +
A - - - - - - - - + + + +
S-D
- - - - - - - - + + + +
5 A - - - - - -+ + + + + + +
S-E
B - - - - - + + + + + + +

M-D ... extrakt z muskatového ofisku rozpusStény ve 20% DMSO; M-E ... extrakt z muskatového ofisku rozpustény
v 96% ethanolu; S-D ... extrakt ze skofice rzopustény ve 20% DMSO; S-E ... extrakt ze skofice rozpustény v 96% ethanolu;
Sm-D ... extrakt ze smrkového jehli¢i rozpustény ve 20% DMSO; Sm-E ... extrakt ze smrkového jehli¢i rozpustény
v 96% ethanolu; S-D ... extrakt z §ipku rozpustény ve 20% DMSO; S-E ... extrakt z §ipku rozpustény v 96% ethanolu;
A, B ... experiment pro danny extrakt provedeny v dubletu; - ... bez narGstu; + ... pozitivni nartst.

Minimalni inhibi¢ni koncentrace testovanych extrakti pro A. buzleri LMG 10828 byla
zaznamenana v tabulce 32 - 33. U téchto extraktll byla opét schopnost potlacit riist daného
kmene v ramci pouzitych rozpoustédel (DMSO, ethanol) obdobna. Vysledky zjisténé u tohoto
kmene byly obdobné jako byly zjistény u A. buzleri CCUG 30484. U extraktu z anyzu
rozpu$téného v DMSO byla zjisténa nejnizsi koncentrace potlacuji¢i rist daného kmene
1,25 -2,5 mg/ml. Pro tentyZ extrakt rozpustény v ethanolu byla zjist€éna MIC odpovidajici
koncentraci 0,625 mg/ml. U extraktli z badyanu, jalovce a hiebicku byla zjiSténa shodna
hodnota MIC pro extrakty rozpusténé v DMSO 1 ethanolu. Pro extrakt z badyanu byla MIC
testovaného kmene odpovidajici koncentraci 1,25 mg/ml, pro extrakt z jalovce byla

MIC 2,5 mg/ml a pro extrakt z hiebicku byla zjisténa MIC daného kmene 0,625 mg/ml.
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Tabulka 32 Vyhodnoceni mikrodiluéni metody pro A. butzleri LMG 10828 - extrakt z anyzu, badyanu, jalovce a hiebicku

Druh Koncentracni rozsah (mg/ml)
extraktu 100 | 50 | 25| 1,25 | 0,625 | 0,313 | 0,156 | 0,078 | 0,039 | 0,019 | 0,0097 0,0049
A - - - + + + + + + + + +
A-D
B - - - - + + + + + + + +
A - - - - - + + + + + + +
A-E
B - - - - - + + + + + + +
A - - - - + + + + + + + +
B-D
B - - - - + + + + + + + +
A - - - - + + + + + + + +
B-E
B - - - - + + + + + + + +
A - - - + + + + + + + + +
J-D
B - - - + + + + + + + + +
A - - - + + + + + + + + +
J-E
B - - - + + + + + + + + +
A - - - - - + + + + + + +
H-D
B - - - - - + + + + + + +
A - - - - - + + + + + + +
H-E
B - - - - - + + + + + + +

A-D ... extrakt z anyzu rozpu$tény ve 20% DMSO; A-E ... extrakt z anyzu rozpustény v 96% ethanolu; B-D ... extrakt
z badyanu rozpustény ve 20% DMSQO; B-E ... extrakt z badyanu rozpu§tény v 96% ethanolu; J-D ... extrakt z jalovce
rozpustény ve 20% DMSO; J-E ... extrakt z jalovce rozpustény v 96% ethanolu; H-D ... extrakt z hiebi¢ku rozpustény
ve 20% DMSO; H-E ... extrakt z hiebicku rozpustény v 96% ethanolu; A, B ... experiment pro danny extrakt provedeny
v dubletu; - ... bez narGstu; + ... pozitivni nartst.

Dale pro extrakt z muskatového ofisku byla stanovena MIC pro A. buzleri LMG 10828
odpovidajici MIC extraktu z anyzu rozpusttného v DMSO, tedy koncentraci
1,25 - 2,5 mg/ml. Pro tentyz extrakt byla stanovena MIC extraktu rozpusténého v ethanolu
2,5 mg/ml. Stejna MIC jako u extraktu z hiebi¢ku rozpusténého v DMSO byla zjisténa
1 MIC extraktu ze skotice rozpus§téna v témze rozpoustédle a to 0,625 mg/ml. Niz§i hodnota
MIC byla stanovena pro extrakt ze skofice rozpustény v ethanolu, tedy rozmezi koncentraci
0,156 - 0,313 mg/ml. Nejniz8§i hodnoty MIC byly zjiStény pro tento kmen u extraktd
ze smrkového jehli¢i a to jak rozpusténych v DMSO, tak v ethanolu. MIC tohoto extraktu
rozpusténého v DMSO byla zjiSténa pii koncentraci 2,5 mg/ml a pro extrakty rozpusténé

v ethanolu jiz pfi koncentraci 2,5 - 5,0 mg/ml. Poslednim extraktem, pro ktery byla stanovena

MIC pro A. buzleri LMG 10828, byly extrakty z Sipku. Pro tyto extrakty rozpusténé v DMSO
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byla zjisténa MIC odpovidajici koncentraci 5,0 mg/ml a pro extrakty rozpusténé v ethanolu

byla MIC 1,25 - 2,5 mg/ml.

Tabulka 33 Vyhodnoceni mikrodilu¢ni metody pro A. butzleri LMG 10828 - extrakt z muskatového ofisku, skofice,
smrkového jehlici a $ipku

Druh Koncentra¢ni rozsah (mg/ml)
extraktu 100 | 50 | 25| 125 | 0,625 | 0,313 | 0,156 | 0,078 | 0,039 | 0,019 | 0,0097 0,0049
A - - - + + + + + + + + +
M-D
B - - - - + + + + + + + +
A - - - + + + + + + + + +
M-E
B - - - + + + + + + + + +
A - - - - - + + + + + + +
S-D
B - - - - - + + + + + + +
A - - - - - - - + + + + +
S-E
B - - - - - - + + + + + +
A - - - + + + + + + + + +
Sm-D
B - - - + + + + + + + + +
A - - + + + + + + + + + +
Sm-E
B - - - + + + + + + + + +
5 A - - + + + + + + + + + +
S-D
B - - + + + + + + + + + +
A - - - - + + + + + + + +
S-E
B - - - + + + + + + + + +

M-D ... extrakt z muskatového ofisku rozpusStény ve 20% DMSO; M-E ... extrakt z muskatového ofisku rozpustény
v 96% ethanolu; S-D ... extrakt ze skofice rzopustény ve 20% DMSO; S-E ... extrakt ze skofice rozpustény v 96% ethanolu;
Sm-D ... extrakt ze smrkového jehli¢i rozpustény ve 20% DMSO; Sm-E ... extrakt ze smrkového jehli¢i rozpustény
v 96% ethanolu; S-D ... extrakt z §ipku rozpuitény ve 20% DMSO; S-E ... extrakt z §ipku rozpustény v 96% ethanolu;
A, B ... experiment pro danny extrakt provedeny v dubletu; - ... bez narGstu; + ... pozitivni nartst.

Dale byla stanovena minimalni inhibi¢ni koncentrace
pro A. cryaerophilus UPa 2013/13 a vysledky stanoveni byly zaznamenany v tabulce 34 - 35.
Také u tohoto kmene byla schopnost testovanych extraktd inhibovat rst u pouZitych
rozpoustédel (DMSO, ethanol) obdobna. Pro extrakty z anyzu rozpusténého v DMSO byla
zjisténa minimalni inhibi¢ni koncentrace 2,5 mg/ml a pro extrakty rozpusténé v ethanolu byla
stanovena MIC 1,25 mg/ml. Stejna koncentrace byla zjiSténa i v ptipad¢ extraktu z badyanu
rozpusténého v DMSO. Niz§i MIC byla stanovena u téhoz extraktu rozpusténého v ethanolu
a to 0,625 mg/ml. Shodnou schopnost potlacit rust A. cryaerophilus UPa 2013/13 mély
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extrakty z jalovce rozpusténé v DMSO a ethanolu, hodnota MIC odpovidala koncentraci
2,5 mg/ml. Tato koncentrace byla shodna jako v ptipadé anyzového extraktu rozpusténého
v DMSO. Nejvétsi schopnost inhibovat rist daného kmene mély extrakty z hiebicku,
pro kter¢ byla zjisttna MIC 0,313 mg/ml (extrakty rozpusténé v DMSO)
a 0,313 - 0,625 mg/ml (extrakty rozpusténé v ethanolu).

Tabulka 34 Vyhodnoceni mikrodiluéni metody pro A. cryaerophilus UPa 2013/13 - extrakt z anyzu, badyanu, jalovce

a hiebicku
Druh Koncentra¢ni rozsah (mg/ml)
extraktu 100 | 50 | 25| 1,25 | 0,625 | 0,313 | 0,156 | 0,078 | 0,039 | 0,019 | 0,0097 0,0049
A - - - + + + + + + + + +
A-D
B - - - + + + + + + + + +
A - - - - + + + + + + + +
A-E
B - - - - + + + + + + + +
A - - - - + + + + + + + +
B-D
B - - - - + + + + + + + +
A - - - - - + + + + + + +
B-E
B - - - - - + + + + + + +
A - - - + + + + + + + + +
J-D
B - - - + + + + + + + + +
A - - - + + + + + + + + +
J-E
B - - - + + + + + + + + +
A - - - - - - + + + + + +
H-D
B - - - - - - + + + + + +
A - - - - - - + + + + + +
H-E
B - - - - - + + + + + + +

A-D ... extrakt z anyzu rozpustény ve 20% DMSO; A-E ... extrakt z anyzu rozpustény v 96% ethanolu; B-D ... extrakt
z badyanu rozpustény ve 20% DMSO; B-E ... extrakt z badyanu rozpustény v 96% ethanolu; J-D ... extrakt z jalovce
rozpustény ve 20% DMSO; J-E ... extrakt z jalovce rozpustény v 96% ethanolu; H-D ... extrakt z hiebi¢ku rozpustény
ve 20% DMSO; H-E ... extrakt z hiebicku rozpustény v 96% ethanolu; A, B ... experiment pro danny extrakt provedeny
v dubletu; - ... bez narGstu; + ... pozitivni nartst.

Shodn4 hodnota MIC jako v piipadé extraktu z anyzu (rozpuSténého v ethanolu)

a badyanu (rozpusténého v DMSO) byla stanovena 1 u extraktu z muskatového ofisSku

rozpu$téného v DMSO (MIC 1,25 mg/ml). Dale byla zjiSténa stejna schopnost potlacit rist

testovaného kmene u extraktl z muSkéatového ofisku rozpusténého v ethanolu a extraktu

ze skofice rozpus$téné v DMSO. Hodnota MIC odpovidala koncentraci 0,625 mg/ml.
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Niz8i MIC byla zjisténa u extraktu ze skofice rozpusténého v ethanolu, tedy 0,313 mg/ml.
Tento extrakt byl dal§im extraktem vyznamné potacujici rist A. cryaerophilus UPa 2013/13.
Déle pro tento kmen stanovena MIC u extrakti ze smrkového jehli¢i a Sipku.
U extrakti ze smrkového jehli¢i byla zjisténa hodnota MIC 1,25 - 2,5 mg/ml
(extrakty rozpusténé v DMSO) a 5,0 mg/ml (extrakty rozpusténé v ethanolu).
Poslednimi extrakty byly extrakty z Sipku, u kterych byla zjisténa MIC pro danny kmen
1,25 mg/ml (extrakty rozpusténé v DMSO) a 5,0 mg/ml (extrakty rozpusténé v ethanolu).

Tabulka 35 Vyhodnoceni mikrodiluéni metody pro A. cryaerophilus UPa 2013/13 - extrakt z muskatového ofisku, skofice,

smrkového jehli¢i a $ipku

Druh Koncentraéni rozsah (mg/ml)
extraktu 100 | 50 | 25 | 1,25 | 0,625 | 0,313 | 0,156 | 0,078 | 0,039 | 0,019 | 0,0097 | 0,0049
A - - - - + + + + + + + +
M-D
B - - - - + + + + + + + +
A - - - - - + + + + + + +
M-E
B - - - - - + + + + + + +
A - - - - - + + + + + + +
S-D
B - - - - - + + + + + + +
A - - - - - - + + + + + +
S-E
B - - - - - - + + + + + +
A - - - - + + + + + + + +
Sm-D
B - - - + + + + + + + + +
A - - + + -+ -+ + + + + + +
Sm-E
B - - + + -+ -+ + + + + + +
A - - - - + + + + + + + +
S-D
B - - - - + + + + + + + +
A - - + + + + + + + + + +
S-E
B - - + + -+ -+ + + + + + +

M-D ... extrakt z muskatového ofisku rozpustény ve 20% DMSO; M-E ... extrakt z musSkatového ofisku rozpustény
v 96% ethanolu; S-D ... extrakt ze skofice rozpustény ve 20% DMSO; S-E ... extrakt ze skofice rozpustény v 96% ethanolu;
Sm-D ... extrakt ze smrkového jehli¢i rozpustény ve 20% DMSO; Sm-E ... extrakt ze smrkového jehli¢i rozpustény
v 96% ethanolu; S-D ... extrakt z ipku rozpuitény ve 20% DMSO; S-E ... extrakt z ipku rozpu$tény v 96% ethanolu;
A, B ... experiment pro danny extrakt provedeny v dubletu; - ... bez narQstu; + ... pozitivni nartst.

Minimalni inhibi¢ni koncentrace byla také stanovena pro A. cryaerophilus CCM 7050,
jejiz vysledky jsou uvedeny v tabulce 36 - 37. Jak tomu bylo i u vySe popsanych akrobaktert
také u tohoto kmene byly zjistény podobné vysledky MIC v ramci zvolenych rozpustédel
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(DMSO, ethanol). Vysledky MIC A. cryaerophilus CCM 7050 byly obdobné s vysledky
stanoveni MIC A. cryaerophilus UPa 2013/13. Pro extrakty z anyzu byla stanovena
MIC 0,313 - 0,625 mg/ml (extrakty rozpusténé v DMSO) a pro extrakty rozpusténé
v ethanolu byla zjisténa MIC 0,625 mg/ml. Stejna hodnota MIC pro tento kmen byla zjisténa
1 u extraktu z badyanu rozpusténého v ethanolu. U téhoz extraktu rozpusténého v DMSO byla
stanovena hodnota MIC odpovdajici koncentraci 0,625 - 1,25 mg/ml. Koncentrace inhibujici
rust daného kmene u extraktu z jalovce byla 1,25 - 2,5 mg/ml (extrakty rozpusténé v DMSO)
koncentrace inhibujici riist tohoto kmene 0,625 mg/ml (extrakty rozpusténé v DMSO)

a v ptripad¢ extraktli rozpusténych v ethanolu byla zjisténa MIC 0,313 mg/ml.

Tabulka 36 Vyhodnoceni mikrodilu¢ni metody pro A. cryaerophilus CCM 7050 - extrakt z anyzu, badyanu, jalovce

a hiebicku
Druh Koncentra¢ni rozsah (mg/ml)
extraktu 100 | 50 | 25 | 1,25 | 0,625 | 0,313 | 0,156 | 0,078 | 0,039 | 0,019 | 0,0097 | 0,0049
A - - - - - + + + + + + +
A-D
B - - - - - - + + + + + +
A - - - - - + + + + + + +
A-E
B - - - - - + + + + + + +
A - - - - + + + + + + + +
B-D
B - - - - - + + + + + + +
A - - - - - + + + + + + +
B-E
B - - - - - + + + + + + +
A - - - + + + + + + + + +
J-D
B - - - - + + + + + + + +
A - - - - + + + + + + + +
J-E
B - - - - + + + + + + + +
A - - - - - + + + + + + +
H-D
B - - - - - + + + + + + +
A - - - - - - + + + + + +
H-E
B - - - - - - + + + + + +

A-D .. extrakt z anyzu rozpuStény ve 20% DMSO; A-E ... extrakt z anyzu rozpusttny v 96% ethanolu;
B-D ... extrakt z badyanu rozpustény ve 20% DMSO; B-E ... extrakt z badyanu rozpustény v 96% ethanolu;
J-D .. extrakt z jalovce rozpustény ve 20% DMSO; J-E .. extrakt z jalovce rozpustény v 96% ethanolu;
H-D ... extrakt z hfebicku rozpustény ve 20% DMSO; H-E ... extrakt z hiebicku rozpustény v 96% ethanolu;
A, B ... experiment pro danny extrakt provedeny v dubletu; - ... bez narustu; + ... pozitivni nardst.
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Stejnd hodnota MIC (0,313 mg/ml) byla zjiS§téna 1 v piipadé testovanych extrakti
z muskatového ofiSku rozpusténého v ethanolu a extraktu ze skofice rozpusténé v DMSO.
U extraktu z muskatového ofisku rozpusttného v DMSO byla zjisténa
MIC 0,313 - 0,625 mg/ml. Nejvyssi schopnost inhibovat rist A. cryaerophilus CCM 7050 m¢l
extrakt ze skofice rozpustény v ethanolu, u kterého byla stanovena MIC 0,156 mg/ml.
Déle byla pro dany kmen stanovena MIC u extraktu ze smrkového jehli¢i a Sipku.
U extraktu ze smrkového jehlic¢i zjisténa MIC 1,25 - 2,5 mg/ml (extrakt rozpustény v DMSO)
a 2,5 mg/ml (extrakt rozpustény v ethanolu). V piipad¢ Sipkového extraktu meél véEtsi
schopnost inhibovat rist tohoto kmene exxtrakt rozpustény v DMSO (MIC 1,25 mg/ml),
nez extrakt rozpustény v ethanolu (MIC 10mg/ml), tak jak je tomu u vétSiny testovanych

extrakta.

Tabulka 37 Vyhodnoceni mikrodilu¢ni metody pro A. cryaerophilus CCM 7050 - extrakt z muskatového ofisku, skofice,

smrkového jehli¢i a Sipku

Druh Koncentraéni rozsah (mg/ml)
extraktu 10,0 | 50 | 25| 1,25 | 0,625 | 0,313 | 0,156 | 0,078 | 0,039 | 0,019 | 0,0097 0,0049
A - - - - - + + + + + + +
M-D
B - - - - - - + + + + + +
A - - - - - - + + + + + +
M-E
B - - - - - - + + + + + +
A - - - - - - + + + + + +
S-D
B - - - - - - + + + + + +
A - - - - - - - + + + + +
S-E
B - - - - - - - + + + + +
A - - - - + + + + + + + +
Sm-D
B - - - + + + + + + + + +
A - - - + + + + + + + + +
Sm-E
B - - - + + + + + + + + +
A - - - - + + + + + + + +
S-D
B - - - - + + + + + + + +
A = + + + + + + + + + + +
S-E
B = + + + + + + + + + + +

M-D ... extrakt z muskatového ofisku rozpustény ve 20% DMSO; M-E ... extrakt z muskatového ofisku rozpustény
v 96% ethanolu; S-D ... extrakt ze skofice rozpustény ve 20% DMSO; S-E ... extrakt ze skofice rozpustény v 96% ethanolu;
Sm-D ... extrakt ze smrkového jehli¢i rozpustény ve 20% DMSO; Sm-E ... extrakt ze smrkového jehli¢i rozpustény
v 96% ethanolu; S-D ... extrakt z $ipku rozpuitény ve 20% DMSO; S-E ... extrakt z §ipku rozpuitény v 96% ethanolu;
A, B ... experiment pro danny extrakt provedeny v dubletu; - ... bez narastu; + ... pozitivni nartst.
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Dale pro stanoveni MIC byl pouzit i u zastupce rodu Cronobacter,
a to C. sakazakii CCM 3461. Pro tento kmen byly pro zachyceni MIC pouzity 3 koncentra¢ni
rozsahy prislusnych extraktl. Vysledky dilu¢ni metody pro tento kmen byl zaznamenan
do tabulky 38 - 40. Oproti akrobaktertim, u kterych byl rozdil MIC mezi testovanymi extrakty
rozpu$ténymi v DMSO a ethanolu minimalni, byl v pfipadé C. sakazakii CCM 3461 rozdil
MIC mezi rozpoustédly (DMSO, ethanol) u nékterych extrakti vyrazny.

Shodnd hodnota MIC (5,0 mg/ml) byla zjiSténa u extrakti z anyzu rozpusSténého
v ethanolu, muskatového ofiSku rozpuSténého v ethanolu, déale extraktu z hiebicku
rozpu$téného v DMSO extraktu ze skofice také rozpusténého v DMSO (viz tabulka 38).

v

v ethanolu a to 1,25 mg/ml a extraktu ze skofice rozpusténé v ethanolu (MIC 2,5 mg/ml).

Tabulka 38 Vyhodnoceni mikrodiluéni metody pro C. sakazakii CCM 3461 - extrakt z anyzu, hiebicku,

muskatového ofisku a skofice

Druh Koncentraéni rozsah (mg/ml)
extraktu 100 | 50 | 25 | 1,25 | 0,625 | 0,313 | 0,156 | 0,078 | 0,039 | 0,019 | 0,0097 | 0,0049
A - - + + + + + + + + + +
A-E
B - - + + + + + + + + + +
A - - -+ -+ + + + + + + + +
H-D
B - - -+ -+ + + + + + + + +
A - - - - + + + + + + + +
H-E
B - - - - + + + + + + + +
A - = -+ -+ + + + + + + + +
M-E
B - - -+ -+ + + + + + + + +
A - - + + + + + + + + + +
S-D
B - - + + + + + + + + + +
A - - = -+ + + + + + + + +
S-E
B - - = -+ + + + + + + + +

A-E ... extrakt z anyzu rozpustény v 96% ethanolu; H-D ... extrakt z hiebicku rozpustény ve 20% DMSO;
H-E ... extrakt z hiebiCku rozpustény v 96% ethanolu; M-E ... extrakt z muskatového ofisku rozpustény v 96% ethanolu;
S-D ... extrakt ze skofice rozpuStény ve 20% DMSO; S-E ... extrakt ze skofice rozpustény v 96% ethanolu;
A, B ... experiment pro danny extrakt provedeny v dubletu; - ... bez narGstu; + ... pozitivni nartst.
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Tabulka 39 Vyhodnoceni mikrodilu¢ni metody pro C. sakazakii CCM 3461 - extrakt z badyanu, jalovce, smrkového jehli¢i

a Sipku
Druh Koncentracni rozsah (mg/ml)
extraktu 25 | 125 | 6,25 | 3,125 1,56 0,78 0,39 0,195 | 0,097 | 0,048 0,024 0,0122
A - - - - - + + + + + + +
B-E
B - - - - - + + + + + + +
A - - - - - + + + + + + +
J-E
B - - - - - + + + + + + +
A - - - - - + + + + + + +
Sm-E
B - - - - - + + + + + + +
A - - - - = + + + + + + +
S-E
B - - - - - + + + + + + +
B-E .. extrakt z badyanu rozpustény v 96% ecthanolu; J-E ... extrakt z jalovce rozpuStény v 96% ethanolu;
Sm-E ... extrakt ze smrkového jehli¢i rozpustény v 96% ethanolu; S-E ... extrakt z Sipku rozpustény v 96% ethanolu;
A, B ... experiment pro danny extrakt provedeny v dubletu; - ... bez narGstu; + ... pozitivni nartst.

Pro C. sakazakii CCM 3461 byla stanovena MIC i u extraktll z badyanu, jalovce,
smrkového jehli¢i a Sipku rozpusténych v ethanolu, kterd odpovidala u vSech téchto extraktl
koncentraci 1,56 mg/ml (viz tabulka 39).

U extrakti z anyzu a Sipku rozpustétnych v DMSO byla zjistétna MIC
pro C. sakazakii CCM 3461 odpovidajici koncentraci 25 mg/ml. MIC daného kmene
v piipadé extraktu z badyanu rozpusténého v DMSO odpovidala koncentraci 12,5 mg/ml.
Nejniz§i schopnost inhibovat rust C. sakazakii CCM 3461 mé¢la extrakty z jalovce, smrkového
jehli¢i a Sipku rozpusténych v DMSO. V pfipadé extrakti z jalovce a smrkového jehli¢i
rozpusténych v DMSO byla zjisténa MIC 50 mg/ml a u extraktu z Sipku rozpusténého
v DMSO byla stanovena MIC 25 - 50 mg/ml. Vysledky diluéni metody
pro C. sakazakii CCM 3461 pro dané extrakty rozpusténé v DMSO byly zaznamenany
v tabulce 40.
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Tabulka 40 Vyhodnoceni mikrodilu¢ni metody pro C. sakazakii CCM 3461 - extrakt z anyzu, badyanu, jalovce,

muskatového ofisku, smrkového jehlici a Sipku

Koncentra¢ni rozsah (mg/ml)

Druh extraktu 100 50 25 12,5 6.25 3.125

A - - - + + +
A-D

B - - - + + +

A - - - = + +
B-D

B - - - - + +

A - - + + + +
J-D

B - - + + + +

A - - = + + +
M-D

B - - - + + +

A - - + + + +

Sm-D

B - - + + + +

A - = T + + +
S-D

B - - - + + +

A-D .. extrakt z anyzu rozpuSttny ve 20% DMSO; B-D ... extrakt z badydnu rozpustény ve 20% DMSO;
J-D ... extrakt z jalovce rozpustény ve 20% DMSO; M-D ... extrakt z muskatového ofisku ve 20% DMSO;
Sm-D ... extrakt ze smrkového jehli¢i rozpustény ve 20% DMSO; S-D ... extrakt z $ipku rozpustény ve 20% DMSO;
A, B ... experiment pro danny extrakt provedeny v dubletu; - ... bez narGstu; + ... pozitivni nartst.

V diive publikovanych studiich byly ndmi testované extrakty pouzity pro stanoveni
MIC pro nékteré campylobaktery a enterobaktery, blizké piibuzné arkobaktert
a kronobakter. Sheeladevi a Ramanathan (2012) ve své studii stanovili MIC esencialnich
oleju ze skofice a hiebicku pro Campylobacter spp., ktera odpovidala koncentraci 80 ul/ml
(esencialni olej ze skofice) a 60 pl/ml (esencialni olej z hiebi¢ku). V dalsich publikacich byla
pro dany kmen Campylobacter jejuni stanovena MIC esencialniho oleje z jalovce, anyzu,
muskatového ofisku, skofice a hiebicku (Kovacs et al., 2016; Sela et al., 2015;
Smith-Palmer et al., 1998). Kovacs et al. (2016) stanovili MIC esencialniho oleje z hiebi¢ku
odpovidajici koncentraci 200 pg/ml. Pro testované arkobaktery nebyla z dostupné literatury
dohledana publikace stanovujici minimalni inhibi¢ni koncentraci ndmi tetovanych extraktt.

MIC né&kterych testovanych extraktd byla diive stanovena také pro C. sakazakii
nebo bzla v nekterych publikacich MIC stanovena pro urcité kmeny rodu Enterobacter.
Al-Nabulsi et al. (2015) publikoval stanoveni MIC esencialniho oleje ze skofice pro smés
kmeni C. sakazakii. Nanasombat a Lohasupthawee (2005) ve své studii stanovili

pro Enterobacter aerogenes MIC ethanolového extraktu ze skofice (MIC 166,7 mg/ml)
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a hiebi¢ku (10,4 mg/ml) rozpusténych v 10% DMSO. MIC zjisténa v této studii pro dané
extrakty je vyS$Si nez pro nami testovany kmen C. sakazakii CCM 3461, pro ktery byla
zjisténa MIC téchto extrakti 5,0 mg/ml. V této publikaci byla dale pro dany mikrooganismus
stanovena MIC esencialniho oleje z muskatového ofisku.

MIC testovanych extrakti byla stanovena a publikovdna i1 v dalSich studiich.
V téchto studiich byla pouzita jind metodika pfipravy extraktii nebo byla MIC stanovena
u esencialnich oleji. MIC byla stanovena pro vybrané grampozitivni (Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae) nebo gramnegativni (E. coli, Yersenia enterocolitica,
Listeria inocua, Proteus spp., Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa)
mikroorganismy, popf. pro nékteré kvasinky (Candida albicans, Candida krusei,
Crypcoccus neoformans) a plisné. Ozturk Yilmaz a Ercisli (2011) ve své studii stanovili MIC
methanolového extraktu z Sipku potlacujici riist vybranych bakterii. MIC esencidlnich oleji
ze skoftice, hiebi¢ku a anyzu byla stanovena ve studii Tarek et al. (2014). Freire et al. (2011)
ve své publikaci stanovili MIC esencidlnich oleji z anyzu a badyanu rozpusténych v DMSO
pro vybrané mikroorganismy (E. coli, Staphylococcus aureus, Aspergilus flavus).
MIC esencidlniho oleje z jalovce byla také stanovena makrodiluéni metodou celé tady
grampozitivnich a gramnegativnich bakterii, popf. nékterych kvasinek a plisni ve studii

Pepeljnajak et al. (2005).
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5 ZAVER

Diplomova prace se zabyva antimikrobidlni u¢innosti pfirodnich matric na vybrané
kmeny rodu Arcobacter a Cronobacter, pro které byla v teoretické ¢asti shrnuta taxonomie,
morfologie, patogenita, laboratorni diagnostika a moznosti terapie. Déle byla v teoretické
¢asti zahrnuta kapitola popisujici zakladni skupiny pfirodnich a syntetickych latek inhibujici
rust mikroorganismi. Posledni kapitola teoretické casti zahrnuje struéné seznameni
s ptirodnimi matricemi, které byly pouZity pro ptipravu extrakti.

Pro testovani antimikrobialni Uc¢innosti byly pfipraveny extrakty z 13 pfirodnich
material, a to z anyzu, badyanu, hiebicku, jalovce, musSkatového ofechu, skofice,
dale z celeru, celerové naté, Cerveného hlavkového zeli, Cervené tepy, smrkového jehlici,
borovicového jehli¢i a Sipku. Pfirodni matrice byly extrahovany ve tfech extrakénich
¢inidlech a rozpusStény v ruznych findlnich rozpoustédlech. Antimikrobidlni ucinnost
pfipravenych extraktii byla testovana diskovou difuzni metodou. Nasledné bylo vybrano
8 antimikrobidlné nejucinnéjsich extraktl (rozpusténych v DMSO a ethanolu), u kterych byla
pro dané kmeny rodu Arcobacter a Cronobacter stanovena minimalni inhibi¢ni koncentrace
mikrodilu¢ni metodou.

Antimikrobidlné nejucinnéjSim testovanym extraktem proti testovanym arkobakterim
byly extrakty z hiebicku a skofice. V pfipad¢ extrakti z hiebicku byla zjiSténa nejvyssi
antimikrobialni u¢innost u extakti rozpusténych v ethanolu, vyznamné zony inhibice byly
naméfeny i1 u extraktd rozpusténych v Tris/HCl a DMSO. Extrakty ze skofice vykazovaly
proti testovanym arkobakterim jesté vyssi antimikrobidlni aktivitu, velikost naméfené zony
inhibice byla az 34 mm. Vyznamna citlivost téhoZ extraktu byla zjiSténa také pro extrakty
rozpusténé v Tris/HCI a DMSO (velikost zony inhibice do 20 mm).

Vyznamnou antimikrobidlni G€innost mély také ethanolové extrakty z anyzu, badyanu,
jalovce, muskatového ofisku a Sipku Obdobnou antimikrobialni u¢innost proti testovanym
arkobakterim méli extrakty z borovicového a smrkového jehlici. Nejnizsi antimikrobialni
ucinnost vykazovaly extrakty z celeru a celerové naté, ¢erveného hlavkového zeli a Cervené
fepy. Antimikrobidlni u¢innost vSech extraktii byla proti testovanym kronobakteriim nizsi nez
u arkobakterii. To mohlo byt dano vySsi odolnosti téchto bakterii. Nékteré extrakty nemély
proti kronobakteriim vyznamou antimikrobialni Gi¢innosti.

Déle byla stanovena MIC u extrakti ze skofice, hiebicku, anyzu, badyanu,

muskatového ofiSku, jalovce, smrkového jehli¢i a Sipku. MIC byla stanovena u vSech
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testovanych zastupcti rodu Arcobacter a C. sakazakii CCM 3461. V piipad¢ arkobaktert byla
zjisténa vzdy vyssi G€innost extraktu rozpusténého v ethanolu, nez extraktl rozpusténych
v DMSO. Nejvyssi schopnost inhibovat rist danych arkobakterii mély opét extrakty
ze skofice a hiebicku rozpusténé v ethanolu a to pfedev§im u kmene A. buzleri CCUG 30484
(MIC hiebi¢kového extraktu 0,019 mg/ml, skoficového extraktu 0,156 - 0,039 mg/ml).
DalSimi extrakty, které byly schopné potlacit rast arkobakteri byly extrakty z anyzu,
badyanu, jalovce a muskatového ofisku a to jak rozpuSténé v DMSO tak v ethanolu.
U téchto extrakt byla zjisténa MIC kolem 0,625 mg/ml. Nejnizsi schopnost inhibovat rust
téchto bakterii mely extrakty z Sipku a smrkového jehlici.

V pripadé¢ C. sakazakii CCM 3461 byl zjistén vétsi rozdil mezi MIC extraktl
rozpusténych v ethanolu a DMSO. Extrakty rozpusténé v DMSO méli zna¢né nizsi schopnost
potlacit rlst testovaného kronobaktera. Nejvyssi schopnost inhibice mél extrakt z hiebicku
rozpustény v ethanolu (MIC 1,25 mg/ml), ale také extrakty z badyanu, jalovce, smrkového
jehlici a Sipku taktéz rozpusténé v ethanolu, u kterych byla zjisténa MIC 1,56 mg/ml.

Zavérem lze ftici, ze vSechny testované extrakty mély proti vybranym
mikroorganismiim antimikrobidlni aktivitu, coZ by mohlo mit potenciondlni vyuziti

v potravinafstvi, ale i medicing.
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Piiloha A Cisté kultury kment rodu Arcobacter a Cronobacter pouzitych k

testovani antimikrobidlni uc¢innosti extraktl z ptirodnich matric

A ... 24 - 48 hodinova Kkultura A. cryaerophilus UPa 2013/13; B ... 24 - 48 hodinova kultura
A. cryaerophilus 7050; C ... 24 - 48 hodinova kultura A. buzleri CCUG 30484; D ... 24 - 48 hodinova
kultura A. buzleri LMG 10828; E ... C. sakazakii CCM 3461; F .. 24 hodinova kultura
C. muytjensii ATCC 51329.
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Priloha B Antimikrobidlni u¢innost vybranych extraktii proti testovanym

arkobakteraim

A ... A cryaerophylus CCM 7050; B ... A. buzleri 10828; C ... A. buzleri CCUG 30484; D ... A. cryaerophilus UPa 2013/13;
S-E-E ... ethanolovy extrakt ze skofice rozpustény v ethanolu; S-E-D ... ethanolovy extrakt ze skofice rozpustény
ve 20% DMSO; S-E-T ... ethanolovy extrakt ze skofice rozpustény v 1M Tris/HCl; ; A-D ... extrakt z anyzu rozpustény
ve 20% DMSO; A-E ... extrakt z anyzu rozpustény v 96% ethanolu; B-E ... extrakt z badyanu rozpustény v 96% ethanolu;
B-D ... extrakt z badyanu rozpustény ve 20% DMSO; J-E ... extrakt z jalovce rozpustény v 96% ethanolu; J-D ... extrakt
z jalovce rozpustény ve 20% DMSO; H-E-D ... ethanolovy extrakt z hfebicku rozpustény ve 20% DMSO;
H-E-E ... ethanolovy extrakt z hiebitku rozpuitény v 96% ethanolu; S-E-E ... ethanolovy extrakt z §ipku rozpuitény
v 96% ethanolu; $-E-D ... ethanolovy extrakt z Sipku rozpustény ve 20% DMSO; S-M-T ... methanolovy extrakt ze skofice
rozpustény v 1M Tris/HCl; S-M-E ... methanolovy extrakt ze skofice rozpustény v 96% ethanolu; S-M-D ... methanolovy
extrakt ze skofice rozpustény ve 20% DMSO.

Pozn.: ¢ervené ohraniceni ... primér zony inhibice.
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Priloha C Antimikrobidlni aktivita vybranych extraktii
proti C. sakazakii CCM 3461 stanovenych diskovou diftizni metodou

H-1-D ... isopropanolovy extrakt z hiebicku rozpustény ve 20% DMSO; H-I-E ... isopropanolovy extrakt z hiebicku
rozpustény v 96% ethanolu; H-E-D ... ethanolovy extrakt z hiebi¢ku rozpustény ve 20% DMSO; H-E-E ... ethanolovy
extrakt z hiebiCku rozpustény v 96% ethanolu; H-M-D ... methanolovy extrakz z hiebicku rozpustény ve 20% DMSO;
H-M-E ... methanolovy extrakt z hiebicku rozpustény v ethanolu; A-D ... extrakt z anyzu rozpustény ve 20% DMSO;
A-E ... extrakt z anyzu rozpu$tény v 96% ethanolu; Sm-D ... ethanolovy extrakt ze smrkového jehli¢i rozpustény
ve 20% DMSO; Sm-E ... ethanolovy extrakt ze smrkového jehli¢i rozpustény v 96% ethanolu; J-D ... extrakt z jalovce
rozpuitény ve 20% DMSO; J-E ... extrakt z jalovce rozpuitény v 96% ethanolu; S-1-E ... isopropanolovy extrakt z Sipku
rozpuitény v 96% ethanolu; §-1-D ... isopropanolovy extrakt z Sipku rozpustény ve 20% DMSO; S-E-E ... ethanolovy extrakt
z &ipku rozpuitény v 96% ethanolu; S-E-D ... ethanolovy extrakt z §ipku rozpuitény ve 20% DMSO; §-M-E ... methanolovy
extrakt z Sipku rozpuitény v 96% ethanolu; S-M-D ... methanolovy extrakt z Sipku rozpuitény ve 20% DMSO;
M-E ... extrakt z muskatového ofisku rozpustény v 96% ethanolu; M-D ... extrakt z muskatového ofiSku rozpustény
ve 20% DMSO; B-E ... extrakt z badyanu rozpustény v 96% ethanolu; B-D ... extrakt z badyanu rozpustény ve 20% DMSO;
S-E ... ethanolovy extrakt ze skofice rozpustény v ethanolu; S-D ... ethanolovy extrakt ze skofice rozpustény ve 20% DMSO.
Pozn.: ¢ervené ohraniceni ... praimér zony inhibice.
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