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ANOTACE

Tématem této prace je stanoveni antimikrobialni a antifungalni aktivity hydrolatd.
Pro testovani byly vyuzity hydrolaty levandule, fenyklu, bobkového listu a hiebicku.
Hydrolaty jsou vedlejsi produkty destilace silic a po fadé dalSich experimenti by mohly byt

nekteré tyto latky vyuzivany pro své antimikrobialni G€inky.
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TITLE
Antimicrobial effect of concentrated hydrolats obtained from plant material destillation
ANNOTATION

The diploma thesis is devoted to the determination of antimicrobial activity and antifungal
activity. There were tested hydrolates of lavender, fennel, laurel and clove. Hydrolates are
products of the destillation of essential oils. They could be used in natural medicine for a lot

of testing.
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UvVOD

Zijeme v dobg, kdy neustale stoupa zdjem o alternativni medicinu a sni spojena piirodni
l€¢iva. Ptirodni produkty slouzily jako hlavni zdroj 1€k po cela staleti a priblizné polovina
lé¢iv pouzivanych dnes pochazi z ptirodnich zdroji (Clark, 1996). Do velké obliby
se dostavaji esencidlni oleje, kterymi je dneS$ni trh znaéné zasoben. Pfi vyrobé téchto silic
vznika velké mnozstvi vedlejSich produktt parni destilace ¢i hydrodestilace zvané hydrolaty,

které nejsou nijak dal vyuzivany.

Téma prace je odrazem rostouctho zajmu o pfirodni Iékatfstvi. Hlavnim cilem je prokéazani
antimikrobialnich G¢inkt danych druht hydrolati — jedna se o hydrolaty levandule, fenyklu,
bobkového listu a hiebicku. Je znamé, ze silice t€chto rostlin maji antimikrobialni G€inky,
jak se ale chovaji jejich hydrolaty, neni doposud jasn€ definovano. Pro srovnani nebyly
testovany pouze ziskané hydrolaty, avSak také hydrolaty do zakoncentrovani. K testovani
byly pouzity klinicky dostupné bakterialni kmeny Staphylococcus aureus, Enterococcus
Jaecalis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli a kvasinka Candida albicans. Velka Cast

testovani byla také vénovana bakteriim rodu Arcobacter.

Zasadni otazkou pro budouci studie je to, jak velkych antimikrobialnich G¢inkt jsou hydrolaty
schopny a zda by se do budoucnosti mohly zatadit bok po boku k béZné pouzivanym
esencialnim olejum nebo zda jejich pfipadné 1éCivé uCinky zastanou definovany pouze

v teoretické roving.

14



1 TEORETICKA CAST

1.1 Prirodni litky — seznameni a historie

Ptirodni latky mivaji Casto antimikrobialni uCinky. Tyto latky mizeme zjednoduSené nazyvat
ptirodnimi antibiotiky, nebot mivaji protizanétlivé a tlumici u€inky (Wenzel, 2014). Védci
z odlisSnych casti sveta neustale zkoumaji rostliny s ohledem na jejich antimikrobialni

uzite¢nost (Cowan, 1999).

Zivot na Zemi zalal pied asi ¢tyfmi miliardami let vyvojem jednobun&&nych organismd.
Mnoho z téchto zakladnich organismu, vCetné fas a bakterii, stale zije v naSem dne$nim svéte
(Bruckle, 1997). Dlouho pfedtim, nez lidstvo poprvé popsalo existenci mikroorganismda, byla
vyslovena teorie o 1éCivém potencidlu nékterych rostlin. V souCasné dobé hovotime
o antimikrobidlnim potencialu (Rios a Recio, 2005). U rostlin byla v soucastnosti popsana
produkce az 30 000 riznych teékavych slouCenin s antimikrobialnim potencialem (Bruckle,
1997). Rostlinné t€kavé oleje jsou obecné izolovany z nerostného rostlinného materialu
destilatnimi metodami a jsou ruznorodymi smésmi hlavnich terpenoidi (monoterpent
a seskviterpent). Ze studii je jasné, ze tyto sekundarni metabolity rostlin maji potencial

1 v medicin€ (Dorman a Deans, 2000).

Od Staroveku pouziva Clovek rostliny k 1é¢bé béznych infekénich onemocnéni a nékteré
ztéchto tradi¢nich ,1ék0“ jsou stale zahrnuty v ramci obvyklého I1éCeni rGznych
chorob. Napfiklad pouziti brusinkové Stavy (Vaccinium macrocarpon) je hojné€ pouzivano
k 1écbe infekci mocovych cest (Rios a Recio, 2005). Prirodni latky vyuzivaly ke svému
prospéchu jiz v Antice (Wenzel, 2014). Pad starodavnych civilizaci pfedchazel zépadnimu
pokroku v chapani 1éCivych rostlin, pfiCemz velka ¢ast dokumentace rostlinnych 1€¢iv byla
zniCena nebo ztracena. BEéhem temného véku arabsky svét pokracoval ve vykopavani
vlastnich starSich dél a stavéni na nich (Cowan, 1999). Nejvétsiho rozkveétu dosahlo piirodni
l1ékarstvi v obdobi baroka, kde byly hojné vydavany ilustrované knihy, které slouzily nejen
pro lékare, ale i pro bohaté mestany. V této dobé se konecné podatilo ziskat kvalitni 1éCiva
a stanovit tak presné davkovani, ze kterého vychazi dnesni medicina z ¢asti dodnes. Bohuzel
az 0 100 let pozd¢ji se zaCala véda zajimat o pfirodni latky v SirSim méfitku a pfihlizet na né
s vétsim respektem, nez sjakym na né bylo v minulosti nahlizeno. SouCasny trend nam
ukazuje, ze poptavka po téchto latkach bude dal strmé stoupat (Wenzel, 2014) 1 vzhledem

k postupnému celosvétovému zanikani nékterych rostlinnych druhti (Cowan, 1999).
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LéCivé rostliny mivaji antibakteridlni, antivirové a antimykotické ucinky, diky obsahu
biologicky aktivnich latek. Tyto latky vznikaji nebo se ukladaji jak v celém rostlinném téle,
tak mohou byt obsazeny 1 jednotlivych castech rostliny (Wenzel, 2014). Pomérmné malé
procento (1 az 10 %) rostlin slouzi jako potravina pro lidi 1 zvifata. Dal§im hnacim faktorem
pro znovu ziskany zajem o antimikrobialni latky v rostlinach za poslednich 40 let je fakt,

ze stale vice rostlinnych druhi zanika (Cowan, 1999).

1.1.1 Zdroje prirodnich latek

Potencial vyssich rostlin jako zdroje novych 1€¢ivych latek je stale znatn€ neprozkoumany.
Z odhadovanych 250-500 000 druha rostlin bylo zkoumano pouze malé procento a frakce
podrobena biologickému nebo farmakologickému testovani je jeSté mensi. Kazdé
fytochemické vySetieni dané rostliny tedy odhali pouze velmi tzké spektrum jeho slozek
(Mahesh a Satish, 2008). Vzhledem k velkému poctu rostlinnych druht, které mame
potencialné k dispozici pro pifipadné studie, je nezbytné mit u€inné metody pro hodnoceni

ucinnosti lé¢ivych rostlin (Das a kol., 2009).

Bakterialni rezistence je stale ¢im dal vétsi problém po celém svéte a je jednou z hlavnich
pti¢in selhani pfi 1écbé infekCnich onemocnéni. Vyrobky na bazi pfirodnich latek, véetne
sekundarnich metabolitd rostlin (fytochemikalie), mohou byt pouzity k prekonani nebo
snizeni tohoto problému (Lopez-Romero a kol. 2015). Z n€kolika stovek tisic 1é¢ivych
piipravka danych druht rostlin rozsifenych po celém svéte, byla jen mala Cast zkoumana
jak fytochemicky, tak i1 farmakologicky (Das a kol., 2009). Antibakterialni slouCeniny
odvozené od rostlin mohou byt cenné jako nové prostiedky pro eliminaci vyskytu
zoonotickych patogend rezistentnich vici antibiotikim (Palaniappan a Hollley, 2010).
Antibakterialni latky odvozené od rostlin jsou op€tovnym zdrojem novych 1éCiv, avsak
zpusob ucinku se vyznamné lisi od b&znych chemickych 1éCiv (Hemaiswarya a kol., 2008).
Bakterie jsou schopny =ziskat rezistenci na antibiotika a antiseptickd cinidla. Objev
terapeuticky uziteCnych pfirodnich sloucenin, by mohl zlep$it 1écbu a eradikaci danych

kment (Oluwatuyi a kol., 2014).

V piirod€ existuje velké mnozstvi riznych typu antimikrobialnich latek, které hraji dulezitou
roli v pfirozené obran€ vSech druht organismu (Rauha a kol., 2000). V pfistich nékolika
letech by studie 1é¢ivych rostlin jako antimikrobialnich latek mély byt Castecn€é zamefeny
na zji§tovani specifickych informaci o antimikrobialni aktivité rostlin. Izolace ucCinnych

slouCenin by mela byt provedena ve svétle znamych aktivit rostliny a podobné by méla byt
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fizena izolace potencialnich principt (Rios a Recio, 2005). Zajem o vyzkum pfirodnich
produktd je silny a lze jej pfisoudit nékolika faktorim, vCetné nesplnénych terapeutickych
potieb, pozoruhodnou rozmanitost chemickych struktur a biologickych aktivit piirozené

se vyskytujicich sekundarnich metabolita (Clark, 1996).
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1.2 Hlavni skupiny antimikrobidlnich slou¢enin

Studium 1é€ivych rostlin jako antimikrobialnich latek je nezbytné pro ziskani informaci

o lé¢ivych rostlinach a jejich skute¢né biologické hodnoté€. Je vSak nezbytné pouzit standardni

metodu vySetfovani (Rios a Recio, 2005).

Nekteré chemické slouceniny vykazuji mensi ¢i vetsi antimikrobidlni u¢inky, jenz byvaji poté

zkoumany a nasledn€ vyuzity ve farmaceutickém prumyslu.
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Obrdzek 1 Struktury béznych rostlinnych chemickych sloudenin s antimikrobialnim t¢inkem (Cowan, 1999)

Nejvyznamnéj$imi skupinami latek v rostlinach jsou alkaloidy, fenoly, terpeny, glykosidy

asilice. Jedna se

o priklady sekundarnich metaboliti rostlin, které muzeme identifikovat

u zivocichy, v houbach ¢i mikroorganismech (Appendino a kol., 2010).
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1.2.1 Esencidlni oleje

Esencialni oleje neboli silice jsou prikladem tékavych, ve vod€ nerozpustnych olejovitych
latek ¢i jejich smési. Jsou charakteristické svymi vinémi a palCivou chuti, jsou velmi tékavé

pfi nizkych teplotach (Cosentino a kol., 2002).

Chemické slozky, které tvoii esencidlni oleje, jsou produkovany béhem druhého stupné
biosyntézy, proto se nazyvaji sekundarni metabolity. Existuje n€kolik zpusobu extrakce
tékavych slozek z rostlin. Destilaci je mozné provadét nékolika zpusoby - vodni destilace,
destilace vodou a parou a parni destilace (Buckle, 1997). Hlavni slou€eniny jsou odvozeny
pouze ze tfi biosyntetickych cest, mevalonatové drahy vedouci k seskviterpenim, drahy
methyl-erithrytolu vedouci k mono- a diterpenim a drahy kyseliny shikimové na cesté

k fenylpropenim (Baser a Buchbauer, 2010).

Parni destilace je nejrychlejsi zpusob, jak destilovat éterické oleje. Para uvoliiuje tékavé
nepoléarni slozky rostliny a prochazi do kondenzatoru, ktery ochlazuje smes (Buckle, 1997).
Nejcasteji jsou silice tvofeny terpeny, zejména monoterpenickymi uhlovodiky, aldehydy,
alkoholy, ketony, kyselinami, estery nebo seskviterpeny. Dale mohou obsahovat

fenylpropanoidy (Sobkova, 2009).

paraa

tékavy olej

chladici
spirala

chladici voda ~——p. :[F\ ) /; ]
hld

rJ = izolace  miizka péra
L

esencialni
olej aromatizovana voda

Obrdzek 2 Schéma parni destilace (Bruckle, 1997)
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Vsechny rostliny maji schopnost produkovat tékavé slouCeniny, pomeérne casto
se ale setkavame s priklady, kdy je produkuji pouze ve stopovém mnozstvi (Baser
a Buchbauer, 2010). Rostlinné oleje a vytazky jsou pouzivany pro nejriizng€jsi ucely po mnoho
tisic let (Hammer a kol., 2001). Esencialni oleje a jejich slozky jsou stale oblibengjsi jako
piirozené se vyskytujici antimikrobialni latky (Cosentino a kol., 2002). Kazdy olej obsahuje
az 100 chemickych slozek, které spolu vzajemné kooperuji a maji dany vliv na daného
jedince. Esencialni oleje jsou prchavé latky, které se prevade€ji na paru, v zévislosti na tom,
ktery komponent v oleji prevlada (Goldstein, 2006). Vyvoj rezistence vuc¢i riznym
antimikrobialnim ¢inidlim je velkou vyzvou pro moderni medicinu a proto je naléhava
potieba hledat nové antimikrobialni latky. Antimikrobialni aktivita silic
a biogennich nanocastic  jejiz zndma. Nedavné  studie  ukédzaly, Ze  nanocéstice
funkcionalizované s éterickymi oleji maji vyznamny antimikrobidlni potencial proti

multirezistentnim patogentm (Rai a kol., 2017).

Vétsina silic se setkava s problémem rozpustnosti ve vodé. Dale jsou antimikrobialni
vlastnosti ovlivnény agronomickou praxi a zpracovanim, protoze tyto faktory pfispivaji

jak k profilu, tak k relativnim koncentracim uc¢innych latek (Delaquis a kol., 2002).

1.2.2 Alkaloidy

Prvotni zajem o alkaloidy byl zcela Iékafsky, az pozdéji bylo vSak dokazano, Ze tyto
heterocyklické slouc¢eniny maji antimikrobialni vlastnosti (Robinson, 1974). Prvnim lékarsky
uziteCnym piikladem alkaloidu byl morfin, jehoz derivaty jsou kodein a heroin.
U diterpenovych alkaloidd, které jsou bézné izolovany z pryskyfnikl, byly zjistény vysoké
antimikrobialni vlastnosti. Solamargine, glykoalkaloid z bobuli Solanum khasianum a jiné

alkaloidy mohou byt uzitené proti infekci HIV (Cowan, 1999).

Berberin je piikladem alkaloidu, ktery muze byt Gsp€s$né separovan z Cinskych bylin, ackoliv
jeho zpusob Gcinku neni presné znam (Kong a kol., 2004). Jedna se o kationtovou molekulu,
kterd se prevede ziminové formy spH<6 na formu alkanolaminu s pH>7. Sanguinarin
je benzofenantridinovy alkaloid odvozeny od kraveénky Sanguinaria canadensis L. Extrakt
ze sanguinarii se sklada ze sanguinarinu a dalSich péti pfibuznych alkaloidi (Godowski,

1989).
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Obrdzek 3 Vzorec sanguinarinu (Chowdhury a kol., 2010)

1.2.3 Glykosidy

Glykosidy jsou piikladem derivatd sacharidi, které vznikaji nahradou hydroxylové
poloacetalové nebo poloketalové skupiny jinym cukernym ¢i necukernym radikalem.
Glykosidy s polycyklickymi aglykony mohou po hydrolyze vykazovat vysokou
antimikrobialni aktivitu (Majak, 2008).

Mnoho rostlin ma schopnost uvoliiovat kyanovodik do poskozenych tkani. NejCastéji jsou
odpovédnymi slouceninami kyanogenni glykosidy, které jsou relativné polarni, ve vodé
rozpustné slouceniny (Brinker a Seigler, 1992). Rizné skupiny toxickych glykosida
se vyskytuji ve vy§§ich rostlinach, mezi které patii napiiklad glukosinolaty, kyanogenni
glykosidy, glykoalkaloidy, saponiny, alifatické nitrotoxiny a kardenolidy. Fenyletanoidové
glykosidy jsou skupinou ve vodé rozpustnych pfirodnich produkti, které jsou Siroce
distribuovany v rostlinné tisi, z nichz vétSina je izolovana z I€Civych rostlin. Strukturné jsou
charakterizovany kyselinou skoficovou a hydroxyfenylethylovou skupinou pfipojenou k P-
glukopyrandze prostrednictvim esteru a glykosidickych vazeb. Na glukézovy zbytek, ktery
ve veétsing€ pripadu tvori jadro molekuly, muze byt také pfipojena ramnéza, xyloza, apidza atd
(Jiménez a Riguera, 1994). Nékteré glykosidy z tohoto rodu maji antibakterialni, antifungalni
a insekticidni uinky a pouzivaji se pro lékarské, zemedélské a veterinarni ucely (Kirmizigul

a kol., 1996).

1.2.4 Fenoly

Rostliny maji neomezenou schopnost syntetizovat aromatické latky, sekundarni metabolity,
z nichz vétSinu tvoii fenoly nebo jejich derivaty substituované kyslikem. Mezi dualezité

podtiidy této skupiny sloucenin patii fenolové kyseliny, chinony, flavony, flavonoidy,
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flavonoly, taniny a kumariny. Tyto skupiny slou€enin vykazuji antimikrobialni u€inek (Das

a kol., 2009).

Rostlinné fenoly zahrnuji Sirokou skalu sekundarnich metaboliti, které jsou syntetizovany
ze sacharidi. To, Ze jsou fenolové slouceniny v rostlinné fisi vSudypfitomné, dokazuje fakt,
7e je muzeme nalézt ve vSech druzich ovoce a zeleniny prakticky ve vSech Castech rostliny

(Robards, 2003).

Kumariny pochazeji z fenylpropanoidové drahy a vyskytuji se téméf ve vSech vyS$Sich
rostlinach. Pfispivaji k ochrané proti fytopatogenim, reakcim na abiotické stresy
¢i k regulaci oxidativniho stresu. Neékteré piirodni kumariny byly pouzity jako lidska
terapeutika, ktera se objevuji v pribéhu nového vyvoje v riznych terapeutickych oblastech,
jako je symptomaticka lécba roztrousené sklerozy, chemoterapie nadori i transplantace

organti (Bourgaud a kol., 2000).

Taniny neboli tfisloviny je obecny nazev skupiny polymernich fenolickych latek schopnych
opalovat kuzi. Tato skupina slouCenin ziskala v poslednich letech velkou pozornost, nebot
bylo naznaCeno, ze konzumace napoju obsahujicich taniny, zejména zelenych caju
acervenych vin, muze vyléCit nebo =zabranit riznym onemocnénim (Cowan,1999).
Predpoklada se, ze zvySena tvorba tfislovin v rostlin€ je zpisob ochrany pred infekei,
hmyzem a bylozravci (Patel a Patel, 2013). NejCast€ji muzeme tfisloviny rozdélit
do 2 kategorii — na hydrolyzovatelné a kondenzovatelné. Hydrolyzovatelné tfisloviny jsou
slozeny ze sacharidi, na které je za pomoci esterifikace navazano nékolik monomernich
skupin kyseliny gallové. Kondenzovatelné tiisloviny jsou tvofeny z flavanoidovych
prekurzort, které jsou spojené ze dvou a vice katechinovych jednotek (nejCastéji mezi C-4
a C-8). Jako priklad kondenzovanych tiislovin muzeme uvést proanthokyanidiny (Ree

a Khanbabaee, 2001).

1.2.5 Terpenoidy

Terpenoidy, také znamé jako izoprenoidy, jsou nejveétsi rodinou pfirodnich sloucenin,
sestavajici z vice nez 40 000 rlznych molekul. Isoprenoidni biosynteticka draha vytvari
primarni i sekundarni metabolity, které maji velky vyznam pro rast a preziti rostlin.
Terpenoidy jsou dulezité pro preziti rostlin a také maji biologické vlastnosti, které jsou
prospésné pro ¢loveéka, nebot tvoii podstatnou soucast éterickych oleji (Aharoni a kol.,

2005).

22



Jedna se o tekavé, vonné latky, které jsou obsazeny v listech, plodech, a dokonce i v kofenech
rostlin. Terpenoidy jsou ucCinné proti bakteriim, plisnim a virim (Cowan, 1999). Rostliny
vyuzivaji terpenoidni metabolity pro fadu zakladnich funkci pfi rastu a vyvoji, ale hlavné
vyuzivaji vét§inu terpenoidu pro specializované chemické interakce a ochranu v abiotickém
a biotickém prosttedi (Tholl, 2015). Funguji jako fytoalexy v pifimé obran¢ rostlin nebo jako
signaly v neptimych odezvach na obranu pted jejich ptirozenymi skadci (Cheng a kol., 2007).
Bylo zjisténo, ze zvySeni hydrofilnosti diterpenoidu, tj. pfidanim methylové skupiny, dochazi
ke snizeni jejich antimikrobialni aktivity. Priklady béznych terpenoidd jsou metanol a kafr
(monoterpeny) 1 farnesol a artemisin (seskviterpenoidy). Artemisin a jeho derivat a-arteether,
také znamy pod jménem qinghaosu, nachazeji soucasné vyuziti jako antimalarika (Cowan,

1999).

Obrdzek 4 Vzorec kafru (Eastman a Kluger, 1998)
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1.3 Hydrosoly

Vodné roztoky ziskané jako vedlejsi produkty destilace silic jsou znamé jako hydrosoly
¢i hydrolaty. Bylo prokazano, ze mohou obsahovat mnoho bioaktivnich latek (Rabha a kol.,
2012). Hydrolaty jsou druhotnymi produkty hydrodistilace ¢i parni destilace rostlin. Jsou
slozeny z kapaliny pochazejici z rostliny a destila¢ni kapaliny (Thring a kol., 2011).
Hydrosoly musi byt skladovany v aseptickych nadobach, naplnénych az po okraj
bez vzduchové mezery, uzaviené a skladované na chladném misté. Behem doby skladovani
muze dojit ke zméné slozeni, napiiklad ke snizeni chuti hlavnich slozek ¢i v krajnim piipadé
ke snizeni koncentrace hlavnich esencialnich slozek. Doba pouzitelnosti hydrolatd zavisi
najejich chemickém slozeni a na vlastni antimikrobialni aktivit€¢ obsazenych sloucenin

(D'Amato a kol., 2018).

Kosmeticky prumysl se snazi nachazet dal§i moznosti, jak tyto produkty efektivné€ a Setrné
vyuzit (Thring a kol., 2011). Hydrosoly jsou mnohem méné¢ zkoumany, ale vzhledem
k pomérn¢ vysokym nakladim na vyrobu esencialnich olejii jsou pro vyrobce ekonomicky
prospesne.

Udaje o antimikrobialni aktivité hydrosold nejsou presné popsany, ale bylo rovnéz zjisténo,
ze hydrosoly levandule, tymianu, oregana, bazalky, hiebicku, skofice a fenyklu vykazuji
antibakterialni G€inky a mohou byt potencidlnim konzerva¢nim prostfedkem v potravinach.
Hydrosoly, jakozto vodni roztoky, se intenzivné pouzivaji v aromaterapii a lze je snadno
aplikovat mistn€ bez fedéni (Kunicka-Styczynska a kol., 2014). Vzhledem k jejich rozsahlé
antibakterialni a antifungalni aktivit€, by se mohla brzy rozsifit aplikace hydrosola
v potravinaiskych vyrobcich, zejména ke kontrole rustu patogennich mikroorganismu nebo
ke zpomaleni oxida¢nich ucinkd a naslednému prodlouzeni Zzivotnosti potravin (D'Amato

akol., 2018).

Je také znamo, ze kompozice hydrosola a jejich antimikrobialni G¢inky zavisi na druhu dané

rostliny a regionalnich podminkach (Sagdig a Ozcan, 2003).
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1.4 LéCivé rostliny

Nasledujici text blize rozviji vySe zmifované zastupce rostlin, jejichz hydrolaty maji

potencialni antimikrobialni u€inky.
1.4.1 Levandule 1ékaiska

Levandule 1ékarska (Lavandula angustifolia) mize rist do vysky 50 cm a vytvaii kompaktni,
pravidelné shluky. Spodni ¢ast diiku je dievnat4, zatimco horni Cast je zelend. Levandule
ma linearni nebo kopinaté listy se zvinénymi okraji a vysoce rozvétvenym vlaknitym
kofenovym systémem. Stiibrn¢ zelené listy chrani rostlinu pfed silnym slune¢nim svétlem,
vetrem a nadmeérnou ztratou vody. Kvéty levandule rostou v hrotech, usporadané v kruzich
(3-5 kvéta na kruh) v horni Casti stopky. Maji bled€ fialovou barvu. Levandule roste na dobfe
odvodnénych, urodnych a vapennych pudach. Roste nejlépe na plném slunci s ochranou proti

vetru (Prusinowska a Smigielski, 2014).

Levandule 1ékaiska patii do Celeledi hluchavkovité (Lamieles). Celkem tato Celed” obsahuje
4 druhy levandule. DalSimi zastupci jsou levandule Sirolistd (Lavandula latifolia), levandule
smilovitd (Lavandula stoechas) a levandule prosttedni (Lavandula intermedia) (El Alaoui

a Lory, 2017).

Obrdzek 5 Levandule 1ékatska (Balogh, 2019)

Radi se mezi nejoblibenéjsi 1éCivé rostliny, které se v dnesSni dobé& péstuji. Prirozené roste
v jizni Casti Evropy, je vSak rozsifena do celé Casti kontinentu. Pouziva se bud susena,
nebo jako étericky olej pro ruzné kulinaiské, kosmetické a 1écebné tcely (El Alaoui a Lory,

2017).
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Levandulovy esencialni olej se vyrabi obvykle destilaci z kvéta a listd. Olej je tradi¢né
povazovan za antibakterialni a antifungéalni sedativum, GCinny pii popaleninach a bodnuti
hmyzem. Oleje mohou byt uzite¢né pii 1ébe bakterialnich infekci, které jsou odolné proti
antibiotikim (Cavanagh a Wilkinson, 2002). Esencialni olej levandule, ktery je tvofen
prevazné monoterpeny se uchovava zejména ve zlazovém trichomu, jenz pokryva povrch listt
rostliny (Chrisargyris a kol., 2016). Kvalitativni a kvantitativni slozeni esencialniho oleje
levandule je proménlivé a zavisi na genotypu, misté vyskytu, klimatickych podminkach,
Sifteni a morfologickych rysech. Silice obsahuje vice nez 300 chemickych slouenin

(Prusinowska a Smigielski, 2014).

1.4.2 Hrebickovec korenny

Syzygium aromaticum (neboli hiebicek) je nejCastéji znamy pro jeho suSeny kalich

s poupétem hiebickovce kotenného (Kybal a Kaplicka., 1988).

Jedna se o druh stromu, ktery pochazi z Moluckych ostrovi, dale je Siroce rozsifeny
na Madagaskaru, Sri Lance, v Indonésii a na jihu Ciny. Dosahuje vysky 1-8 m. Nejdtlezit&jsi
Casti stromu, vyuzivanou ke komer¢nim ucelim jsou kvétinové listky. Kvétni pupeny
se shromazd'uji ve fazi dozravani pred kvétem po 4 letech rustu. Sbér je provadén ru¢né nebo
chemicky za pouziti pfirodniho fytohormonu, ktery uvoliuje ethylen v rostlinné tkani
a produkuje predasné zrani. Casto je péstovan v pobieznich oblastech v maximalnich
nadmoiskych vyskach 200 m n. m. Jedna se o jedno znejcennéjSich kofeni, které bylo
po staleti pouzivano jako konzervacni prostiedek a pro mnohé 1écebné ucely (Cortés-Rojas

akol., 2014).

Hlavnimi slozkami esencialniho oleje je carvacrol, thymol, eugenol a cinnamaldehyd (Chaieb
a kol., 2007). Jedna z hlavnich slozek htebiCkového oleje — eugenol, vykazuje Sirokou
antimikrobialni aktivitu, coz prokazaly laboratorni testy, které pozitivné eugenol
identifikovali v kfovinach (Bhowmik a kol., 2012). Hfebi¢kovy olej je druh aromatického

oleje, extrahovany z pupenu a listi stromt (Cui a kol., 2018).

26


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/trichomes
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2221169115301763%23!

Obrdzek 6 Hiebickovec kofenny (Dyer a Writerr, 2019)

Hiebicek ma velké zastoupeni v alternativni mediciné nebot zmiriiuje nevolnost, nauzeu
aje pouzivan pii bolestech zubi a zanétu krku (Bhowmik akol, 2012). Pouziva
se ve farmaceutickém primyslu, zejména v 1éCivych pripravcich pfi jiz zminénych bolestech

zubu (Abdali a Aji, 2015).

1.4.3 Fenykl obecny

Fenykl obecny (Foeniculum vulgare) je rostlina pochazejici ze stfedomofi, po staleti
pouzivana v lidové medicin€ diky farmakologickym vlastnostem svého esencialniho oleje
(Krizman a kol., 2007). Znovuobnoveny zajem o fenykl prameni z poptavky o plody této

rostliny, které jsou vyuzivany v dnesni gastronomii (Oktay a kol., 2003).

Jedna se o zastupce viceletych bylin, patiici do fadu Apiales (mitikotvaré). Fenykl se péstuje
pro své plody, které obsahuji kolem 6 % silice. Hlavnimi slozkami silice jsou trans-anethol,
fenchon, estragol (methy chavikol) a a-pinen. Fenykl je velmi vSestranna bylina, ze které
se vyuzivaji jak listy, plody, tak fapikata ¢ast a koten. V pfirodni mediciné jsou nejdalezité]si
semena, nebot obsahuji anethol, silice, fenylkarbonové kyseliny, mastny olej, flavonoidy,

kumariny, pryskyfice, hoi€iny, saponiny, rutin ¢i vitaminy A, B, C, E.

Fenyklové extrakty prokazaly, ze maji protizanétlivy, antispasmodicky, karminacni
adiureticky ucinek. Dale jsou extrakty vyuzivané jako analgetika, stimulanty

gastrointestinalni pohyblivosti a pii 1é¢be nervovych poruch (El-Awadi a Hassan, 2010).
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Obrdzek 7 Fenykl obecny (pfevzato z: amazon.com)

Kromé prostiedi pravdépodobné nejvice ovliviiuje vynos a kvalitu ploda genotyp. Jejich
interakce je hlavni pfi¢inou obtiznosti, jak vysvétlit vysokou variabilitu znakd v generacich.
Variabilita slozeni silice je dana relativnim pomérem jednotlivych konstituenti a nikoliv
jejich pritomnosti nebo absenci. Chemicky profil silice ovliviiuje prabéh pocasi, stanoviste,
stupeni zapleveleni, dale teplota, relativni vlhkost, suma svételnych dni a dlouhodobé

povétrnostni podminky (Ruzickova a kol., 2005).

1.4.4 Vavrin vzneSeny

Jedna se o priklad aromatické rostliny, kterd se Casto pouziva jako kofeni ¢i jako tradi¢ni 1ék
pii 1écbé infekEnich onemocnéni. Tento dvoudomy ket dorusta vysky az 12 metrd. Vaviin
je znamy spiSe pro svij druhy nazev — bobkovy list. Pochazi z Predni Asie, z které se rozsifil
do Evropy, kde byl dfive samoziejmou soucasti sttedomoiskych lesi (Ramos a kol., 2010).
Vaviin muzeme nejCastéji najit ve stale zelené vegetaci sjinymi tvrdolistymi dievinami.
Silice, které se nachazi zejména v listech maji prokazatelny baktericidni u€inek. Tyto silice
maji velmi pozitivni vliv pfi 1écbé diabetu. Z plodu se dale lisuje olej, ktery naSel své
uplatnéni v parfumerii (Grulich, 2011). Od Staroveéku jsou listy vaviinu povazovany jako

symbol vitézstvi (Kybal a Kaplicka, 1988).

Izolované slozky =z wvaviinu jsou predevsim flavonoidy, seskviterpenové laktony

a isochinolinové alkaloidy (Simi¢ a kol., 2003).
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Obrdazek 8 Vaviin vzneSeny (pievzato z: selvaasturiana.com)

Listy nasly vyuziti v peroralni mediciné k 1é¢b€ symptomt gastrointestinalnich problému,
napiiklad epigastrické nadymani ¢i plynatost (Kivcak a Mert, 2002). Plody vaviinu jsou velmi
bohaté na silice, nebot listy obsahuji az 1,3 % éterického oleje, ktery je tvoren z ¢asti tuky

a z Casti terpenickymi latkami (Ramos a kol., 2010).
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1.5 Extrakce a zpuisoby separace

Extrakce je ptiklad dé€lici metody, pti které dochdzi k distribuci analyzované latky mezi dvé
taze — kapalnou a tuhou; plynnou ¢i tuhou nebo mezi dve€ kapalné faze, které jsou nemisitelné

(Churacek, 1990).

K vlastnostem dobrého rozpoustédla pfi rostlinnych extrakcich patii nizka toxicita a snadné
odparovani pfi nizké teploté. Kone¢ny produkt extrakce bude obsahovat stopy zbytkového
rozpoustédla, které by mélo byt netoxické. Voda je univerzalni rozpoustédlo, které se pouziva
k extrakci rostlin s antimikrobialni aktivitou. Zmény v extrakénich metodach obvykle zavisi
na délce extrakeni periody, pouzitém rozpoustédle, pH rozpoustédla, teploté, velikosti Castic

rostlinnych tkdni a poméru rozpoustédla ke vzorku (Das a kol., 2009).

Mezi pouzivané zpusoby separace smesi se pouzivaji dané chromatografické metody, jako
piiklad mazeme uvést plynovou, kapalinovou a tenkovrstvou chromatografii. Pro analyzu
tekavych latek, které jsou pfitomny v esencidlnich olejich a hydrosolech se nej¢astéji pouziva

zminénd plynova chromatografie.

1.5.1 Extrakce tuhou fazi

Extrakce na tuhé fazi SPE neboli (Solid Phase Extraction) je technika, ktera umoziuje
zachyceni sledovanych analytt z roztoku, jejich zakoncentrovani pied vlastnim stanovenim,
naslednou eluci, kterd dale zprostiedkovava precisténi extraktu, tzn. snazi se odstranit latky,
které by mohly ovlivnit vlastni stanoveni. Metoda funguje na principu rovnovazné distribuce
analytu mezi dvé nemisitelné faze - vodnou a tuhou fazi, rovnovaha je zde posunuta

ve prospéch tuhé faze (Arnostova, 2016).

SPE je nejpouzivangjsi technikou predev§im kvili ruznorodosti danych materiala
pouzivajicich se jako sorbenty. Typické je pouziti pro extrakci kapalnych vzorku a zejména

pro extrakci polotuhych analytt (Vidal a kol., 2012).

Hlavnim cilem této extrakce je obohaceni vzorku, zjednoduSeni matrice a vymeéna média,
coz muzeme chapat jako pfenos z matrice vzorku na jiné rozpoustédlo nebo do plynné faze
(Poole, 2003). Pfi extrakci v pevné fazi prochazi kapalny vzorek casticemi sorbentu,
ve kterém maji analyty veétsi afinitu nez objemova kapalina. Analyty jsou selektivné

zachovany pomoci sorbentu.

Existuji Ctyfi typické kroky pro extrakci v pevné fazi - kondiciace, naneseni vzorku,

promyvani a eluce (Lombardi, 2015).
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Kolonka se v prvni fadé proplachne danym rozpoustédlem a nasledné rozpoustédlem
podobnym vzorku, toto v§e zajisti Gpravu prostiedi pro vlastni vzorek. Poté nasleduje samotné
davkovani vzorku, po kterém probih4 odstranéni nezadoucich koextrahovanych latek, a poté

co je extrakce ukonCena, dojde k uvolnéni analytu z pevné faze (Arnostova 2016).

Kolona
\

Frity
Sorbent —_¥7

Obrazek 9 SPE-frita (pfevzato z: en.bio-protocol.org)
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1.6 Charakteristika vybranych mikroorganismi

1.6.1 Rod Arcobacter

Rod Arcobacter patii do rodiny Campylobacteraceae. Jedna se o gramnegativni tycky. Tyto
bakterie jsou pohyblivé, s mirnym zakfivenim. Vysledek biochemickych testd fika,
ze se jedna o oxidaza a katalaza pozitivni bakterie, nevytvarejici spory (Levican a kol., 2013).
Arkobaktery mohou rast aerobné nebo mikroaerofiln€. Zastupci tohoto rodu mohou rust i pfi
15 °C, coz je charakteristicky rys, ktery odliSuje Arcobacter spp. od Campylobacter spp.
(Snelling a kol., 2006). Optimalni teplota pro kultivaci se vSak nachazi pfi 30 °C (Phillips,
2001).

Rod Arcobacter byl poprvé izolovan v Belfastu — ve Spojeném kralovstvi z potracen¢ho
plodu skotu. Na rozdil od svého blizce piibuzného rodu Campylobacter, rod Arcobacter neni

v soucasné dob¢ hlavnim problémem vetejného zdravi (Snelling a kol., 2006).

Obrazek 10 Buiky bakterii rodu Arcobacter v elektronovém mikroskopu (Van den Abeele a kol., 2014, Donachie a kol.,
2005)
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V soucasnosti tento rod zahrnuje 28 uznanych druht, izolovanych z rizného prostiedi
a hostiteld. Jedna se o tyto zastupce: Arcobacter nitrofigilis, A. cryaerophilus, A. butzleri, A.
skirrowii, A. cibarius, A. marinus, A. trophiarum, A. molluscorum, A. ellisii, A. thereius, A.
halophilus, A. mytili, A. defluvii, A. bivalviorum, A. venerupis, A. cloacae, A. suis, A.
anaerophilus, A. ebronensis, A. aquimarinus a A. lanthieri, A. aquaticus, A. nitrofigilis, A.

Jaecis, A. hispanicus, A. lacus, A. miroungae a A. pornicus (Pérez-Catalufia a kol., 2018).

Arkobaktery mizeme bézné najit v stfevnim traktu a stolici u zdravych ¢i nemocnych zvifat.
Potraviny zivoci§ného puvodu se povazuji za dilezité zdroje prenosu druha Arcobacter spp.
Otechy jsou také zdrojem né€kolika novych druhli s neznamym patogennim potencialem.
Kontaminovana pitna voda je dal§im dulezitym zdrojem Arcobacter spp., nebot byly
jiz n€kolikrat zaznamenany piipady infekce prostiednictvim kontaminované pitné vody

(Laishram a kol., 2016).

Pro optimalni aerobni rast arkobakterti bylo jiz navrzeno pevné médium. Dulezité je pridani
0,05% kyseliny thioglykolové, 0,05% pyruvatu sodného a 5% ov¢i krve (pH 6,9) k bazalni
zivné smési, coz vede ke vzniku G¢inného média pro rist kolonii, kolem nichz se vyvine
tmave Cervend barva (Phillips, 2001). V posledni dobé byl také vyvinut obohacovaci bujon, pro
kvantitativni a kvalitativni izolaci vSech arkobaktert z kuze a masa dribeze s maximalnim
potlacenim doprovazejici flory. Tento selektivni pripravek musi pro svou u¢innost obsahovat 5-

fluorouracil, amfotericin, cefoperazon, novobiocin a trimethoprim (Vandenberg a kol., 2004).

Pouziti spektra biochemickych testi porovnavajici charakteristiky neznamého izolatu
s charakteristikami definovanych taxont poskytuje metodu identifikace riznych druht téchto
bakterii. Dale bylo prokazéano, ze elekrtroforéza na polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)
jeuspésna metoda pro identifikaci druhu Arcobacter spp.izolovanych zjateCni dribeze

(Phillips, 2001).

Jiz né€kolik testu citlivosti na antibiotika prokazalo, ze Arcobacter spp. vykazuje citlivost
k aminoglykosidim, vCetné kanamycinu a streptomycinu. Pfitomnost ziskané rezistence vici
erytromycinu a ciprofloxacinu u izolati drubeze vyvolava obavy, nebot tyto dvé
antimikrobialni latky jsou obecné predepisovany jako 1éky pro 1é¢bu infekci zpasobenych
kampylobaktery u lidi. Tedy je zfejmé, ze aminoglykosidy mohou byt vhodna antibiotika pro

lé¢eni onemocnéni zptisobenych arkobaktery (Snelling a kol., 2006).
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1.6.2 Rod Staphylococcus

Rod Staphylococcus je piikladem nepohyblivych, grampozitivnich koku, které prokukuji
kataldzu, nikoli oxid4dzu (Kateete a kol., 2010).

Tyto bakterie nemaji zadny zvlastni nutrini a environmentalni pozadavek na svij rast
a mohou tedy rast pti pH vyssi nez 4,8 a jejich minimalni teplota rastu je 9 °C. AvS§ak teplotni
optimum pro rust tohoto kmene je 37 °C. Vétsina kmenu je schopna produkovat jeden nebo
vice enterotoxind, které jsou pfi¢inou gastrointestinalnich pfiznak(i pozorovanych b&hem
intoxikace (Normanno a kol., 2005). Staphylococcus je celosveétoveé nejrozsifengjSim
patogenem pii otrave jidlem a zpusobuje u lidi gastrointestinalni pfiznaky, jako je nevolnost,
vomitus, kieCe bficha a diarhea (Scherrer, 2004). Jedna se o hlavni pfi¢inu bakterémie
ainfek¢ni endokarditidy (Tong a kol., 2015). VétSina z nich neni nijak zavratné Skodliva

anajdeme je bézn¢ na kizi a sliznici lidi (Harris a kol., 2002).

Pro izolaci je nejvhodngj§i krevni agar s 5% ovCich erytrocyti a obyCejny nebo
thioglykolatovy bujon. Ke kultivaci z kontaminovanych vzorkd je vhodné pouziti selektivni
pudy, jako je krevni agar s 10 % NaCl, ktery potlacuje gramnegativni mikrofloru, bohuzel
i stafylokoky, takze je odecitame za 48 hodin. Na Baird-Parker agaru rostou jako velké
kolonie (1-3 mm), neprthledné s hladkym povrchem, rovnymi okraji a s krémovou

konzistenci. Kolem kolonii je rizné znatelna beta — hemolyza (Votava a kol., 2003).

1.6.3 Rod Escherichia

Tento rod patii do Celedi Enterobacteriaceae, jedna se o zastupce rovnych gramnegativnich
tyCinek. Tyto bakterie se vyznacuji pozitivnim testem na katalasu, oxidasu vS§ak neprodukuji.
Laboratorni optimum pro rust tohoto rodu je 30-37 °C za fakultativné anaerobnich podminek
(Akond a kol., 2009). Na Endove agaru rostou jako vyrazné purpurové zbarvené kolonie,
zbarveno je i jejich blizké okoli. Dal§i pudou vhodnou pro kultivaci tohoto kmene
je MacConkey agar. Bakterie zde vyrastaji v rizovych koloniich a rizové zbarvené je

1 nasledn€ médium v jejich okoli (Votava a kol., 2003).

NejznamejSim zastupcem je Lscherichia coli, ktera piedstavuje jeden z nejlépe studovanych
modelovych organisma (Touchon a kol., 2009). Krom¢ toho, ze je dulezitym Clenem bézné
sttevni mikrofléry lidi a jinych savcl, obsahuje mnoho patotypt, které zpusobuji rizné

nemoci.
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Nejcastéji zpusobuji infekce mocovych cest a meningitidy (Kaper a kol., 2004). Neékteré
kmeny se vSak mohou stat patogennimi a infikuji stfevni oblast a zpusobuji tézké
onemocnéni. Jsou klasifikovany podle jejich mechanisma virulence, klinickych pftiznakt
anasledki -  enteropatogenni £.  coli (EPEC), enterotoxigenni £.  coli (ETEC),
enteroinvazivni . coli (EIEC), enteroagregativni F. coli (EAEC), enterohemoragicka F.
coli (EHEC), E. coli produkujici Shiga toxin (STEC), difuzné adhezivni £. coli (DAEC)
a enteroagregativni hemoragické F. coli (EAHEC) (Vasques-Garcia a kol ., 2019).

1.6.4 Rod Pseudomonas

Rod Pseudomonas charkterizuji gramnegativni, lehce zahnuté, striktné aerobni tyCinky,
které mohou byt usporadany jednotlivé nebo v kratSich fetizcich (Qin a kol., 2003). Tyto
bakterie najdeme v pudé€ ¢i bazinach, stejné tak i v rostlinnych a zivociSnych tkanich
(Stover a kol., 2000). Testy na oxidasu a katalasu ma tento kmen vyrazné pozitivni (Hasser

a kol., 2000).

Kultivace tohoto rodu je poméine snadna, nebot tyto kolonie maji typicky perletovy lesk
a typicky jasminovy zapach. Na Endové a MacConkeyove pudé muzeme pozorovat po 24 h

a 37 °C jasné rizovofialové kolonie (Klaban, 2005).

Obrdzek 11 Bunky Pseudomonas aeruginosa v elektronovém mikroskopu (Whiteley a kol., 2001)
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Oportunni patogenni bakterie, jako je rod Pseudomonas mohou vyvinout perzistujici
infekce (Whiteley a kol., 2001). Jsou vyznamnym zdrojem bakterémie u obé&ti popalenin,
u infekci moCovych cest, u pacientl s katetrizaci a pneumonii ziskanych v nemocnici
(Stover a kol., 2000). Ukazalo se, ze je dominantnim plicnim patogenem se schopnosti
vytvaret biofilmy, coz vede k progresivnim a resistentnim chronickym infekcim plic, zejména

u pacientu s cystickou fibrozou (Abdi-Ali a kol. 2006).

1.6.5 Rod Enterococcus

Enterokoky jsou fakultativné anaerobni, grampozitivni koky, usporadané ve dvojicich
¢i kratkych fetizcich. Jsou Siroce rozsifené v pfirodé, predstavujici se bud jako neSkodni
komenzalové nebo oportunni patogeny, které jsou hlavni pti¢inou nozokomidlnich infekci
(Teixeira a Merquior, 2012). Enterokoky jsou piikladem kultivatn€ nenéroného rodu
(Votava a kol., 2003). Tyto bakterie jsou schopny pfrezivat i pii 8 °C, kultiva¢ni optimum
se v§ak nachazi v rozpéti 35-45 °C (Cools a kol., 2001). Bakterie tohoto rodu jsou katalaza
negativni, byla zde pouze identifikovana tvorba pseudokatalazy (Frankenberg a kol., 2002).
Dobfte rostou na krevnim agaru v drobnych Sedych koloniich, ¢asto se zonou viridace. Pro
kultivaci enterokoka byva pouzivana selektivné diagnosticka puda Slanetz-Bartley, ktera je
slozena z azidu sodného, trifenyltetrazoliumchloridu a glukozy, enterokoky zde muzeme

pozorovat ruzovych koloniich (Votava a kol., 2003).

Zastupci tohoto rodu jsou bakteriocinogenni a schopni inhibovat rast né€kterych patogent
a mikroorganismu, které maji velky potencial pii konzervovani potravin (Gomes a kol.,
2008). Zastupci se také tradi¢n€ pouzivaji jako hygienické indikéatory a metody jejich detekce

jsou zékladnimi prvky regulace pitné€ vody na celém sveté (Frahm a Obst, 2003).

1.6.6 Rod Candida

Tento rod kvasinek muze rist v nejméné tfech riiznych morfologiich - kvasinky, pseudohyfy

a hyfy. Vzhled je do jisté miry podminén charakterem prostiedi (Sudbery a kol., 2004).

Na krevnim agaru vyrustaji za 24 hodin, avsak v nenapadnych drobnych koloniich s typickym
zapachem — viné po chlebu. Zakladnim agarem pro kultivaci kandidy je Sabourauduv agar
se 4% glukosy nebo maltosy. Na tomto agaru vyrostou krémove€ zbarvené, nepruhledné
kolonie s matnym povrchem (Votava a kol., 2003). Optimalni inkubaéni teplota pro Candida
albicans je 37 °C (Huang a kol., 2009). Pro kvasinky je charakteristické to, ze vyuzivaji

ve svém metabolismu glukosu a kvasi ji za tvorby CO2 (Hall a kol., 2010).
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Pii mikroskopovani muzeme pozorovat kulovité i vejCité buriky zvané blastospory.
C. albicans vytvaii na zluCovém agaru chlamydospory — toto se vyuziva k identifikaci téchto

bakterii (Klaban, 2005).

Tyto kvasinky jsou Casto ¢lenem normalniho humanniho mikrobiomu. U vétSiny jedinca
se nachazi jako celozivotni, neSkodni komenzalové (Mayer a kol.,, 2013). Pomé&mé maly
pocet druhti rodu Candida je pro Clovéka patogenni. Tyto organismy jsou schopny zpusobit
celou tfadu povrchovych a dalSich mykéz, které jsou distribuovany po celém svété. Vsichni
jsou oportunnimi patogeny, které mohou napadnout imunokompromitované hostitele nebo ty,

ktefi jsou oslabeni jinym zptsobem (Douglas, 2003).
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2 PRAKTICKA CAST

2.1 Pouzité zivné pudy, piistroje a pomicky

2.1.1 Zivna média a pracovni roztoky

Fyziologicky roztok
HiMedia
Priprava:
8,5 g chloridu sodného bylo navazeno a rozpusténo v 1000 ml destilované

vody. Pii teplote¢ 121 °C byl roztok sterilizovan po dobu 15 minut
v autoklavu. Dale byl skladovan pfi chladnickové teploté (2—5 °C).

SloZeni:
Chlorid sodny 85¢g
Destilovana voda 1000 ml

BHI (Brain Heart Infusion)

HiMedia

Priprava:
Navazime 37,0 g ptipravku do 1000 ml destilované vody a zahfivame
do uplného rozpusténi. Sterilizujeme v autoklavu pii 121 °C po dobu

15 minut. Médium se doporucuje pouzivat Cerstve pfipravené, jinak je nutno

kratce prevarit (n€kolik minut) a pfed pouzitim ochladit.

SloZeni:
Teleci mozkova infuse z200,0 g/l
Hovézi srdcova infuse z250,0 g/l
Proteosovy pepton 10,0 g/l
Chlorid sodny 5,0 g/l
Hydrogenfosfore¢nan (di)sodny 2,5 g/l
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Dextrosa 2,0 g/l

Krevni agar

HiMedia

Priprava:

Navazime 21,25 g ptipravku do 500 ml destilované vody a zahfivame
do uplného rozpusténi. Sterilizujeme v autoklavu pii 121 °C po dobu
15 minut. Ochladime na 40-50 °C a asepticky pfidame 7 % sterilni

defibrinované krve.

SloZeni:
Proteasovy pepton 15,0 g/l
Jatrovy extrakt 2.5 g/l
Kvasni¢ny extrakt 5,0 g/l
Chlorid sodny 5,0 g/l
Agar 15,0 g/l
Malt agar
HiMedia
Priprava:
Navazime 45,0 g ptipravku do 1000 ml destilované vody a zahfivame
do uplného rozpusténi. Sterilizujeme v autoklavu pifi 118 °C po dobu
15 minut. Zabrante prehiati média, coz zpusobuje ztmavnuti a zméktnuti
agaru.
SloZeni:
Sladovy extrakt 30,0 g/l
Agar 15,0 g/l
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TSA agar

(Tryptone
HiMedia

Priprava:

SloZeni:

Soya Agar)

Navazime 40,0 g ptipravku do 1000 ml destilované vody a zahfivame

do uplného rozpusténi. Sterilizujeme v autoklavu pii 121 °C po dobu

15 minut.

Enzymaticky hydrolat kaseinu
Sojovy pepton
Chlorid sodny

Agar

Mueller Hinton agar

HiMedia

Priprava:

SloZeni:

15,0 g/l
5,0 g/l
5,0 g/l
15,0 g/l

Navazime 38,0 g pfipravku do 1000 ml destilované vody a zahfivame

do uplného rozpusténi. Sterilizujeme v autoklavu pii 121 °C po dobu

15 minut.

Kysely hydrolat kaseinu
Hovézi srdcova infuse
Skrob, rozpustny

Agar

17,5 g/l
2,0 g/l

1,5 g/l
17,0 g/l
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2.1.2 Pristroje a vybaveni
Analytické vahy KERN KB
Analytické vahy KERN ALS 120-4N
Autoklav PS 20A

BACMED 6iG2

Biologicky termostat ST 3 COMF/S

Biologicky termostat BT 120

Denzitometr McFarland

Horkovzdu$ny sterilizator STERIMAT 5104.2

Chladnicka Gorenje RK 6201 BW
Chladnicka Zanussi ZRA 40100 WA
Sterimat 5104.2

Tecan Infiinte ® 200 PRO

Trepacka a vortex IKA MS 3 Digital

Trepatka Vomado vortex

2.1.3 Pomiicky
Bézné laboratorni sklo
Bézné plastové a kovové pomucky

Mikropipety automatické

(KERN, Némecko)

(KERN, Némecko)

(BMT, Ceska republika)
(ASPIAG s.1.0., Ceska republika)
(POL-EKO, Polsko)

(Laboratorni  pfistroje,  Ceska

republika)

(Biosan, Litva)

(BMT, Ceska republika)
(Gorenje, Slovinsko)
(Zanussi, Italie)

(BMT, Ceska republika)
(Tecan, Svycarsko)
(IKA, USA)

(Benchmark, USA)
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2.1.4 Analyzované vzorky

Pro ucely diplomové prace byly vzorky nezakoncentrovanych hydrolatd dodany z Katedry

analyticky chemie, Univerzity Pardubice a pfed vlastnimi experimenty skladovany v tmavych

nadobach pii chladni¢kové teplote.

Hydrolat parni destilace — levandule

Hydrolatni hydrodestilace — levandule

Hydrolat parni destilace — fenykl

Hydrolatni hydrodestilace — fenykl

Hydrolat parni destilace — bobkovy list

Hydrolatni hydrodestilace — bobkovy list

Hydrolat parni destilace — hiebi¢ek

Hydrolatni hydrodestilace — hiebicek

Datum vyroby:

Datum vyroby:

Datum vyroby:

Datum vyroby:

Datum vyroby:

Datum vyroby:

Datum vyroby:

Datum vyroby:

13.11. 2017

7.11.2017

10. 5. 2017

16.5.2017

4.4.2017

30.3.2017

11. 42017

20. 4. 2017
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2.1.5 Testované mikroorganismy

Pro tcely diplomové prace bylo testovano 13 vybranych mikroorganismi, z toho 12 bakterii

a Jedna kvasinka. VSechny testované kmeny bakterii a kvasinek jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1 Testované kmeny bakterii

Testované kmeny bakterii

Puvod kmene

Arcobacter butzleri LMG 10828

Sbirka mikroorganismil Prirodovédecké
takulty Univerzity v Gentu

Arcobacter butzleri CCUG 30484

Sbirka mikroorganismi Univerzity v
Goteborgu

Arcobacter butzleri UPa 2012/3

Interni sbirka Univerzity Pardubice

Arcobacter cryaerophilus CCM 7050

Ceska sbirka mikroorganismu
Ptirodovodécké takulty MU Brno

Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13

Interni sbirka Univerzity Pardubice

Arcobacter lanthieri LMG 28517

Sbirka mikroorganismi Prirodovédecké
fakulty Univerzity v Gentu

Arcobacter skirrowii LMG 6621

Sbirka mikroorganismi Prirodovédecké
fakulty Univerzity v Gentu

Arcobacter thereius LMG 24488

Sbirka mikroorganismi Prirodovédecké
fakulty Univerzity v Gentu

Staphylococcus aureus CCM 4223

Ceska sbirka mikroorganismu
Ptirodovodécké fakulty MU Brno

Enterococcus faecalis CCM 4224

Ceska sbirka mikroorganismu
Ptirodovodécké fakulty MU Brno

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

Ceska sbirka mikroorganismu
Ptirodovodécké fakulty MU Brno

FEscherichia coli CCM 3954

Ceska sbirka mikroorganismu
Ptirodovodécké fakulty MU Brno

Candida albicans CCM 8186

Ceska sbirka mikroorganismu
Ptirodovodécké fakulty MU Brno
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2.2 Pracovni postupy

2.2.1 Zakoncentrovani hydrolatu

Na zakoncentrovani hydrolatovych vzorktu levandule, bobkového listu, fenyklu a hiebicku
byla pouzita metoda extrakce tuhou fazi (SPE). K témto mefenim byly pouzivany kolonky
se sorbentem Separon SGX C18 (modifikovany oktadecylsilikagel, 60 um, 0,5 g). VSechny
tyto extrakce byly provedeny ru¢n€ s pouzitim injekCnich stiikacek z divodu vysoké té€kavosti

latek, pro které by prosavani za snizeného tlaku nebylo vhodné.

Sorbent kolonky byl nejprve aktivovan promytim 5 ml methanolu a poté promytim 10 ml
sterilizované vody. Vzorky byly pro uCely experimentd této studie zakoncentrovany (50x
a 100x). Objem hydrolatu, ktery odpovidal 100 ml, byl zakoncentrovan do finélnich

eluovanych 2 ml ethanolu.

Obrdzek 12 Promyvani kolonky (foto autor)

Mezi jednotlivymi vyrobami byla vzdy kolonka promyta hexanem. Pro kazdy jednotlivy

hydrolét byla pouzita nova kolonka, aby kazda extrakce probihala na ¢istém sorbentu.

2.2.2 Diskova difizni metoda ke stanoveni inhibi¢nich z6n hydrolatu

Diskova difuzni metoda (DDM) slouzila ke stanoveni citlivosti daného kmene k danym

latkam, v tomto pfipadé k hydrolatim.

Byla pfipravena bunécna suspenze ve fyziologickém roztoku o bunééné densité odpovidajici
stupni 0,5-1,5 McFarlandovy zakalové stupnice (10% CFU/ml). Na piislu§n agarova média
jsme pomoci stérovych tampénd nanesli suspenzi stérovych tampont z puvodni zkumavky
o denzité 10® CFU/ml. Suspenzi jsme peclivé rozetieli ve viech smérech, aby byl povrch

média rovnomérné inokulovan.
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Poté jsme za pomoci diosenzoru nanesli 4 blankové disky pro antimikrobidlni testovani, které

jsme impregnovali 8 ul vzorkt danych hydrolatu.

V tabulce nize jsou uvedeny kultiva¢ni podminky danych bakterialnich kmenda:

Tabulka 2 Inkubacni podminky danych mikroorganismi

Mikroorganismy Cas | Teplota
Arcobacter spp. 48h | 30°C
Staphylococcus aures 24h | 30°C
Escherichia coli 24h | 30°C
Enterococcus faecalis 24h | 30°C
Pseudomonas aeruginosa 24h | 30°C
Candida albicans 24h | 37°C

Takto pfipravené misky jsme nechali inkubovat v termostatu, dle vySe zminénych podminek.
Po inkubaci se pfipadna citlivost mikroorganismu projevila inhibi¢ni zoénou, jejiz primer

se meéfil v mm.

Déle bylo nutné provést kontrolu skutecné bunécné density pfipravené bakterialni suspenze.
Na povrch pfislusnych agari bylo napipetovano 100 ul bakterialni suspenze o denzité
10°CFU/ml (po desitkovém ftedéni), rozetieli jsme L-hokejkou a po kultivaci spoéitali

narostlé kolonie.

2.2.3 Stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci hydrolata

Mikrodilu¢ni metoda pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) byla provadeéna

v polyethylenovych mikrotitra¢nich destickach s 96 jamkami s plochym dnem.

Nejprve bylo nutné zhotoveni dvojkové fedici fady extraktu. Do prvni jamky prvniho fadku
bylo napipetovano 180 ul pfislusného hydrolatu a do ostatnich jamek (2-12) 90 ul BHI
bujonu. Postupnym prenaSenim 90 pl suspenze za pomoci pipety z predeslé jamky
do nasledujici, byla pfipravena fedici fada v rozsahu koncentraci 50-0, 049 % (jamka 2-12).
Do takto pripravené desticky byl nasledné napipetovan objem 10 ul bakteridlni suspenze

testovaného mikrooganismu o bun&éné denzite 10° CFU/ml, tzn. objem jamek byl 100 pl.
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Po 24 hodinové kultivaci byla desticka nasledné¢ promichana na tifepacce a vSechny
zaockované jamky u bakterii rodu Arcobacter byly nasledné vyockovany na vyseC agaru.
Po nasledné kultivaci jsme odecetli minimalni inhibi¢ni koncentrace. U klinicky vyznamnych
druha bakterii a kvasinky byla MIC stanovovana okometricky. Stanoveni MIC bylo pro kazdy

hydrolat opakovéano 2x ve dvou po sob¢ nezavisle jdoucich experimentech.

Déle bylo nutné provést kontrolu skute¢né bunécné density ptipravené bakterialni suspenze.
Na povrch piislusnych agarti bylo napipetovano 100 ul bakterialni suspenze o denzité
10°CFU/ml (po desitkovém fedéni), rozetfeno L-hokejkou a po kultivaci byly spoéitany

narostlé kolonie.

2.2.4 Diskova difuzni metoda pro stanoveni citlivosti k antibiotikiim

Diskovy test je standardni metoda vhodnd pro stanoveni citlivosti mikroorganismu
k antibiotikim ¢i jinym antimikrobialnim latkam. Vysledek urCuje citlivost nebo rezistenci
antibiotika vici testovanému mikroorganismu, podle toho, zda je primér inhibi¢ni zény
kolem disku na tuhé pudé alespori stejny, nebo naopak mensi, nez jsou stanovené break-

pointy. Je to metoda kvalitativni, nejde o méreni stupné citlivosti.

Byla pfipravena bunécna suspenze ve fyziologickém roztoku o bunééné densité odpovidajici
stupni 0,5-1,5 McFarlandovy zakalové stupnice (10 ® CFU/ml). Na piislusna agarova média
jsme pomoci stérovych tampdéni nanesli suspenzi stérovych tampont z puvodni zkumavky
o denzité 10®° CFU/ml. Suspenzi jsme peclivé rozetieli ve viech smérech, aby byl povrch

média rovnomérné inokulovan.

Poté jsme za pomoci diosenzoru nanesli antibiotické disky pro antimikrobialni testovani.

Pro dané ucely byly vybrany antibiotika, které mame pro ptehlednost umistény v tabulce 3.

Tabulka 3 Piehled pouzitych antibiotik pro testovani

Uéinna latka Kategorie
Ampicilin (AMP) 30 ug sirokospektralni antibiotikum
Ciprofloxacin (CIP) 5 ug fluorochinolon
Clindamycin (DA) 2 ng linkosamid

Erytromycin (E) 15 pg makrolid
Tetracyklin (TE) 30 ug tetracyklin
Flukonazol (FCA) 25 ug antimykotikum
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Inkubace probéhla v temostatu dle stanovenych podminek viz tabulka 2. Poinkubaci
se piipadna citlivost mikroorganismu projevila inhibi¢ni zonou, jejiz pramér se méfil v mm.
Vysledky jsme porovnali stabulkovymi hodnotami a stanovili jsme, zda je kmen
na antibiotika citlivy ¢ rezistentni (uvedeno vtabulce 4). Testovani probéehlo

ve 2 opakovanich.

Déle bylo nutné provést kontrolu skute¢né bunécné density ptipravené bakterialni suspenze.
Na povrch pfislusnych agarti bylo napipetovano 100 ul bakterialni suspenze o denzité
10°CFU/ml (po desitkovém fedéni), rozetieno L-hokejkou a po kultivaci byly spoéitany

narostlé kolonie.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Hlavnim cilem diplomové prace bylo testovani hydrolath ziskanych jako vedlej§i produkt
hydrodestilace a parni destilace pfirodnich matric (levandule I€kafska, fenykl obecny, vaviin
vzneSeny a hiebickovec kofenny) a zjistovani jejich potencialnich antimikrobialnich G¢inka.
Hydrolaty byly testovany v ziskaném stavu, av§ak také jako matrice po zakoncentrovani (50-
100%). VSechny hydrolaty byly zakoncentrovany 50x, déale byl levandulovy a fenyklovy
hydrolat pro ucely prace zakoncentrovan jesté 100x, porovnavanim vysledku bylo ale patrné,
ze takto zakoncentrované hydrolaty se vyznamné neliSily v jejich antimikrobialni schopnosti

od hydrolata, které byly zakoncentrovany pouze 50x.

Antimikrobialni testovani bylo provedno v pfipadé 12 kmenl bakterii (Arcobacter
butzleri LMG 10828, Arcobacter butzleri CCUG 30484, Arcobacter butzleri UPa 2012/3,
Arcobacter cryaerophilus CCM 7050, Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13, Arcobacter
lanthieri LMG 28517, Arcobacter skirrowii LMG 6621, Arcobacter thereius LMG 24488,
Staphylococcus aureus CCM 4223, Enterococcus faecalis CCM 4224, Pseudomonas
aeruginosa CCM 3955, Escherichia coli CCM 3954) a jednoho kmene kvasinky (Candida
albicans CCM 8186). Antibakterialni a antimykotické u€inky byly testovany pomoci diskové
difizni metody. Stanovené hodnoty byly porovnany s G¢inky bézné pouzivanych antibiotik
(ampicilin, ciprofloxacin, clindamycin, erytromycin, tetracyklin) a antimykotika (flukonazol),
dale byly stanovovany minimalni inhibi¢ni koncentrace jednotlivych vzorkda,

a to mikrodilu¢ni bujénovou metodou.
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3.1 Stanoveni citlivosti bakterii k hydrolatim ziskanych destilaci

Testovani, které je blize popsano v podkapitole 2.2.2., probihalo ve 2 opakovanich v ramci
kazdého ze dvou nezavislych experimentl. Z experimentalné nameéfenych dat byl vypocten
prumér a smérodatna odchylka (Tabulky 5-14). Vlastni disk ma primér 6 mm, vysledky
inhibi¢nich zon jsou méfeny veetné pruméru disku.

Inhibi¢ni zony byly nasledné porovnany s vysledky inhibi¢nich z6n vybranych standartnich
antimikrobialnich latek (antibiotik a antimykotik). V tabulce 4 muzeme vidét vysledky

testovani antibiotik a antimykotik.

Tabulka 4 Primér inhibi¢nich zén danych druhti antibiotik a antimykotika, (n=2)

Prumér inhibi¢ni zony s uvedenou smérodatnou odchylkou [mm]
AMP CIP DA E TE FCA

Arcobacter butzleri

LMG 10828 6,0£0,00 | 34,5+£0,70 | 6,0+£0,00 | 23.0+0,00 | 16,0+0,00 nt
Arcobacter butzleri

CCUG 30484 6,0£0,00 | 43,5+£2,12 | 7,5+0,70 | 37,5+£0,70 | 31,5212 nt
Arcobacter butzleri

UPa 2012/3 6,0£0,00 | 39,0£141 | 6,0£0,00 | 29,0141 | 24,0+1.41 nt
Arcobacter cryaerophilus

CCM 7050 6,0£0,00 | 25,0+£0,00 | 6,0£0,00 | 31,5+£0,70 | 27,5+0,70 nt
Arcobacter cryaerophilus

UPa 2013/13 18,542.12 | 36,5+£0,70 | 6,0£0,00 | 30,5+0,70 | 29,0+1.41 nt
Arcobacter lanthieri

LMG 28517 6,0£0,00 | 37,0£141 | 6,0£0,00 | 22.0+£2.82 | 17,5+0,70 nt
Arcobacter skirrowii

LMG 6621 6,0£0,00 | 41,0£1.41 | 23,0£2.82 | 30,0+£0,00 | 34,0+2.82 nt
Arcobacter thereius

LMG 24488 13,542.12 | 32,5+0,70 | 35,5+£0,70 | 6,0+£0,00 | 35,0+0.00 nt
Staphylococcus aureus

CCM 4232 27,0£0,00 | 25,5+£0,50 | 27,0£1.41 | 28,0£2.82 | 14,5+0,70 nt
Enterococcus faecalis

CCM 4224 13,0£0,00 | 22.0+£0,00 | 7,0£0,00 | 17.5+0,70 | 29,0+1.41 nt
Pseudomonas aeruginosa

CCM 3955 6,0£0,00 | 34,0£141 | 6,0£0,00 8,5+0,70 | 13,5+0,70 nt
Escherichia coli

CCM 3954 6,0£0,00 | 31,0£1.41 | 6,0+0,00 9,5+£0,70 | 20,5+0,70 nt
Candida albicans

CCM 8186 nt nt nt nt nt 16,00£1,41

Poznamka: AMP - ampicilin, CIP - ciprofloxacin, DA - clindamycin, E - erytromycin, TE - tetracyklin, FCA - fukonazol, nt — netestovano

Pti testovani grampozitivni bakterie Staphylococcus aureus CCM 4232 plsobilo na tento
kmen nejlépe makrolidové antibiotikum (erytromycin), jehoz primeérna inhibi¢ni zéna byla
28,0+2,82 mm. U dalSiho grampozitivniho kmene Enterococcus faecalis CCM 4224 vykazuje
nejveétsich antimikrobialnich uc€ink(l antibiotikum tetracyklin (primérma inhibi¢ni zéna

29,0+1,41 mm).
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U bakterii zceledi Enterobacteriaceae vykazuje nejlepSich antimikrobialnich ucinkt
fluorochinolonové antibiotikum ciprofloxacin. Primérna inhibi¢ni zona u kmene Escherichia
coli CCM 3954 ¢inila 31,0+1,41 mm a u kmene Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 byla
primérna inhibi¢ni zona 34,0+1,41 mm. Studie z roku 2009 poukazuje na problémy spojené
s ciprofloxacinem, nebot’ Fantin a kol.(2009) dokézali, ze Spatné nastavené davkovani ma vliv
na postupnou rezistenci stfevnich bakterii z Celedi Enterobacteriaceae (zejména Fscheria
coli) vuci ciprofloxacinu. Vysoka mira rezistence vuci ciprofloxacinu v rozmezi od 32-40 %

byla prokazana u pacientd s rakovinou.

V Tabulce 4 jsou zaznamenany pramérné hodnoty inhibi¢nich zon se smérodatnou odchylkou
kazdého testovaného bakterialniho kmene rodu Arcobacter vuci stadartné pouzivanym
druhiim antibiotik. Ve studii Fera a kol. (2003) je zjisténa vysoka antimikrobialni rezistence
na ampicilin u vétSiny kment rodu Arcobacter. Tento vysledek potvrzuji také hodnoty
z tabulky 4, vyjimku tvoti pouze kmeny Arcobacter thereius LMG 24488 a Arcobacter
cryaerophilus UPa 2013/13. Antimikrobialni u€inky fluorochinolonového antibiotika
ciprofloxacinu byly stanoveny u vSech testovanych arkobakterd. Hodnoty inhibi¢nich zon
se pohybovaly v rozmezi 25,0-43,5 mm. VétSina arkobakterd dale prokazala rezistenci proti
ciprofloxacinu, avSak kmeny Arcobacter thereius LMG 24488, Arcobacter butzleri
CCUG 30484 a Arcobacter skirrowii LMG 6621 proti ciprofloxacinu rezistentni nebyly.
Arcobacter thereius LMG 24488 byl jedinym rezistentnim kmenem vu¢i erytromycinu ze
vSech kmenti zahrnutych do této studie. Dale byl testovan tertracyklin u kterého byly
prokazany antimikrobialni Ginky proti v§em testovanym kmenim. Hodnoty inhibi¢nich zon
se pohybovaly v rozmezi 16,0-35,0 mm. Dle tabulky 4 miZzeme v zavéru vidét, Ze abnormalné
odlisné vysledky prokazuje kmen Arcobacter thereius LMG 24488. Tento vysledek mizeme
piisoudit tomu, Ze tento kmen je pouze jednim ze Ctyf kmend arkobaktert, které byly

diagnostikovany u ¢lovéka.

Vysledky inhibi¢nich zon vétsiny bakterii a kvasinky pouzitych pro potfeby diplomové prace
testovanych proti danyn antibiotikim a antimykotiku byly zdokumentovany a pro piehlednost

umistény v priloze (str. 97-101).
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3.1.1 Levandulovy hydrolat

V Tabulce 5 jsou zaznamenany primérné hodnoty inhibi¢nich zén levandulového hydrolatu

testovaného proti klinicky vyznamnym druhtim bakterii a kvasinky.

Tabulka 5 Primér inhibi¢nich zon s uvedenymi smérodatnymi odchylkami - hydrolat levandule, (n=4)

Prumér inhibi¢ni zony s uvedenou smérodatnou odchylkou [mm]

Staphylococcus aureus CCM 4232 H (HD) 6,5+0,58
50xH (HD) 8.5+1.73

100xH (HD) 8,0+0,08

H (SD) 6.8+0,96

50xH (SD) 8.3+1,50

100xH (SD) 9,3+0,50

Enterococcus faecalis CCM 4224 H (HD) 6,3+0,50
50xH (HD) 7,5+0,58

100xH (HD) 8,0+0,82

H (SD) 6.3+0,50

50xH (SD) 9,5+1.29

100xH (SD) 8,3+0,96

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 H (HD) 6,0+0,00
50>H (HD) 8,5+2,38

100xH (HD) 7,3+0,50

H (SD) 6.0+0,00
50xH (SD) 10,5+1.29

100xH (SD) 7,3+0,50

Escherichia coli CCM 3954 H (HD) 6,0+0,00
50xH (HD) 8.8+1,50

100xH (HD) 7,3+0,50

H (SD) 6.0+0,00

50xH (SD) 9,0+2 31

100xH (SD) 7,3+0,50

Candida albicans CCM 8186 H (HD) 6,0+0,00
50xH (HD) 6.,0+0,00

100xH (HD) 6,0+0,00

H (SD) 6.,0+0,00

50xH (SD) 6.0+0,00

100xH (SD) 6,0+0,00

Poznamka: HD — hydrodestilace, SD — pami destilace, H — hydrolat
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Z tabulky je patrné, ze levandulovy hydrolat ziskany parni destilaci, ktery byl 50x
zakoncentrovan pusobil nejlépe na bakterii Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, primeérna
inhibi¢ni zoéna Cinila 10,5+1,29. V pfipad¢€ tabulky 5 mizeme fici, ze levandulovy hydrolat
pusobil Gcinn&ji na grampozitivni bakterie, tyto vysledky ale nejsou nijak zasadné vétsi
nez u gramnegativnich bakterii. Pfi porovnani antimikrobialniho potencidlu levandulového
hydroléatu proti Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 s ATB, dojdeme k z&véru, ze inhibi¢ni

zOna se nejvice piiblizila ucinku tetracyklinu a erytromycinu.

Levandulovy hydrolat ziskany hydrodestilaci pasobil nejlépe na bakterii Escherichia coli

CCM 3954, prumérna inhibi¢ni zona Cinila 8,8+1,50 mm.

Pro testovani antimikrobialnich uc¢inkt levandulového hydrolatu proti klinicky vyznamnym
druhtim bakterii a kvasinky byl pouzivan levandulovy hydrolat ziskany parni destilaci
a hydrodestilaci, tyto hydrolaty byly pro potieby testovani 50x a 100x zakoncentrovany.
Pti aplikaci hydrolatu ziskaného parni destilaci bylo ziskdno vétsich inhibi¢nich zon.
Z tabulky je dale patrné, levandulovy hydrolat zakoncentrovany 50x vytvoril obdobné
inhibi¢ni zony proti testovanym mikroorganismim, jako hydrolat zakoncentrovany 100x.
Z ¢ehoz muzeme vyvodit zavér, Zze stupen zakoncentrovani zasadné neovliviiyje
antimikrobialni u¢inky hydrolath. Je vsak dulezité, aby dany hydrolat zakoncentrovany byl,
nebot’ pfi testovani antimikrobidlnich uc€inkli nezakoncentrovanych hydrolatd vici
bakterialnim suspenzim muzeme z tabulky 5 urcit, ze v tomto piipadé levandulovy hydrolat
pusobi pouze na kmen Staphylococcus aureus CCM 4232 akmen Enterococcus faecalis
CCM 422 a u ostatnich testovanych bakterii a kvasinky vidime rezistenci vuci

nezakoncentrovanému levandulovému hydrolatu.

Roku 2011 byla zvetejnéna studie, ve které byla testovana antibakterialni aktivita esencialnich
oleji proti klinicky vyznamnym bakteriim (Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Enterococcus faecalis a Pseudomonas aeruginosa). Vysledky této studie dokumentuji znacné
antimikrobialni pusobeni esencialniho oleje levandule, proti Pseudomonas aeruginosa
(Sienkiewicz a kol., 2011). Tuto skuteCnost miizeme prokazat i pfi experimentech nalezicich
diplomové praci, jak uvadi text vySe. Jiz dfive bylo zminéno, ze hydrolaty jsou vedlejsi
produkty destilace esencialnich oleji, ale je zde patrna spojitost tykajici se jejich
antimikrobialnich ucinkl. Studie dokazuji, ze vétsi antimikrobialni potencial maji esencialni

oleje, coz byva zpusobeno vyssi koncentraci ucinnych latek v olejich.
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Pii testovani antimikrobialnich ucinka levandulového hydrolatu vaci kvasince Candida
albicans CCM 8186 nebylo pfi testovani ziskano zadnych pozitivnich vysledku, jak je patrné

z tabulky 5 a muzeme fict, ze tento hydrolat na kvasinku viibec neptsobi.

Dle vysledkti méfeni je patrné, ze levandulovy hydrolat nema velké antimikrobialni G¢inky.
Tyto vysledky jsou také potvrzeny ve studii Prusinowské a Smigielski (2014), poukazuji
na to, ze velky vliv na antimikrobialni vlastnosti hydrolati ma zpasob, dle kterého jsou
rostliny, které jsou pouzity k destilaci ziskdvany. Levandule pro testovani byla ziskavana
pouhym domacim sbérem, proto také nemuzeme vyloucit to, Zze kdyby byl zvolen
kvalifikovany sbér, tak by mohl byt ziskan kvalitngjsi material a diky tomu by bylo mozné
dosahnout lepSich vysledkt. Ve studii z roku 2014 je kladen daraz na to, aby byly hydrolaty
ziskany destilaci suSenych ¢i Cerstvych bylin, nebot i tento faktor ma vliv na antimikrobidlni
ucinky hydrolatd (Kunicka-Styczynska a kol.,, 2014). Pro ucely diplomové prace byla
vyuzivana levandule suSena, proto také nemuzeme vyloucit to, Ze kdyby byly vyuzity

k destilaci Cerstvé byliny, tak by antimikrobialni G¢inky hydrolati mohly byt vétsi.
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Tabulka 6 Primér inhibi¢nich zon s uvedenymi smérodatnymi odchylkami - hydrolat levandule, rod Arcobacter 1. ast,

(m=4)

Prumér inhibi¢ni zony s uvedenou smérodatnou odchylkou [mm]

Arcobacter butzleri LMG 10828 H (HD) 6,0+0.,00
50xH (HD) 9,5+1.29
100xH (HD) 7,0+0,00

H (SD) 6.,0+0,00
50xH (SD) 10,84+0.96
100xH (SD) 7.3£0,50

Arcobacter butzleri CCUG 30484 H (HD) 6,0+0,00
50xH (HD) 8.8+1.26
100xH (HD) 8,5+1,73

H (SD) 6.,0+0,00
50xH (SD) 13,5+0.58
100xH (SD) 8.5+1.73

Arcobacter butzleri UPa 2012/3 H (HD) 6,0+0,00
50xH (HD) 12,8+1.26
100xH (HD) 8,3+0,50

H (SD) 6.,0+0,00
50xH (SD) 10,5+1.29
100xH (SD) 8,8+0,50

Arcobacter cryaerophilus CCM 7050 H (HD) 6,0+0,00
50xH (HD) 8.3+1,50
100xH (HD) 7,040,382

H (SD) 6,0+0,00
50xH (SD) 9,5+1,91
100xH (SD) 7,0+0,82

Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13 H (HD) 6,0+0,00
50xH (HD) 8.0+0,00
100xH (HD) 9,0+1,15

H (SD) 6.0+0,00
50xH (SD) 11,5+2.08
100xH (SD) 8,8+0,96

Poznamka: HD — hydrodestilace, SD — pami destilace, H — hydrolat
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Tabulka 7 Primér inhibi¢nich z6n s uvedenymi smérodatnymi odchylkami - hydrolat levandule, rod Arcobacter 1. ast,

(n=4)
Prumér inhibicni zény s uvedenou smérodatnou odchylkou [mm]

Arcobacter lanthieri LMG 28517 H (HD) 6,0+0,00
50>H (HD) 11,3+0,96

100xH (HD) 7,3+0,50

H (SD) 6,0£0,00

50xH (SD) 11,8+1,26

100xH (SD) 7,5+0,58

Arcobacter skirrowiii LMG 6621 H (HD) 6,0+0,00
50>H (HD) 9,0+0,82

100xH (HD) 7,3+0,50

0 (SD) 6,0+0,00

50xH (SD) 10,3£0,50

100xH (SD) 7,0£0,00

Arcobacter thereius LMG 24488 H (HD) 6,0+0,00
50>H (HD) 11,5£1,.29

100xH (HD) 8,5+0,58

0 (SD) 6,0+0,00
50xH (SD) 13.3+1,89

100xH (SD) 8,5+0,58

Poznamka: HD — hydrodestilace, SD — pami destilace, H — hydrolat

V Tabulce 6 a 7 jsou zaznamenany prumérné hodnoty inhibi¢nich zon levandulového
hydrolatu proti bakteriim rodu Arcobacter. Z tabulky je patrné, ze levandulovy hydrolat
ziskany parni destilaci, ktery byl 50x zakoncentrovan pusobil nejlépe na bakterii Arcobacter
butzleri CCUG 30484, prumérna inhibi¢ni zona Cinila 13,5+0,58 mm. Levandulovy hydrolat

pusobil 1épe na bakterie rodu Arcobacter nez na bakterie a kvasinku z tabulky 5.

Pro testovani antimikrobialnich UC€inki levandulového hydrolatu u rodu Arcobacter byl
pouzivan levandulovy hydrolat parni destilace a hydrodestilace, ktery byl pro potieby
testovani 50x a 100x zakoncentrovan. VeétSich inhibi¢nich zon dosahly hydrolaty parni
destilace. Vyjimku tvoti Arcobacter butzleri UPa 2012/3, na néhoz pusobil 1épe levandulovy
hydrolat ziskany hydrodestilaci, primérmna inhibi¢ni zéna Cinila 12,8+1,26 mm. Z tabulky
je dale patrné, ze levandulovy hydrolat, ktery byl zakoncentrovany 50x vytvoril obdobné
inhibi¢ni zoény, jako hydrolat, ktery byl zakoncentrovany 100x. Z ¢ehoz mizeme vyvodit

zavér, ze stupeni zakoncentrovani zasadné neovliviiuje antimikrobialni G¢inky hydrolata.
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JevSak dulezité, aby dany hydrolat zakoncentrovany byl, nebot pfi testovani
antimikrobialnich GCinkd nezakoncentrovanych hydrolatu vici bakterialnim suspenzim
muzeme z tabulky 6 a 7 urCit, ze nejsou prokazany vibec zadné antimikrobialni GCinky.
Komplexné muzeme fici, ze levandulovy hydrolat pusobil 1épe na bakterie rodu Arcobacter

nez na bakterie a kvasinku z tabulky 5.

56



3.1.2 Fenyklovy hydrolat

V Tabulce 8 jsou zaznamenany primémé hodnoty inhibi¢nich zén fenyklového hydrolatu,

testovaného proti klinicky vyznamnym kmentam bakterii a kvasinky Candida albicans.

Tabulka 8 Primér inhibi¢nich zon s uvedenymi smérodatnymi odchylkami - hydrolat fenyklu, (n=4)

Prumér inhibicni zény s uvedenou smérodatnou odchylkou [mm]

Staphylococcus aureus CCM 4232 H (HD) 8,00,00
50xH (HD) 10,8+0.89

100xH (HD) 9,8+1,70

H (SD) 8.0+0,00

50xH (SD) 11,3+0.70

100xH (SD) 9,8+1,50

Enterococcus faecalis CCM 4224 H (HD) 7,8+1,25
50xH (HD) 9.3+0.95

100xH (HD) 12,5+1,73

H (SD) 7.8+1,.25

50xH (SD) 15,0+1.14

100xH (SD) 14,3+0,95

Psendomonas aeruginosa CCM 3955 H (HD) 6,0+0,00
50xH (HD) 11,0+0.82

100xH (HD) 10,0+0,32

H (SD) 6.,0+0,00

50xH (SD) 11,5+0.81

100xH (SD) 9,840,95

Escherichia coli CCM 3954 H (HD) 6,0+0,00
50xH (HD) 11,34+0,50

100xH (HD) 9,840,95

H (SD) 6.,0+0,00

50xH (SD) 11,5+1.29

100xH (SD) 11,040,832

Candida albicans CCM 8186 H (HD) 6,0+0,00
50xH (HD) 10,5+0,57

100xH (HD) 11,5+1,29

H (SD) 6.,0+0,00

50xH (SD) 11,8+1,70

100xH (SD) 10,8+0,50

Poznamka: HD — hydrodestilace, SD — pami destilace, H — hydrolat

57



Z tabulky je patrné, ze fenyklovy hydrolat ziskany parni destilaci, ktery byl 50x
zakoncentrovan pusobil nejlépe na bakterii Enterococcus faecalis CCM 4224, prumeérna
inhibi¢ni zéna Cinila 15,0+1,14 mm. Ve snaze porovnat antimikrobialni potencial fenyklového
hydrolatu vici kmeni Enterococcus faecalis CCM 4224 s ATB dojdeme k zavéru, ze inhibicni
zona se nejvice priblizila ucinku ampicilinu (primérna inhibi¢ni zéna 13,0+0,00 mm)
a erytromycinu (prumeérna inhibi¢ni zéna 17,5+0,70 mm), nebot tyto antibiotika vykazovala

velmi podobné antimikrobialni ucinky jako fenyklovy hydrolat.

Pro testovani antimikrobialnich uc¢inkl fenyklového hydrolatu vuci bakteriim a kvasince
z tabulky 8 byl pouzivan fenyklovy hydrolat ziskany parni destilaci a hydrodestilaci, tyto
hydrolaty byly pro potfeby testovani 50x a 100x zakoncentrovany. VétSich inhibi¢nich zon
prokazovaly hydrolaty parni destilace. Z tabulky je dale patrné, ze fenyklovy hydrolat
zakoncentrovany 50% vytvofil obdobné inhibi¢ni zony, jako hydrolat zakoncentrovany 100x.
Z ¢ehoz muzeme vyvodit zavér, Ze stupefi zakoncentrovani zasadné neovliviuje
antimikrobialni u¢inky hydrolati. Je vsak dilezité, aby dany hydrolat zakoncentrovany byl,
nebot’ pfi testovani antimikrobidlnich ucink( nezakoncentrovanych hydrolatd vaci
bakterialnim suspenzim muzeme z tabulky 8 urcit, Ze v tomto piipadé fenyklovy hydrolat
pusobi pouze na kmen Staphylococcus aureus CCM 4232 akmen Enterococcus faecalis
CCM 422 a u ostatnich testovanych bakterii a kvasinky vidime rezistenci. Fenyklovy hydrolat
ziskany hydrodestilaci, ktery byl zakoncentrovan 100x puasobil nejlépe na bakterii

Enterococcus faecalis CCM 4224, praimeérna inhibicni zona byla 12,5+1,73 mm.

V ptipad¢ tabulky 8 muzeme fici, ze fenyklovy hydrolat pusobil G¢inngji na grampozitivni
bakterie, tyto vysledky ale nejsou nijak zasadné vét§i nez u gramnegativnich bakterii. Tuto
skuteCnost nam =z Casti potvrzuje studie zroku 2017, ve které byl testovan kmen
Staphylococcus aureus a skupina autord prokazala, ze ma fenykl proti klinickym izolatim
tohoto kmene velké antimikrobidlni ucinky (Kwiatkowski a kol, 2017). Roby a kol. (2013),
testovali antioxida¢ni aktivitu fenyklu a jeho volnych radikalt a zjistili, ze fenykl vykazuje
potencialni antimikrobiélni aktivitu. Ve studii bylo potvzeno, ze tento hydrolat vykazuje vétsi

antimikrobialni G¢inky pro bakterie nez pro kvasinky, které byly ve studii také porovnavany.
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Tabulka 9 Primér inhibi¢nich zon s uvedenymi smérodatnymi odchylkami - hydrolat fenyklu, rod Arcobacter 1. Cast, (n=4)

Prumér inhibicni zony s uvedenou smérodatnou odchylkou [mm]

Arcobacter butzleri LMG 10828 H (HD) 6,0+0,00
50xH (HD) 6,8+0,95
100xH (HD) 9,3+0,50
H (SD) 6.,0+0,00
50xH (SD) 10,84+0.95
100xH (SD) 11,040,832
Arcobacter butzleri CCUG 30484 H (HD) 6,0+0,00
50xH (HD) 9,0+0,81
100xH (HD) 10,5+0,58
H (SD) 6.,0+0,00
50xH (SD) 10,8+1.50
100xH (SD) 10,8+0,50
Arcobacter butzleri UPa 2012/3 H (HD) 6,5+0,58
50>H (HD) 10,5+1,90
100xH (HD) 10,0+0,94
H (SD) 6,5+1,91
50xH (SD) 10,84+2.00
100xH (SD) 10,00+0,94
Arcobacter cryaerophilus CCM 7050 H (HD) 6,0+0,00
50xH (HD) 9,8+0.95
100xH (HD) 9,340,95
H (SD) 6.,0+0,00
50xH (SD) 10,04+0.95
100xH (SD) 9,840,95
Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13 H (HD) 6,0+0,00
50xH (HD) 8.5+1.29
100xH (HD) 9,3+0,50
H (SD) 6,0+0,00
50xH (SD) 10,040.80
100xH (SD) 10,3+0,95

Poznamka: HD — hydrodestilace, SD — pami destilace, H — hydrolat
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Tabulka 10 Pramér inhibi¢nich zon s uvedenymi smérodatnymi odchylkami - hydrolat fenyklu, rod Arcobacter 2. East, (n=4)

Prumér inhibicni zony s uvedenou smérodatnou odchylkou [mm]
Arcobacter lanthieri LMG 28517 H (HD) 6,0+0,00
50xH (HD) 10,8+0,50
100xH (HD) 8.8+0,95
H(SD) 6,0+0,00
50xH (SD) 11,8+0,96
100xH (SD) 9,0+1,15
Arcobacter skirrowii LMG 6621 H (HD) 6,3+0,50
50xH (HD) 7.8+0.50
100xH (HD) 8,5+0,58
H (SD) 6,0£0,00
50xH (SD) 10,3+1,20
100xH (SD) 10,5+1,29
Arcobacter thereius LMG 24488 H (HD) 6,0+0,00
50xH (HD) 12,0+£2,10
100xH (HD) 9,8+0,70
H (SD) 6,0£0,00
50xH (SD) 11,3+0,50
100xH (SD) 9,5+1,29

Poznamka: HD — hydrodestilace, SD — pami destilace, H — hydrolat

V Tabulce 9 a 10 jsou zaznamenany prumérné hodnoty inhibi¢nich zon fenyklového
hydrolatu proti bakteriim rodu Arcobacter. Z tabulky vyplyva, ze fenyklovy hydrolat ziskany
hydrodestilaci, ktery byl 50x zakoncentrovan pusobi nejlépe na kmen Arcobacter thereius
LMG 24488, primérna inhibi¢ni zéna v tomto pfipade€ vychazela 12,0+2,10 mm. Ve snaze
porovnat antimikrobiadlni potencial fenyklového hydrolatu testovanému proti Arcobacter
thereius LMG 24488 s ATB dojdeme k zavéru, Ze tato inhibi¢ni zona se nejvice priblizila
ucinku ampicilinu, primérna inhibi¢ni zéna 13,5+£2,12 mm.

Fenyklovy hydrolat ziskany parni destilaci pusobil nejlépe na kmen Arcobacter butzleri

LMG 10828, prumérna inhibi¢ni zona €inila 10,75+£2,00 mm.

Pro testovani antimikrobialnich Gcinki fenyklového hydrolatu va¢i bakteriim rodu
Arcobacter byl pouzivan fenyklovy hydrolat ziskany pomoci parni destilace a hydrodestilace,
ktery byl pro potieby testovani 50x a 100x zakoncentrovan. VétSich inhibiCnich zén

prokazovaly hydrolaty parni destilace. Z tabulek 9 a 10 je dale patrné, ze fenyklovy hydrolat
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zakoncentrovany 50x vytvorfil obdobné inhibi¢ni zony, jako hydrolat zakoncentrovany 100x
proti vSem testovanym mikroorganismum. Z ¢ehoz muzeme vyvodit zavér, Ze stupen
zakoncentrovani zasadné neovliviiuje antimikrobialni u€inky hydrolatd. Je vSak dulezité,
aby dany hydrolat zakoncentrovany byl, nebot pfi testovani antimikrobialnich G¢inku
nezakoncentrovanych hydrolatu vuci bakterialnim suspenzim mizeme z tabulky 6 urcit,
ze nejsou prokazany skoro zadné antimikrobialni G¢inky. Jediné zmeény muzeme vidét vSak
dulezité, aby dany hydrolat zakoncentrovany byl. Jediné zmény mizeme vidét u kmene
Arcobacter butzleri UPa 2012/3 a u kmene Arcobacter skirrowii LMG 6621. Z tabulky 9 a 10
je patrné, ze fenyklovy hydrolat pasobil na rod Arcobacter antimikrobialné méné ucinné nez

na bakterie a kvasinku z tabulky 8.
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3.1.3 Hydrolat bobkového listu

V Tabulce 11 jsou zaznamenany primérné hodnoty inhibi¢nich zon hydrolatu bobkového

listu, testovaného proti klinicky vyznamnym kmentm bakterii a kvasinky Candida albicans.

Tabulka 11 Primér inhibi¢nich zon s uvedenymi smérodatnymi odchylkami - hydrolat bobkového listu, (n=4)

Prumér inhibi¢ni zony s uvedenou smérodatnou odchylkou [mm]

Staphylococcus aurens CCM 4232 H (HD) 7,3+0,50
50xH (HD) 9,5+1,29

H (SD) 7,340,50

50xH (SD) 9,5+0,58

Enterococcus faecalis CCM 4224 H (HD) 7,8+0,50
50xH (HD) 11,041,83

H (SD) 7,840, 50
50xH (SD) 12, 340,50

Psendomonas aeruginesa CCM 3955 H (HD) 6,0+0, 00
50xH (HD) 10,3+1,71

H (SD) 6,020, 00

50xH (SD) 11,542 .89

Escherichia coli CCM 3954 H (HD) 6,010, 00
50xH (HD) 10,3+1,71

H(SD) 6,020, 00

50xH (SD) 10,542.89

Candida albicans CCM 8186 H (HD) 6,010, 00
50>H (HD) 9,8+3,86

H (SD) 6,020, 00

50xH (SD) 13,340,96

Poznamka: HD — hydrodestilace, SD — pami destilace, H — hydrolat

Z tabulky je patrné, ze hydrolat bobkového listu ziskany parni destilaci, puasobil nejlépe
na kvasinku Candida albicans CCM 8186, prumérna inhibi¢ni zona ¢inila 13,3+0,96 mm.
Hydrolat bobkového listu ziskany téz parni destilaci pusobil nejlépe na bakterialni kmen
Enterococcus faecalis CCM 4224, primérna inhibi¢ni zéna ¢inila 12,3 mm+0,50. Ve snaze
porovnat antimikrobiadlni potencial hydrolatu bobkového listu proti Enferococcus faecalis
CCM 4224 sinhibi¢nimi zénami ATB dojdeme k zavéru, ze nejvice se témto vysledkim

piiblizil ampicilin s inhibi¢ni zénou 13,0+0,00 mm. Z tohoto zavéru muzeme usoudit,
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ze hydrolat bobkového listu prokazoval velmi podobné antimikrobialni u€inky jako ampicilin

pusobici na Enterococcus faecalis CCM 4224,

Vysledky testovani zroku 2011 jasné ukézaly to, Ze testovany bobkovy list dosahuje
vyznamné antimykotické aktivity. Inhibi¢ni zona pro kandidu, ktera byla testovana vaci

ucinkim hydrolatu vaviinu se ve studii pohybovala v rozmezi 8-25 mm (Sahan, 2011).

Hydrolat bobkového listu pasobil ucinngji na grampozitivni bakteie. Ve studii z roku 2016
doslo k potvzeni tohoto zavéru, nebot’ pouziti extraktd bobokového listu prokazuje veétsi
antimikrobialni ucinnost vuci grampozitivnim bakteriim (Vijayakumar a kol. 2016). V roce
2009 bylo prokazano, ze ucinnost ziskanych hydrolati bobkového listu se 1isi dle jednotlivych

bylin, které byly ziskavany rtizn€ v odlisnych zemeépisnych lokalitach (Lira a kol., 2009).

Pro testovani antimikrobialnich U¢inkii bobkového byl pouzivan hydrolat ziskany parni
destilaci a hydrodestilaci. Tyto hydrolaty byly pro potieby testovani zakoncentrovany
uz jenom 50x. Nebot pfi testovani antimikrobialnich GCinka levandule a fenyklu bylo
zjisténo, ze stupen zakoncentrovani zasadné neovlivnil antimikrobialni ucinky hydrolata.
JevSak dulezité, aby dany hydrolat zakoncentrovany byl, nebot pfi testovani
antimikrobialnich UC€inkl nezakoncentrovanych hydrolatd vic¢i bakterialnim suspenzim,
muzeme ztabulky 11 urcit, Ze nejsou prokazany takika zadné antimikrobialni GCinky.
Hydrolat bobkového listu pasobil v tomto pfipadé pouze na kmeny Staphylococcus aureus

CCM 4232 a Enterococcus faecalis CCM 4224.

Obrazky 13 a 14, které jsou umistény nize, znazorfiuji antimikrobialni U¢inky hydrolatu

bobkového listu u vybranych bakterii.
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Obrdzek 13 Inhibicni zény hydrolatu bobkového listu
Enterococcus faecalis CCM 4224 (foto autor)

Obrazek 14 Inhibi¢ni zény hydrolatu bobkového listu
Candida albicans CCM 8186 (foto autor)
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Tabulka 12 Primér inhibi¢nich zén s uvedenymi smérodatnymi odchylkami - hydrolat bobkového listu, rod Arcobacter,

(m=4)

Prumér inhibi¢ni zony s uvedenou smérodatnou odchylkou [mm]

Arcobacter butzleri LMG 10828 H (HD) 6,0+0,00
50xH (HD) 8,0+1,15

H (SD) 6.,0+0,00

50xH (SD) 10,5+1.29

Arcobacter butzleri CCUG 30484 H (HD) 6,0+0,00
50xH (HD) 9,0+1.83

H(SD) 6,0+0,00

50xH (SD) 9,5+0,58

Arcobacter butzleri UPa 2012/3 H (HD) 6,0+0,00
50xH (HD) 9.,0+0,00

H (SD) 6.,0+0,00
50xH (SD) 14,0+0.82

Arcobacter cryaerophilus CCM 7050 H (HD) 6,0+0,00
50xH (HD) 9,5+1.29

H (SD) 6.,0+0,00
50xH (SD) 10,3+0,96

Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13 H (HD) 6,0+0,00
50>H (HD) 9,5+1,29

H (SD) 6.,0+0,00

50xH (SD) 10,0+1,15

Arcobacter lanthieri LMG 28517 H (HD) 6,0+0,00
50xH (HD) 11,3+0.96

H (SD) 6.,0+0,00
50xH (SD) 10,5+0,58

Arcobacter skirrowii LMG 6621 H (HD) 6,0+0,00
50xH (HD) 9,0+1,15

H (SD) 6.,0+0,00
50xH (SD) 12,5+1.73

Arcobacter thereins LMG 24488 H (HD) 6,0+0.,00
50xH (HD) 10,8+0.96

H (SD) 6,0+0,00
50xH (SD) 13,3+2.63

Poznamka: HD — hydrodestilace, SD — pami destilace, H — hydrolat
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V Tabulce 12 jsou zaznamenany primémé hodnoty inhibi¢nich zon hydrolatu bobkového
listu proti bakteriim rodu Arcobacter. Z tabulky je patrné, ze hydrolat bobkového listu
ziskany parni destilaci pisobi nejlépe na kmen Arcobacter butzleri UPa 2012/3, primeérna
inhibi¢ni zona v tomto pripadé vychéazela 14,0+0,82 mm. Ve snaze porovnat antimikrobidlni
ucinky bobkového listu testovanému proti Arcobacter butzleri UPa 2012/3 s ATB nejsme
schopni pfirovnat dany antimikrobidlni UCinek k zddnému z testovanych antibiotik,
nebot’ vysledky inhibi¢nich zén vychazely mnohonéasobné vétsi nebo se jednalo o rezistenci.
Hydrolat bobkového listu ziskany hydrodestilaci ptisobi nejlépe na kmen Arcobacter lanthieri

LMG 28517, prumérna inhibi¢ni zona €inila 11,3+0,96 mm.

Pro testovani antimikrobialnich ucink hydrolatu bobkového listu vici rodu Arcobacter byl
pouzivan hydrolat bobkového listu, ktery byl ziskdn parni destilaci a hydrodestilaci. Tyto
hydrolaty byly pro potieby testovani zakoncentrovany uz jenom 50%. Nebot' pfi testovani
antimikrobialnich G¢inkt danych mikroorganismu vuci hydrolatim levandule a fenyklu bylo
zjisténo, ze stupeni zakoncentrovani zasadné neovlivnil antimikrobialni G€inky hydrolata.
JevSak dulezité, aby dany hydrolat zakoncentrovany byl, nebot pfi testovani
antimikrobialnich GCinkd nezakoncentrovanych hydrolatd vuci bakterialnim suspenzim
muzeme ztabulky 12 urCit, Ze nejsou prokazany vubec zadné antimikrobialni uCinky.
Komplexné¢ muzeme fici, ze pfi porovnani tabulek 11 a 12 hydrolat bobkového listu

vykazoval obdobné antimikrobialni G¢inky u vSech testovanych kmenu.
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3.1.4 Hrebickovy hydrolat

V Tabulce 13 jsou zaznamenany prumeérné hodnoty inhibi¢nich zon hiebickového hydrolatu,

testovaného proti klinicky vyznamnym kmentam bakterii a kvasinky Candida albicans.

Tabulka 13 Pramér inhibi¢nich zon s uvedenymi smérodatnymi odchylkami - hydrolat htebicku, (n=4)

Prumér inhibicni zony s uvedenou smérodatnou odchylkou [mm]

Staphylococcus aurens CCM 4232 H (HD) 7,8+0,50
50xH (HD) 15,8+1,70

H (SD) 8.3+0,96

50xH (SD) 15,541,00

Enterococcus faecalis CCM 4224 H (HD) 71,591,713
50>H (HD) 15,3+1.26

H (SD) 7,540,58

50xH (SD) 18,84+0.96

Psendomonas aeruginesa CCM 3955 H (HD) 7,3+0,50
50xH (HD) 11,342.07

H (SD) 7,04+0,00
50xH (SD) 12,841,770

Escherichia coli CCM 3954 H (HD) 7,3+0,50
50xH (HD) 13,541,00

H(SD) 7,0+0,00
50xH (SD) 14,04+0.82

Candida albicans CCM 8186 H (HD) 6,0+0,00
50xH (HD) 14,848 42

H (SD) 6,040,00
50xH (SD) 23,5+3.70

Poznamka: HD — hydrodestilace, SD — pami destilace, H — hydrolat

Z tabulky je patrné, Ze hiebickovy hydrolat ziskany parni destilaci pusobil nejlépe
na kvasinku Candida albicans CCM 8186, prumérna inhibi¢ni zoéna ¢inila 23,543,7 mm.
Toto potvrzuje 1 studie z roku 2018, ve které byl hiebicek testovan a bylo jasné prokazano,
ze se jedna o silny antioxidant, zpUsobujici anti-agregaci krevnich destiCek s vyraznymi
antifungalnimi ulinky, které jsou velkym potencialem pro farmaceuticky a potravinarsky

prumysl (Ferreira a kol., 2018). Ve snaze porovnat antimikrobialni potencial hiebiCkového
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hydrolatu testovaného vuci kvasince Candida albicans CCM 8186 s jedinym testovanym
antimykotikem flukonazolem dosdhneme vétSich inhibi¢nich primérti nez pfi testovani
antimykotika. Z tohoto nam vyplyva, ze hiebickovy hydroladt ma na kvasinku vétsi

antimikrobialni u€inky nez flukonazol.

Hiebickovy hydrolat puasobil G¢innéji na grampozitivni bakterie, tyto vysledky ale nejsou
nijak zasadn€ vétsi nez ucinek proti gramnegativnim bakteriim. Hydrolat hiebicku ziskany
parni destilaci pasobil nejlépe na kmen Enterococcus faecalis CCM 4224, primeérna inhibicni

zona Cinila 18,8+0,96 mm.

Dle vysledki méfeni je patrné, Ze hiebickovy hydrolat ma z testovanych hydrolatd nejveétsi
antimikrobialni UCinky. Fakt, ze ma hiebicek velky potencial pro budouci pouziti
v alternativni medicing, poukazuje i studie z roku 2006, ve které byly testovany bakterie
Escherichia coli, Klebsiella  pneumoniae, Pseudomonas — aeruginosa, Proteus  vulgaris,
Bacillus subtilis a Staphylococcus aureus. Vysledky ukazaly, ze hiebiCkovy esencialni olej
vykazuje antibakteridlni aktivitu v Sirokém rozmezi. Jako pozitivni vysledek byla pouzita
inhibi¢ni zona nad primérem 7,0 mm. Hrebickovy olej vykazoval vyznamny inhibi¢ni G€¢inek
proti P. aeruginosa (17,4 mm), B. subtilis (14,5 mm), P. vulgaris (20,1 mm), K. pneumoniae

(16,2 mm), S. aureus (16,3 mm) a F. coli (17,4 mm) (Prabuseenivasan a kol., 2006).
Pti srovnani vysledkd této studie s wvysledky testovani v diplomové praci, vidime fakt,
ze inhibi¢ni zony hydrolati vychazeji nizsi. Tato skuteCnost mize byt zpusobena tim, ze veEtsi
antimikrobialni potencial mivaji esencialni oleje, coz byva zpusobeno vyssi koncentraci

hlavnich esencialnich slozek v olejich nez v hydrolatech.

Pro testovani antimikrobialnich u¢inktu hiebickového hydrolatu proti klinicky vyznamnym
druhtim bakterii a kvasinky byl pouzivan hiebic¢kovy hydrolat, ktery byl ziskan parni destilaci
a hydrodestilaci. Tyto hydrolaty byly pro potieby testovani zakoncentrovany uz jenom 50X,
Nebot pfi testovani antimikrobialnich ucinkt hydrolatd levandule a fenyklu bylo zjisténo,
7e stupen zakoncentrovani zasadné€ neovlivnil antimikrobialni G€inky hydrolath. Je vSak
dulezité, aby dany hydrolat zakoncentrovany byl, nebot pfi testovani antimikrobialnich
ucinkli nezakoncentrovanych hydrolatd vaci bakterialnim suspenzimm muzeme z tabulky
13 vycist, Ze antimikrobialni Gc¢inky nezakoncentrovanych hydrolati jsou mnohonasobné
mensi nez v pridadé hydrolath zakoncentrovanych. Kvasinka Candida albicans CCM 8186 je
jedina rezistentni vac¢i nezakoncentrovanému hydrolatu hiebicku ze vSech testovanych

mikroorganismil.
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Obrazky 15 a 16, které jsou umistény nize, znazorfuji antimikrobidlni u€inky htebickového

hydrolatu u vybranych bakterii.

Obrdzek 15 Inhibi¢ni zony hydrolatu hiebicku
Enterococcus faecalis CCM 4224 (foto autor)

Obrdazek 16 Inhibicni zony hydrolatu hiebicku
Candida albicans CCM 8186 (foto autor)
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Tabulka 14 Primér inhibi¢nich zon s uvedenymi smérodatnymi odchylkami - hydrolat hiebicku, rod Arcobacter, (n=4)

Prumér inhibi¢ni zony s uvedenou smérodatnou odchylkou [mm]

Arcobacter butzleri LMG 10828 H (HD) 6,0+0,00
50xH (HD) 10,5+1.29

H (SD) 6.,0+0,00

50xH (SD) 12,5+1.73

Arcobacter butzleri CCUG 30484 H (HD) 6,0+0,00
50>H (HD) 12,04+2.94

H (SD) 6.,0+0,00

50xH (SD) 13,542 38

Arcobacter butzleri UPa 2012/3 H (HD) 6,0+0,00
50xH (HD) 13,0+1.63

H (SD) 6.,0+0,00

50xH (SD) 14,5+1.,00

Arcobacter cryaerophilus CCM 7050 H (HD) 6,0+0,00
50>H (HD) 10,5+1.29

H (SD) 6.,0+0,00

50xH (SD) 12,5+1.26

Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13 H (HD) 6,0+0,00
50xH (HD) 14,3050

H (SD) 6.,0+0,00

50xH (SD) 16,5+1.29

Arcobacter lanthieri LMG 28517 H (HD) 6,0+0,00
50xH (HD) 12,04+0,58

H (SD) 6.,0+0,00

50xH (SD) 12,8+1.71

Arcobacter skirrowii LMG 6621 H (HD) 6,0+0,00
50xH (HD) 12,042.94

H (SD) 6.,0+0,00

50xH (SD) 11,0£1.15

Arcobacter thereins LMG 24488 H (HD) 6,5+0,58
50xH (HD) 14,8+1.50

H (SD) 6.8+0,50

50xH (SD) 15,5+1.73

Poznamka: HD — hydrodestilace, SD — pami destilace, H — hydrolat
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V Tabulce 14 jsou zaznamenany pramémé hodnoty inhibi¢nich zén hiebickového hydrolatu
proti bakteriim rodu Arcobacter. Z tabulky je patrné, ze hiebickovy hydrolat ziskany parni
destilaci pisobi nejlépe na kmen Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13, primé&rna inhibicni
zona v tomto pripade vychazela 16,5+1,29 mm. Ve snaze porovnat antimikrobialni potencial
hiebickového hydrolatu vuci Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13 s ATB dosahneme
podobného vysledku jako u ampicilinu, primérna inhibi¢ni zéna v tomto pfipad€ vychazela

18,5+2,12 mm.

Hrebickovy hydrolat ziskany hydrodestilaci pisobil nejlépe na kmen Arcobacter thereius

LMG 24488, prumérna inhibi¢ni zona Cinila 14,8+1,50 mm.

Pro testovani antimikrobialnich ucinki hfebickového hydrolatu vaci rodu Arcobacter byl
pouzivan hiebickovy hydrolat, ktery byl ziskan parni destilaci a hydrodestilaci. Tyto
hydrolaty byly pro potfeby testovani zakoncentrovany uz jenom 50x. Nebot' pfi testovani
antimikrobialnich GCinkt hydrolatd levandule a fenyklu bylo zjisténo, Ze stupen
zakoncentrovani zasadné neovlivnil jejich antimikrobialni GCinky. Je vSak dulezité, aby dany
hydrolat zakoncentrovany byl, nebot pfi testovani antimikrobialnich  uc€inka
nezakoncentrovanych hydrolati vaci bakterialnim suspenzim z tabulky 14 muzeme urcit,
ze jedinou zménu prumérnych inhibi¢nich zoén muzeme vidét u Arcobacter thereius
LMG 24488, avsak tento vysledek je takika nulovy. Komplexné mizeme fici,
Ze pii porovnani tabulek 13 a 14 hydrolat hiebicku vykazoval obdobné antimikrobialni u¢inky

u vSech testovanych mikroorganismu.
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3.2 Stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci studovanych
hydrolati

Testovani, které je blize popsano v podkapitole 2.2.3., probihalo ve 2 opakovanich v ramci
kazdého ze dvou nezavislych experimentd. Z experimentalné naméfenych dat byl vypocten
prumér a smérodatna odchylka (Tabulky 15-18). Jako minimalni inhibi¢ni koncentrace byla

urCena nejnizsi koncentrace, ktera je jiz schopna inhibice daného mikrobialniho kmene.

Vysledky testovani kmenu Staphylococcus aureus CCM 4223, Enterococcus faecalis
CCM 4224, Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, Escherichia coli CCM 3954 a Candida
albicans CCM 8186 byly odelitany pouze okometricky. Vysledky minimalnich inhibi¢nich

koncentraci u rodu Arcobacter byly prokazany po vyockovani na misky s TSA agarem.

Obrdzek 18 Odetty MIC testovanych mikroorganismil (foto autor)
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3.2.1 Levandulovy hydrolat

V Tabulce 15 jsou zaznamenany prumémé hodnoty minimalnich inhibi¢nich koncentraci

tykajici se testovani levandulového hydrolatu.

Tabulka 15 Primér minimalnich inhibi¢nich koncentraci - hydrolat levandule, (n=4)

Prumér minimalnich inhibi¢nich koncentraci s uvedenou smérodatnou odchylkou [%o]
H (SD) 50xH (SD) H (HD) 50xH (HD)
Arcobacter butzleri LMG 10828 1,6+0,00 0,8+0,00 0,8+0,00 0,4+0,00
Arcobacter butzleri CCUG 30484 6,3+0,00 0,8+0,00 1,6+0,00 0,8+0,00
Arcobacter butzleri UPa 2012/3 6,3+0,00 1,6+0,00 3,1+0,00 1,6+0,00
Arcobacter cryaerophilus CCM 7050 3,1+£0,00 0,8+0,00 1,620,00 0,8+0,00
Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13 3,1+0,00 0,8+0,00 0,8+0,00 0,4+0,00
Arcobacter lanthieri LMG 28517 1,6+0,00 0,8+0,00 0,8+0,00 0,8+0,00
Arcobacter skirrowii LMG 6621 0,8+0,00 0,4+0,00 0,8+0,00 0,420,00
Arcobacter thereius LMG 24488 3,1+0,00 1,6+0,00 1,6+0,00 0,8+0,00
Staphylococcus aureus CCM 4232 12,5+0,00 3,120,00 6,320,00 3,1+0,00
Enterococcus faecalis CCM 4224 25,0£0,00 3,120,00 12,540.00 3,120,00
Psendomonas aeruginosa CCM 3955 6,320,00 3,120,00 3,1+£0,00 1,6+0,00
Escherichia coli CCM 3954 12,5+0,00 3,1£0,00 6,3+0,00 3,1+0,00
Candida albicans CCM 8186 3,1+0,00 1,640,00 0,8+0,00 0,8+0,00

Poznamka: HD — hydrodestilace, SD — pami destilace, H — hydrolat

Tyto vysledky dokumentuji, Ze levandulovy hydrolat nejlépe inhiboval rast bakterii rodu
Arcobacter. NejlepSich hodnot MIC bylo dosazeno pii koncentraci 0,4 %. Nejnizsi potiebné
mnozstvi hydrolatu levandule, ziskaného parni destilaci, jsme potiebovali k inhibici rustu

kmene Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13 a kmene Arcobacter skirrowii LMG 6621.
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Nejlepsich hodnot miniméalnich inhibi¢nich koncentraci hydrolatu levandule, ktery byl ziskan

parni destilaci, bylo zjisténo u kmene Arcobacter skirrowii LMG 6621.

Levandulovy esencidlni olej - nikolv vSak hydrolat, je v poslednich letech velmi vyuzivanou
aletrnativou v ptirodnim léCitelstvi. Vypovida o tom také studie z roku 2006, ve které se snazi
najit alternativu k syntetickym fungicidim, za pomoci antimykotickych G¢inkl levadule.
Esencialni olej levandule zde vykazoval nizké hodnoty minimalnich inhibi¢nich
konencentaci (Soyulu a kol., 2006). V tomto muzeme vidét jistou podobnost s vysledky
diplomové prace, nebot levandulovy hydrolat inhiboval kvasinku Candida albicans
CCM 8186 v nizkych koncentracich. V mirném rozporu s témito vysledky stoji dalsi studie,
ktera se zabyva antimikrobialni aktivitou vzorkd esencialniho oleje levandule, kdy
Hanamanthagouda a jeji tym testovali klinicky vyznamné bakterie: FEscherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Shigella dysenteriae, Enterococcus faecalis a Staphylococcus
aureus a 3 houby Aspergillus niger, Penicillium notatum a Candida albicans. Esencialni ole]
byl pro jejich testovani dvojité sériové ziedén DMSO obsahujicim 0,125-8 ug/ul oleje.
Vysledné minimalni inhibi¢ni koncentrace silice se pohybovaly od 0,5 do 2,0 pg/ul
a2az4 pg/ul. Obecné zde esencialni olej vykazoval lepsi antibakteridlni aktivitu nez
antifungalni uc¢innost. Bylo prokazano, Zze grampozitivni bakterie jsou nachylngjsi
k antimikrobialnim vlastnostem esencialnich olejii, coz mize byt zpusobenou jejich vngjsi
membranou (Hanamanthagouda a kol., 2010). Tento maly rozpor s vysledky experimentt
diplomové prace nesmi byt chapan jako potencialni problém pii testovani. Za prvé, studie
sejen z ¢asti shoduje s druhy testovanych bakterii a patogenni kvasinky a za druhé bylo
jiz ne€kolikrat zminéno, Ze esencialni oleje se nechovaji totozné jako hydrolaty vyuzivané pro

potieby diplomové prace.

Pro stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci levandulového hydrolatu proti klinicky
vyznamnym druhiim bakterii a kvasinky byl pouzivan hydrolat, ktery byl ziskavan parni
destilaci a hydrodestilaci. Tyto hydrolaty byly pro potieby testovani dale 50x
zakoncentrované. Z tabulky 15 je vidét, ze vyssi antimikrobialni G€innost prokazuji hydrolaty

zakoncentrované nez hydrolaty, které zakoncentrovany nebyly.
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3.2.2 Fenyklovy hydrolat

V Tabulce 16 jsou zaznamenany primémé hodnoty minimalnich inhibi¢nich koncentraci

tykajici se testovani fenyklového hydrolatu.

Tabulka 16 Primér minimalnich inhibi¢nich koncentraci - hydrolat fenyklu, (n=4)

Prumér minimalnich inhibi¢nich koncentraci s uvedenou smérodatnou odchylkou [%o]

H(SD) |50xH(SD)| H@ED) | 50xH D)

Arcobacter butzleri LMG 10828 3,1£0,00 | 1,6£0,00 | 1,6+0,00 1,6+0,00
Arcobacter butzleri CCUG 30484 3,1£0,00 | 3,1£0,00 | 6,3+0,00 3,1+0,00
Arcobacter butzleri UPa 2012/3 6,3+0,00 | 3,1£0,00 | 3,1+0,00 1,6+0,00
Arcobacter cryaerophilus CCM 7050 3,1+0,00 | 0,8+0,00 3,1+0,00 0,8+0,00

Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13 6,3+0,00 | 1,620,00 3,120,00 0,8+0,00

Arcobacter lanthieri LMG 28517 3,1£0,00 | 1,6+0,00 1,60,00 1,60,00
Arcobacter skirrowii LMG 6621 3,1£0,00 | 0,8+0,00 | 0,440,00 0,4+0,00
Arcobacter thereins LMG 24488 3,1£0,00 | 1,6+0,00 1,60,00 0,8+0,00
Staphylococcus aurens CCM 4232 6,3+0,00 | 6,3£0,00 | 12,5+0,00 6,3+0,00
Enterococcus faecalis CCM 4224 25,0£0,00 | 12,5+0,00 | 25,0+0,00 | 12,5+0,00
Psendomonas aeruginesa CCM 3955 6,3+0,00 | 3,1£0,00 6,3+0,00 3,1+0,00
Escherichia coli CCM 3954 6,3+0,00 | 3,1£0,00 | 6,3+0,00 3,1£0,00
Candida albicans CCM 8186 6,3+0,00 | 3,1£0,00 | 3,1+0,00 3,1£0,00

Poznamka: HD — hydrodestilace, SD — pami destilace, H — hydrolat

Tyto vysledky dokumentuji, ze fenyklovy hydrolat opét nejlépe inhiboval rust bakterii rodu
Arcobacter. Pti srovnani hodnot MIC u levandulového hydrolatu zde nejsou ve vysledcich

vidét takové rozdily, jako prave v tabulce 15.
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Nejlepsich hodnit MIC bylo dosazeno pii koncentraci 0,8 %. Fenyklovy hydrolat ziskany
hydrodestilaci pusobil nejlépe na kmeny Arcobacter thereius LMG 2488 a Arcobacter
cryaerophilus UPa 2013/13. NejlepS§ich hodnot minimalnich inhibi¢nich koncentraci
hydrolatu fenyklu, ktery byl ziskan parni destilaci byl kmen Arcobacter skirrowii LMG 6621.
Jednoznacné€ nelépe pusobil fenyklovy hydrolat (shodné parni destilace a hydrodestilace)

na kmen Arcobacter cryaerophilus CCM 7050.

Pro stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci fenyklového hydrolatu proti klinicky
vyznamnym druhim bakterii a kvasinky byl pouzivan hydrolat, ktery byl ziskavan parni
destilaci a hydrodestilaci. Tyto hydrolaty byly pro potieby testovani dale 50x
zakoncentrované. Z tabulky 16 je vidét, ze vyssi antimikrobialni u¢innost prokazuji hydrolaty

zakoncentrované nez hydrolaty, které zakoncentrovany nebyly.

V tabulce 16 miizeme pozorovat to, ze hodnoty MIC u hydrolatu fenyklu vychazi s drobnymi
odchylkami podobné pro vSechny testované kmeny. (Vyjimku tvofi pouze MIC kmene
Enterococcus faecalis CCM 4224). Toto tvrzeni potvrzuje studie z roku 2014, kde autofi
testovali uCinky fenyklového hydrolatu. Jejich nasledné méfeni MIC prokazalo, ze hydrolat
fenyklu mél silné a konzistentni inhibi¢ni u€inky na vSechny testované patogeny, které byly
testovany v potravinach, vetné¢ grampozitivnich a gramnegativnich bakterii (Diao a kol,,

2014).

V roce 2012 byla testovana antimikrobialni aktivita fenyklového oleje proti bakterii kmene
Staphylococcus aureus za pomoci stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci. Redéni
fenyklového oleje bylo pfipraveno na 96 jamkové desticce v rozmezi 8-1024 pg/ml.
Vysledky studie jsou takové, ze fenyklovy olej byl ucinny proti S. aureus, s MIC v rozmezi
od 64 do 256 pg/ml. Diky témto pozitivnim vysledkim bylo ve studii konstatovano to,
ze v dnesni dobe vyviji S. aureus velmi rychle rezistenci vi¢i novym antibiotikim, a mohlo
by byti pravdépodobné zapojeni fenyklového oleje do vyvoje alternativnich terapeutickych
strategii ve farmaceutickém pramyslu (Qiu a kol., 2012). Pfi snaze porovnat tento vysledek
s tabulkou 16 dojdeme k opa¢nému zavéru, avsak rozdil v téchto 2 vysledcich testovani mohl

byt ovlivnén odlisnym pivodem zvoleného mikroorganismu.
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3.2.3 Hydrolat bobkového listu

V Tabulce 17 jsou zaznamenany primémé hodnoty minimalnich inhibi¢nich koncentraci

tykajici se testovani hydrolatu bobkového listu.

Tabulka 17 Praimér minimalnich inhibi¢nich koncentraci - hydrolat bobkového listu, (n=4)

Prumér minimalnich inhibi¢nich koncentraci s uvedenou smérodatnou odchylkou [%o]

H(SD) | 50xH(SD) | HED) | 50xH (D)

Arcobacter butzleri LMG 10828 3,1£0,00 1,6%0,00 3,140,00 1,6+0,00
Arcobacter butzleri CCUG 30484 3,1+0,00 1,640,00 6,3+0,00 1,6+0,00
Arcobacter butzleri UPa 2012/3 3,1£0,00 3,1£0,00 3,140,00 1,6+0,00
Arcobacter cryaerophilus CCM 7050 3,1+0,00 1,640,00 6,320,00 6,3+0,00

Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13 6,30,00 1,640,00 3,1+0,00 1,6+0,00

Arcobacter lanthieri LMG 28517 6,3+0,00 3,1£0,00 6,3£0,00 3,1£0,00
Arcobacter skirrowii LMG 6621 12,5+0,00 | 6,3+0,00 3,1+0,00 1,6+0,00
Arcobacter thereius LMG 24488 1,6%0,00 0,8+0,00 3,1+0,00 1,60,00
Staphylococcus aurens CCM 4232 6,30,00 1,640,00 6,320,00 1,6+0,00
Enterococcus faecalis CCM 4224 25,0£0,00 | 12,540,00 | 25,0£0,00 | 6,3+£0,00
Psendomonas aeruginosa CCM 3955 6,320,00 3,120,00 3,1+£0,00 1,6+£0,00
Escherichia coli CCM 3954 25,0+0,00 | 6,3+0,00 | 12,5+£0,00 | 3,1£0,00
Candida albicans CCM 8186 3,1£0,00 0,8+0,00 | 12,5+0,00 | 3,1£0,00

Poznamka: HD — hydrodestilace, SD — pami destilace, H — hydrolat

Hydrolat bobkového listu, ziskany parni destilaci nejlépe inhiboval kmen Arcobacter thereius
LMG 24488, prti koncentraci 0,8. Stejné MIC dosahla také kvasinka Candida albicans
CCM 8186.
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Pro stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci hydrolatu bobkového listu proti klinicky
vyznamnym druhim bakterii a kvasinky byl pouzivan hydrolat, ktery byl ziskavan parni
destilaci a hydrodestilaci. Tyto hydrolaty byly pro potieby testovani dale 50x
zakoncentrované. Z tabulky 17 je vidét, ze vyssi antimikrobialni u¢innost prokazuji hydrolaty

zakoncentrované nez hydrolaty, které zakoncentrovany nebyly.

Bobkovy list se nefadi mezi nejvyhledavané€jsi rostliny, u kterého jsou extrakty vyuzity
jako potencialni pfedmét pro testovani antimikrobialni aktivity. AvSak ve studii z roku 2014
dosli k zavéru, ze extrakty vaviinu hraji dilezitou roli proti hlavnim vc¢elim Skadcim.
V dané problematice stanovovali MIC a prokazali, ze téméf vSechny mikroorganismy jsou
schopné inhibovat v relativné stejné roviné (Damiani a kol., 2014). Tuto studii potvrzuje
i tabulka 17, ktera poukazuje na to, Ze nemuzeme zcela jasné urcit, kdy hydrolat bobkového

listu pusobil nejlépe.

Nejvyssi potiebné mnozstvi hydrolatu bobkového listu jsme potiebovali k inhibici rastu
kmene FEscherichia coli CCM 3954 a kmene Pseudomonas aeruginosa CCM 3955.
Podobného zaveéru dosli také ve studii zroku 2008, kdy nabakteriich (Bacillus
cereus, Bacillus  subtilis, Escherichia  coli, Salmonlla  typhimurium,  Staphylococcus
aureus, Yersinia enterocolitica, Enterococcus faecalis a Listeria monocytogenes) zkoumaly
antimikrobialni aktivitu esencialniho oleje vaviinu v koncentracich od 0,02% do 2,5%
(obj./obj.). Vaviin byl pfi testovani proti FE. colia$S. typhimurium netCinny (Erkmen

a Ozcan, 2008).
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3.2.4 Hrebitkovy hydrolat

V Tabulce 18 jsou zaznamenany primémé hodnoty minimalnich inhibi¢nich koncentraci

tykajici se testovani hiebickového hydrolatu.

Tabulka 18 Primér miniméalnich inhibi¢nich koncentraci - hydrolat hiebicku, (n=4)

Prumér minimalnich inhibi¢nich koncentraci s uvedenou smérodatnou odchylkou [%o]
H (SD) 50xH (SD) H (HD) 50xH (HD)
Arcobacter butzleri LMG 10828 0,4+0,00 0,1£0,00 0,4+0,00 0,1£0,00
Arcobacter butzleri CCUG 30484 0,8+0,00 0,2+0,00 0,4+0,00 0,1£0,00
Arcobacter butzleri UPa 2012/3 1,6+0,00 0,8+0,00 6,3+0,00 0,8+0,00
Arcobacter cryaerophilus CCM 7050 1,620,00 0,220,00 1,640,00 0,1£0,00
Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13 3,1+£0,00 0,420,00 0,4+0,00 0,120,00
Arcobacter lanthieri LMG 28517 0,8+0,00 0,4+0,00 0,8+0,00 0,4+0,00
Arcobacter skirrowii LMG 6621 0,8+0,00 0,2+0,00 0,2+0,00 0,1£0,00
Arcobacter thereins LMG 24488 1,6+0,00 0,4+0,00 0,8+0,00 0,4+0,00
Staphylococcus aurens CCM 4232 12,5+0,00 0,420,00 12,5+0,00 0,8+0,00
Enterococcus faecalis CCM 4224 6,320,00 0,8+0,00 6,3+0,00 0,8+0,00
Psendomonas aeruginesa CCM 3955 6,320,00 0,8+0,00 3,120,00 1,6+0,00
Escherichia coli CCM 3954 12,5+0,00 6,3+0,00 3,1£0,00 0,8+0,00
Candida albicans CCM 8186 6,3+0,00 3,120,00 12,5000 1,6+0,00

Poznamka: HD — hydrodestilace, SD — pami destilace, H — hydrolat

Vysledky z tabulky 18 dokumentuji, ze hiebickovy hydrolat nejlépe inhiboval rast bakterii
rodu Arcobacter. NejlepSich hodnot MIC bylo dosazeno pfi koncentraci 0,1 %. Hiebickovy
hydrolat ziskany hydrodestilaci nejlépe pasobil na zastupce kmene Arcobacter cryaerophilus
UPa 2013/13, kmene Arcobacter butzleri CCUG 30484, kmene Arcobacter cryaerophilus
CCM 7050, kmene Arcobacter butzleri LMG 10828 a kmen Arcobacter skirrowii LMG 6621.
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Hrebickovy hydrolat ziskany parni destilaci pusobil nejlépe na kmen Arcobacter butzleri
LMG 10828. Diky udajum z tabulky 18 je dobfe viditelné, ze jednoznacné nejlépe vysel
z testovani kmen Arcobacter butzleri LMG 10828.

Pro stanoveni miniméalnich inhibi¢nich koncentraci hfebickového hydrolatu proti klinicky
vyznamnym druhim bakterii a kvasinky byl pouzivan hydrolat, ktery byl ziskavan parni
destilaci a hydrodestilaci. Tyto hydrolaty byly pro potieby testovani dale 50x
zakoncentrované. Z tabulky 18 je videt, Ze vyssi antimikrobialni u€innost prokazuji hydrolaty
zakoncentrované nez hydrolaty, které zakoncentrovany nebyly. V porovnani se vSemi
hydrolaty muazeme fici, ze pravé hiebickovy hydrolat vykazoval nejlepsi vysledky
minimalnich inhibi¢nich koncentraci. Tento fakt byl ale velmi ofekavany, nebot’ hiebicek
jev alternativni medicin€ jiz n€kolik stoleti povazovan za vyznamné piirodni 1é¢ivo
se znacnymi antimikrobialnimi G¢inky. Toto tvrzeni potvrzuje studie, ve které byly testovany
hydrolaty bézné€ pozivanych bylin. Hodnoty MIC hiebi¢kového hydrolatu byly ze vsSech
nejlepsi (0,25 ml/100 ml hydrolatu) (Moreira a kol., 2005). Tyto fakta také potvrzuje studie
z roku 2006, kdy Prabuseenivasan a jeho tym testovali mnoho druht esencialnich oleju vetné
hiebickového oleje. Tento olej byl podroben screeningu proti Ctyfem gramnegativnim
bakteriim (Fscherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
vulgaris) a dvéma grampozitivnim bakteriim (Bacillus subftilis a Staphylococcus aureus).
Rada dvojnasobného fedéni oleje byla testovana v rozmezi od 0,2 do 25,6 mg/ml. Vysledna
minimalni koncentrace pro hiebickovy olej vychéazela nasledovné: S. aureus > 6,4 mg/ml,
B. subtilis > 3,2 mg/ml, K. pneumoniae > 6,4 mg/ml, P. vulgaris > 3,2 mg/ml, P. aeruginosa
> 1,6 mg/ml, E. coli > 1,6 mg/ml. Vysledky ukazuji fakt, ze MIC vychazi pro hiebickovy olej
ve vSech pfipadech velmi dobfe bez ohledu na jakoukoliv testovanou bakterii

(Prabuseenivasan a kol., 2006).
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V soucasné dob€¢ se intenzivné diskutuje o bezpecnostnich aspektech chemickych
konzervacnich latek, nebot jsou Casto povazovany za karcinogenni. Z té€chto davodi maji
spotiebitelé tendenci byt podeziravi viac¢i chemickym piisadam. Pro tyto aspekty se v dnesni
dob¢ zintenzivnila poptavka po pfirodnich 1éCivech (Moreira a kol., 2005). Toto vSe je také
jeden z divodu, pro¢ se tato diplomova prace zabyva stanovovanim antimikrobilani aktivity

hydrolatd.

V této praci bylo pro testovani antimikrobialni (antimykotické) aktivity hydrolata levandule,
fenyklu, bobkového listu a hfebicku vyuzito 13 mikrobilanich kment. Jednalo se o smés

gramnegativnich a grampozitivnich bakterii a take jedné patogenni kvasinky.

Pri testovani klinicky vyznamnych druhG bakterii (Staphylococcus aureus CCM 4232,
Enterococcus faecalis CCM 4224, Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 a Escherichia coli)
muzeme konstatovat fakt, ze nejvétsich antimikrobialnich G¢inki proti t€émto bakteriim dosahl
hiebickovy hydrolat, dale nasledoval fenyklovy hydrolat a nejhotsi antimikrobidlni ucinky
vySly u levandulového hydrolatu. Candida albicans CCM 8186 byla jedina rezistentni vici
levandulovému hydrolatu ze vSech kment zahrnutych do této studie, avSak hiebiCkovy
hydrolat pusobil nejlépe na tuto kvasinku. Hiebickovy hydrolat také nejlépe pusobil
na vSechny akrobaktery. Druhym v potadi byl téz fenyklovy hydrolat, zde vSak najdeme
jednu vyjimku a to, ze u kmene Arcobacter skirrowii LMG 6621 pusobil 1épe hydrolat
bobkového listu. Pii celkovém hodnoceni rodu Arcobacter vysSla najevo skuteCnost,
ze levandulovy, fenyklovy a hiebic¢kovy hydrolat pasobi nejlépe na kmen Arcobacter therius
LMG 24488. Nejlepsiho vysledku antimikrobialnich G¢inkd u hydrolatu bobkového listu
vykazoval Arcobacter butzleri UPa 2012/3.

Pii porovnani jednotlivych antmikrobialnich G€inkd testovanych hydrolati dochazime
k zaveéru, ze htebickovy hydrolat ma nejvétsi potencidl pro budouci testovani, a bylo
by vhodné tento hydroléat rozsifit do klinické praxe. Druhym nejlepS§im vysledkem tykajici
se antimikrobialni aktivity disponuje hydrolat fenyklu, poté nésleduje hydrolat bobkového
listu a nejhtre dopadnul levandulovy hydrolat. Velmi obdobnych vysledkt jsme dosahli také
pii stanovovani minimalnich inhibi¢nich koncnetraci, kde jsme z vysledkt ur€ili, ze nejnizsi
mnozstvi k inhibici ristd testovanych kmenu jsme zjistili u zakoncetrovaného hydrolatu
hiebicku. Jediné odlisnost nastala v pfipadé hydrolatu bobkového listu, kdy nejnizsi pottebné

mnozstvi k inhibici mikroorganismu jsme dosahli u kvasinky Candida albinas CCM 8186.
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Z vySe uvedenych vysledkli neni patrné, zda hydrolaty pisobi Iépe na grampozitivni
nebo gramnegativni bakterie. Pfi testovani antimikrobialnich vlastnosti hydrolatd proti
klinicky vyznamnym druhim bakterii a kvasince Candida albicans vychazely primérné
inhibi¢ni zény Iépe u grampozitivnich bakterii. AvSak pfi testovani arkobaktert dochazelo
k obdobnym vysledkim jako u grampozitivnich bakterii. Proto nelze jednozna¢né fici,
kdy hydrolaty pusobily nejlépe a musime si vystaCit s faktem, Zze hydrolaty prokazovaly
antimikrobialni u€inky vice ¢i mén¢ u vSech kmenu.

Vysledky minimalnich inhibi¢nich koncentraci byly také experimentaln€ ovéfovany
za pomoci pfistroje Tecan Infinite ® 200 PRO, méficitho hodnoty absorbance. Vysledky
téchto experimentll vSak nebyly adekvatni viici vysledkim mikrodilu¢ni metody, proto nebyly
dale zafazovany do vysledkd této diplomové prace. Neshody ve vysledcich souvisi
pravdépodobné s volbou vinovych délek. Vinové délky pro tyto experimenty nejsou jasne
definovany v zadné doborné literatute, proto byla navolena standartné pouzivana vinova délka
450 nm, pficemz se zjistilo, ze vysledné absorbance vychazi zcela odlisn€ a od této metody

se opustilo.

V posledni fadé je nutné zduraznit jiz nékolikrat zminovany fakt, ze ikdyz je v dne$ni dobé
produkovano velké mnozstvi hydrolatd, jakozto vedlejSich produkti vyroby esencialnich
oleji, nename k dispozici dostatecné mnozstvi odborné literatury a studii, které by se vice
veénovaly této problematice. VétSina studii porovnava pouze antimikrobildni aktivitu
esencialnich oleji a pfi experimentech nalezicich diplomové prace se vychazelo z faktu,
ze aktivita hydrolatt ma vychazet obdobné, avSak snejvétsi pravdépodobnosti nizsi.
Vzhledem ktémto okolnostem byly veskeré wvysledky konzultovany formou diskuze
s vedoucim diplomové prace. Z tohoto divodu by bylo dobré stanovit a vyhodnotit dalsi
laboratorni experimenty, které by dosavadni vysledky téchto pokusi potvrdily a dale

rozvijely.
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ZAVER

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo dokézat antimikrobialni a antimykotické ucinky
hydrolatu ziskanych destilaci rostlinych materialt (levandule 1ékafska, fenykl obecny, vaviin
vzneSeny a hiebiCkovec kofenny). Byly nadm poskytnuty hydrolaty parni destilace
a hydrodestilace. VSechny vzorky byly nejprve zakoncentrovany 50x. Poté byly dalsi
hydrolaty levandule a hydrolaty fenyklu zakoncentrovany jesté 100x. Vysledky obou
zakoncentrovani se zasadn€ neliSily, proto dal§i testovani probihalo uz jen se vzorky

zakoncentrovanymi 50x.

Antimikrobialni aktivita byla nejprve stanovovana diskovou difuzni metodou na zakladé
vysledkt inhibi¢nich zon. Tyto hodnoty byly okrajové porovnavany s testovanym spektrem
antibiotik. Z vysledkul lze vyvodit, ze se nejedna o latky, které by byly schopné antibiotika
ne¢kdy v budoucnu nahradit, ale mohly by slouzit jako dopliujici 1é¢iva v ptirodni medicing.
Dale jsme stanovovali minimalni inhibi¢ni koncentrace jednotlivych hydrolati. Zde mizeme
zaznamenat podobngjsi spektrum vysledka, které je ovlivnéno ozemenou koncentracni fadou.
Z provadénych experimentu lze jednoznacné fici, ze zakoncentrované hydrolaty prokazuji
vetsi antimikrobialni Gcinnost, nez hydrolaty, které zakoncentrovany nebyly. Ve vétSing
piipadl byly zjistény lepsi antimikrobialni ucinky hydrolat ziskych parni destilaci, nejednalo

se ale o markantné lepsi hodnoty vaci hydrolatim hydrodestilace.

Pii zavérecném porovnani naméfenych hodnot a vyhodnoceni vysledki muzeme fici to,
ze vSechny hydrolaty vykazovaly jistou antimikrobialni aktitu vici testovanym bakteriim
a kvasince. Co se tyce vysledka diskové difuzni metody, jednozna¢n€ nejucinnéji se prokazal
hydrolat hiebi¢ku. Takika totozné vysledky byly zjist€ény pii stanovovani miniméalnich
inhibi¢nich koncentraci, kde bylo stanoveno, ze nejniz§i mnozstvi k inhibici ristd vSech
bakterii nastalo u hiebickového hydrolatu. Pouze u jediné testované kvasinky bylo nejnizsi

mnozstvi potiebné k inhibici rastu zjisténo u hydrolatu bobkového listu.

Rod Arcobacter nepatii mezi bezné testované bakterie. Proto pozitivni vysledky v souvislosti
s témito experimenty, jsou piijemnym piekvapenim, které nemaji v literatufe velké zastupeni.
Proto prikaz veétsich antimikrobialnich uc€ink( pii testovani hydrolati proti Arcobacter
thereius LMG 24488 a vuci Arcobacter butzleri UPa 2012/3 muzeme brat v souvislosti

s timto rodem jako pozitivni pfinos pro dal§i experimenty.
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Z hlediska ziskanych vysledkt antimikrobialni a antimykotické aktivity vybranych hydrolata
a na zakladé dalSich startujicich studii by bylo dobré prokraovat ve vyzkumu téchto
,,vedlejSich produktt destilace™, aby se dostaly do Sirsiho povédomi spolecnosti a mohly byt

v budoucnu pouzivany jako podpurné pripravky alternativni mediciny.

84



POUZITA LITERATURA

Abdali H. and Aji A. (2015), Development of antibacterial structures and films using clove
bud powder. Industrial Crops and Products, 72, p. 214-219.

Abdi-Ali A., Mohammadi-Mehr M. and Alaei Y. A. (2006), Bactericidal activity of various
antibiotics against biofilm-producing Pseudomonas aeruginosa. International Journal of

Antimicrobial Agents, 27 (3), p. 196-200.

Aharoni A., Jangsma A. J. and Bouwmeester H. J. (2005), Volatile science, Metabolic
engineering of terpenoids in plants. Trends in plant Science, 10 (12), p. 594-602.

Akond M. A., Alam S., Hassan S. M. R. and Shirin M. (2009), Antibiotic Resistance of
Escherichia coli Isolated From Poultry and Poultry Environment of Bangladesh, Antibiotic

Resistance of Escherichia coli Isolated From Poultry and Poultry Environment of Bangladesh.

Internet Journal of Food Safety, 11, p. 19-23.

Ali-Shtayeha M. S., Yaghmoura R. M. R and Al-Nurid M. A. (1998), Antimicrobial
activity of 20 plants used in folkloric medicine in the Palestinian area. Journal of

Ethnopharmacology, 60 (3), p. 265-271.

Appendino G., Fontana, G. and Pollastro F. (2010), Natural products drug discovery.
Comprehensive Natural Products I1. Elsevier, p. 205.

ArnoStova V., (2016), Stanoveni neopterinu v biologickém materialu, Diplomova prace
(Mgr.), Univerzita Karlova, Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové, Katedra analytické

chemie, 2016-22-09.

Balogh A. (2019), The fundamentals of growing gorgeous lavender. Garden design,
[online], [cit. 2019-03-20], Dostupné z:

https://www.gardendesign.com/plants/lavender.html.

Baser K. H. C. and Buchabuer G. (2010), Essential oils Science, Technology, and
Applications, Boca Raton: CRC Press/Taylor & Francis, ISBN 978-1-4200-6315-8.

Bhowmik D., Kumar K. P. S., Yadav A., Srivastava S., Paswan S., Dutta A. (2012),
Recent Trends in Indian Traditional Herbs Syzygium aromaticum and its Health Benefits,

Journal of Pharmacognosy and Phytochemistry, 1 (1), p. 13-22.

85


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669014005950%23!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/09266690
https://www.sciencedirect.com/science/journal/09248579
https://www.sciencedirect.com/science/journal/09248579
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874197001530%23!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874197001530%23!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874197001530%23!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/03788741
https://www.sciencedirect.com/science/journal/03788741
https://www.gardendesign.com/plants/lavender.html

Bourgaud F., Hehn A., Larbat R., Doerper S., Gontier E., Kellner S. and Matern U.
(2006), Biosynthesis of coumarins in plants: a major pathway still to be unravelled for

cytochrome P450 enzymes. Phytochemistry Reviews , 5 (2-3), p. 293-308.

Brinker A. M and Seigler D. S. (1992), Determination of Cyanide and Cyanogenic
Glycosides from Plants. Plant Toxin Analysis, p. 359-381.

Buckle J. (1997), Clinical aromatherapy. Library of Congress Cataloging in Publication Data,
ISBN 0-443-07236-1.

Cavanagh H. M. A. and Wilkinson J. M. (2002), Biological activities of Lavender
essential. Phytotherapy research, 16 (4), p. 301-308.

Clark A. M. (1996), Natural Products as a Resource for New Drugs Pharmaceutical
Research, 13 (8), p. 1133-1141.

Cools D., Merckx R., Vlassak K. and Verhaegen J. (2001), Survival of L.
coli and Enterococcus spp. derived from pig slurry in soils of different texture. Applied Soil

Ecology, 17 (1), p. 53-62.

Cortés-Rojas D. F., Fernandesde Souza C. R. and Oliveira W. P. (2014), Clove (Syzygium

aromaticum): a precious spice. Asian Pacific Journal of Tropical Biomedicine, 4(2), p. 90-96.

Cosentino S., Tuberoso C. 1. G, Pisano B., Satta M., Mascia V., Arzedi E. and Palmas F.
(2002), In-vitro antimicrobial activity and chemical composition of

Sardinian Thymus essential oils. Letters in Applied Microbiology, 29, p. 130-135.

Cowan M. M. (1999), Plant Products as Antimicrobial Agents. Clinical Microbiology
Reviews, 12 (4), p. 564-582.

Cui H, Zhang Ch and Lin L. (2018), Antimicrobial mechanism of clove oil on Listeria
monocytogenes. Food Control, 94, p. 140-146.

D'Amato S., Serio A., Lépez C. Ch. and Paparella A. (2018), Hydrosols: Biological
activity and potential as antimicrobials for food applications. Food Control, 86, p- 126-137.

Damiani N., Fernandez N. J., Porrini M. P., Gende L. B., Alvarez E., Buffa F., Brasesco
C., Maggi M. D., Marcangeli J. A. and Eguaras M. J. (2014), Laurel leaf extracts for
honeybee pest and disease management: antimicrobial, microsporicidal, and acaricidal

activity. Parasitology Research, 113 (2), p. 701-7009.

86


https://link.springer.com/journal/11101
https://link.springer.com/book/10.1007/978-3-662-02783-7
https://link.springer.com/journal/11095
https://link.springer.com/journal/11095
https://www.sciencedirect.com/science/journal/09291393
https://www.sciencedirect.com/science/journal/09291393
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2221169115301763%23!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2221169115301763%23!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2221169115301763%23!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/22211691
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Tuberoso%2C+C+I+G
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713518303360%23!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/09567135
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713517305157%23!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/09567135
https://link.springer.com/journal/436

Das K., Tiwari R. K. S. and Shrivastava D. K. (2010), Techniques for evaluation of
medicinal plant products as antimicrobial agent: Current methods and future trends. Journal

of Medicinal Plants Research, 4 (2), p. 104-111.

Delaquis P. J., Stanich K., Girard B. and Mazza G. (2002), Antimicrobial activity of
individual and mixed fractions of dill, cilantro, coriander and eucalyptus essential oils,

International Journal of Food Microbiology, 74 (1-2), p. 101-109.

Diao W-R., Hu Q-P, Zhang H. and Xu J-G. (2014), Chemical composition, antibacterial
activity and mechanism of action of hydrosols from seeds of fennel (Foeniculum

vulgare Mill.). FFood Control, 35 (1), p. 109-116.

Donachie S. P., Bowman J. P., On S. L. W. and Alam M. (2005) Arcobacter halophilus sp.
nov., the first obligate halophile in the genus Arcobacter, [online], [cit. 2019-03-20],
Dostupné z: https://www researchgate.net/figure/a-Scanning-electron-micrograph-of-cells-of-

Arcobacter-halophilus-sp-nov-Bar-1-m-m_figl 7862257.

Dorman H. J. and Deans S. G. (2000), Antimicrobial agents from plants: antibacterial
activity of plant volatile oils, Journal of Applied Microbiology, 88 (2), p. 308-316.

Douglas L. J. (2003), Candida biofilms and their role in infection. Trends in Microbiology,
11 (1), p. 30-36.

Dyer M. H. and Writer C. G. (2019), Common Clove Tree Diseases: Learn How To Treat
A Sick Clove Tree. Gardening know how, [online], [cit. 2019-03-20], Dostupné z:

https://www.gardeningknowhow.com/ornamental/trees/clove-tree/clove-tree-diseases.htm.

Eastman R. H and Kluger R. H. (1998), Isoprenoid, Encyclopedia britannica. [online],

[cit. 2019-02-28], Dostupné z: https://www britannica.com/science/isoprenoid.

El Alaoui Ch. and Lory P. (2017), Modulation of T-type Ca®' channels by Lavender and
Rosemary extracts. PLoS One, 12 (10).

El-Awadi M. E. and Hassan E. A. (2010), Physiological Responses of Fennel (Foeniculum
Vulgare Mill) Plants to Some Growth Substances. The Effect of Certain Amino Acids and a
Pyrimidine Derivative Journal of American Science, 6 (7), p. 120-125.

Erkmen O. and Ozcan M. M. (2008), Antimicrobial Effects of Turkish Propolis, Pollen, and
Laurel on Spoilage and Pathogenic Food-Related Microorganisms. Journal of Medicinal

Food, 13 (3).

87


https://www.sciencedirect.com/science/journal/01681605
https://www.sciencedirect.com/science/journal/09567135
https://www.researchgate.net/publication/7862257_Arcobacter_halophilus_sp_nov_the_first_obligate_halophile_in_the_genus_Arcobacter?_sg=uRiXH6F52B5WEzylUwGWj4vAd0GqNlvYEiIE9-Ra2LjkBEPV3A0s7VoK9U-BVbMWMsxLsW3pNodVbzEQkYlFdh8hQPBltValOQ
https://www.researchgate.net/publication/7862257_Arcobacter_halophilus_sp_nov_the_first_obligate_halophile_in_the_genus_Arcobacter?_sg=uRiXH6F52B5WEzylUwGWj4vAd0GqNlvYEiIE9-Ra2LjkBEPV3A0s7VoK9U-BVbMWMsxLsW3pNodVbzEQkYlFdh8hQPBltValOQ
https://www.researchgate.net/figure/a-Scanning-electron-micrograph-of-cells-of-Arcobacter-halophilus-sp-nov-Bar-1-m-m_fig1_7862257
https://www.researchgate.net/figure/a-Scanning-electron-micrograph-of-cells-of-Arcobacter-halophilus-sp-nov-Bar-1-m-m_fig1_7862257
https://www.gardeningknowhow.com/ornamental/trees/clove-tree/clove-tree-diseases.htm
https://www.britannica.com/science/isoprenoid
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=El%20Alaoui%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29073181
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lory%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29073181
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/journals/440/
https://www.liebertpub.com/journal/jmf
https://www.liebertpub.com/journal/jmf

Fantin B., Duval X., Massias L., Alavoine L., Retout F. CH., Andremont A. and Mentré
F. (2009), Ciprofloxacin Dosage and Emergence of Resistance in Human Commensal

Bacteria. The Journal of Infectious Diseases, 200 (3), p 390-398.

Fera M. T., Maugeri T. L., Giannone M., Gugliandolo C., La Kamera E., Blandino G.
and Carbone M. (2003), In vitro susceptibility of Arcobacter butzleri and Arcobacter
cryaerophilus to different antimicrobial agents. Infernational Journal of Antimicrobial

Agents, 21 (5), p. 488-491.

Ferreira F. M., Delmonte C. C., Novato T. L. P., Monteiro C. M. O., Daemon E., Vilela
F. M. P. and Amaral M. P. H. (2018), Acaricidal activity of essential oil of Syzygium
aromaticum, hydrolate and eugenol formulated or free on larvae and engorged females

of Rhipicephalus microplus. Medical and Veterinary Entomology, 32 (1), p. 41-47.

Frahm E. and Obst U. (2003), Application of the fluorogenic probe technique (TagMan
PCR) to the detection of Enterococcus spp. and Escherichia coli in water samples. Journal of

Microbiological Methods 52 (1), p. 123-131.

Frankenberg L., Mrugna M. and Hederstedt L. (2002), FEnterococcus faecalis Heme-
Dependent Catalase. Journal of Bacteriology, 184 (22), p. 6351-6356.

Godowski K. C. (1989), Antimicrobial action of sanguinarine. 7he journal of Clinical
Dentistry, 1(4), p. 96-101.

Goldstein T. 2006, The Aromatherapy Handbook. LabRats Project.

Gomes B. C., Esteves C. T., Palazzo 1. C. V., Darini A. L. C., Felis G. E., Sechi L. A.,
Franco B. D. G. M. and De Martinis E. C. P. (2008), Prevalence and characterization
of Enterococcus spp. isolated from Brazilian foods. Food Microbiology, 25 (5), p. 668-675.

Grulich V. (2011), Laurus nobilis. — vatin vzneSeny, botany.cz, [online], [cit. 2019-03-20],

Dostupné z https://botany.cz/cs/laurus-nobilis/.

Hall R. A., Sordi L., Mac Calluuummm D. M., Topal H., Eaton R., Bloor J. W,,
Robinson G. K., Levin L. R., Buck J., Wang Y., Steegborn C. and Miihlschlege F. A.
(2010), COz Acts as a Signalling Molecule in Populations of the Fungal Pathogen Candida
albicans. Plos Pathogens, 6 (11).

Hammer K. A., Carson C. F. and Riley T. V. (2001), Antimicrobial activity of essential
oils and other plant extracts. Journal of Applied Microbiology, 86, p. 985-990.

88


https://www.sciencedirect.com/science/journal/09248579
https://www.sciencedirect.com/science/journal/09248579
https://www.sciencedirect.com/science/journal/01677012
https://www.sciencedirect.com/science/journal/01677012
https://botany.cz/cs/laurus-nobilis/

Hanamanthagouda M. S., Kakkalameli S. B., Naik P. M., Nagella P., Seetharamareddy
H. R. and Murthy H. N. (2010), Essential oils of Lavandula bipinnata and their
antimicrobial activities. 'ood Chemistry, 118 (3), p. 836-839.

Harris L. G., Foster S. J. and Richards R. G. (2002), An introduction to Staphylococcus
aureus, and techniques for identifying and quantifying S. aureus adhesins in relation to

adhesion to biomaterials: review. Fur Cell Mater, 31 (4), p. 39-60.

Hasser D. J., Alsabbagh E., Parvatiyar K., Howell M. L., Wilmott R. W. and Ochsner U.
A. (2000), A Protease-Resistant Catalase, KatA, Released upon Cell Lysis during Stationary
Phase Is Essential for Aerobic Survival of a Pseudomonas aeruginosa oxy R Mutant at Low

Cell Densities. Journal of Bacteriology, 182 (16), p. 4557-4563.

Hemaiwarya S., Kruthiventi A. K. and Doble M. (2008), Synergism between natural
products and antibiotics against infectious diseases Phytomedicine, 15 (8), p. 639-652.

Huang G., Srikantha S., Sahni N., Yi S. and Soll D. R. (2009), CO2 Regulates White-to-
Opaque Switching in Candida albicans. Current Biology, 19 (4), p. 330-334.

Chaieb K., Hajlaoui H., Zmantar T., Kahla-Nakbi A. B., Roubhia M., Mahdouani K.,
and Bakhrouf A. (2007), The chemical composition and biological activity of clove essential
oil, Lugenia caryophyllata (Syzigium aromaticum L. Myrtaceae): a short review,

Phytotherapy research. 21 (6), p. 501-506.

Cheng A-X., Lou Y. G., Mao Y. B., Lu S., Wang L-J. and Chen X-Y. (2007), Plant
Terpenoids: Biosynthesis and Ecological Functions. Journal of Integrative Plant Biology, 49
(2), p. 179-186.

Chowdhury S. R., Islam M. M. and Kumar G. S. (2010), Binding of the
anticancer alkaloid sanguinarine to double stranded RNAs: Insights into the structural and

energetics aspects. Molecular BioSystems, p. 7.

Chrysargyris A., Panayiotou Ch. and Tzortzakis N. (2016), Nitrogen and phosphorus
levels affected plant growth, essential oil composition and antioxidant status of lavender

plant. Industrial Crops and Products 83, p. 577-586.

Churacdek J. (1990), Analytickd separace latek. 1. Vydani Praha: SNTL, 1990, 384 s., ISBN
80-03-00569-8.

Jiménez C. and Riguera R. (1994), Phenylethanoid glycosides in plants: structure and
biological activity. Natural Product Repost.

89


https://www.sciencedirect.com/science/journal/03088146
https://www.sciencedirect.com/science/journal/09447113
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Chaieb%2C+Kamel
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Hajlaoui%2C+Hafedh
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669015306567%23!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669015306567%23!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669015306567%23!

Kaper J. B., Nataro J. P. and Mobley H. L. T. (2004), Pathogenic Escherichia coli. Nature
reviews Microbiology, 2, p. 123-140.

Kateete D. P., Kimani C. N., Katabazi F. A., Okeng A., Okee M. S., Nanteza A., Joloba
M. L. and Najjuka F. C. (2010), Identification of Staphylococcus aureus. DNase and
Mannitol salt agar improve the efficiency of the tube coagulase test. Annals of Clinical

Microbiology and Antimicrobials, 9 (23), p. 1-7.

Kirmizigiil S., Anil H., Ucar F. and Akdemir K. (1996), Antimicrobial and Antifungal
Activities of Three New Triterpenoid Glycosides, Wiley online Library.

Kivcak B. and Mert T. (2002), Preliminary evaluation of cytotoxic properties of Laurus
nobilis leaf extracts. Fitoterapia, 73 (3), p. 242-243.

Klaban V , (2005), /lustrovani mikrobiologicky slovnik, Praha Galén, ISBN: 8072623419.

Kong W., Wei J., Abidi P., Lin M. and Inaba S. (2004), Berberine is a novel cholesterol-
lowering drug working through a unique mechanism distinct from statins. Nature Medicine,

10, p. 1344-1351.

Krizman M., Baricevi¢ D. and Prosek M. (2007), Determination of phenolic compounds in
fennel by HPLC and HPLC — MS using a monolithic reversed-phase column. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 43(2), p. 481-485.

Kunicka-Styczynska A., Smigielski K., Prusinowska R., Rajkowska K., Ku§mider B.
and Sikora M. (2014), Preservative activity of lavender hydrosols in moisturizing body gels,

Letters in Applied Microbiology, p. 27-32.

Kwiatkowski P., Mnichowska-Polanowska M., Pruss A., Masiuk H., Dzieciol M.,
Giedrys-Kalemba S. and Sienkiewicz M. (2017), The effect of fennel essential oil in

combination with antibiotics on Staphylococcus aureus strains isolated from carriers, Burns,

43 (7), p. 1544-1551.

Kybal J. and Kaplicka J. (1988), Nase a cizi koreni. Praha: Statni zemédelské
nakladatelstvi. Kapitola Hiebickovec kotenny, p. 110.

Laishram M., Rathlavath S., Lekshmi M., Kumar S. and Nayak B. B. (2016), Isolation
and characterization of Arcobacter spp. from fresh seafood and the aquatic environment.

International Journal of FFood Microbiology, 232, p. 87-89.

90


https://www.sciencedirect.com/science/journal/0367326X
https://www.sciencedirect.com/science/journal/07317085
https://www.sciencedirect.com/science/journal/07317085
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=%C5%9Amigielski%2C+K
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Prusinowska%2C+R
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Rajkowska%2C+K
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Ku%C5%9Bmider%2C+B
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Sikora%2C+M
https://www.sciencedirect.com/science/journal/01681605

Levican A., Collado L. and Figueras M. J. (2013), Arcobacter cloacae sp. nov. And
Arcobacter suis sp. nov., two new species isolated from food and sewage. Systematic and

Applied Microbiology, 36 (1), p. 22-27.

Lira P. Di L, D. Retta, E. Tkacik, J. Ringuelet, J. D. Coussio, Baren C. and Bandoni A.
L. (2009), Essential oil and by-products of distillation of bay leaves (Laurus nobilis I..) from
Argentina. Industrial Crops and Products, 30 (2), p. 259-264.

Lombardi Ch. (2015), Solid phase extraction. Chemistry in New Zeland, 79 (2), p. 67-118.

Lopez-Romero J. C., Gonzailez-Rios H., Borges A. and Simées M. (2015), Antibacterial
Effects and Mode of Action of Selected Essential Oils Components against Escherichia coli
and Staphylococcus aureus. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, 1D

795435, p. 9.

Mahesh B. and Satish S. (2008), Antimicrobial Activity of Some Important Medicinal Plant
Against Plant and Human Pathogens, World Journal of Agricultural Sciences, 4, p. 839-843.

Majak W. (2008), Mammalian Metabolism of Toxic Glycosides from Plants, Journal of
Toxicology,11, 1-40 oil, Wiley Online Library, [online], [cit. 2019-03-23], Dostupné
zhttps://onlinelibrary wiley.com/doi/pdf/10.1002/ptr.1103#accessDenialLayout.

Mayer F. L., Wilson D. and Hube B. (2013), Candida albicans pathogenicity mechanisms.
Virulence, 4 (2), p. 119-128.

Moreira M. R. Ponce A. G., dell Vale C. E and Roura S. L. (2005), Inhibitory parameters
of essential oils to reduce a foodborne pathogen, LWT - Food Science and Technology, 38 (5),
p. 565-570.

Normanno G., Firinu A., Virgiio S., Mula G., Dambrosio A., Poggiu A., Mioni R.,
Decastelli L., Scuota S., Bolzoni G., Giannatale E., Salinetti A. P., La Salandra G.,
Bartoli M., Zuccon F., Pirino T., Sias S., Parisi A., Quaqglia N. C. and Celano G. V.
(2005), Coagulase-positive Staphylococci and Staphylococcus aureusin food products

marketed in Italy. International Journal of Food Microbiology, 98 (1), p. 73-79.

Oktay M., Giilgin I and Kiifrevioglu O.I. (2003), Determination of in vitro antioxidant
activity of fennel (Foeniculum vulgare) seed extracts. LWT - Food Science and Technology,

36 (2), p. 263-271.

Oluwatuyi M., Kaatz G. W. and Gibbons S. (2004), Antibacterial and resistance modifying
activity of Rosmarinus officinalis, Phytochemistry, 65 (24), p. 3249-3254.

91


https://www.sciencedirect.com/science/journal/07232020
https://www.sciencedirect.com/science/journal/07232020
https://www.sciencedirect.com/science/journal/09266690
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/pdf/10.1002/ptr.1103%23accessDenialLayout
https://www.sciencedirect.com/science/journal/00236438
https://www.sciencedirect.com/science/journal/01681605
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643802002268%23!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643802002268%23!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/00236438
https://www.sciencedirect.com/science/journal/00319422

Palaniappan K. and Holley R. A. (2010), Use of natural antimicrobials to increase
antibiotic susceptibility of drug resistant bacteria. [International Journal of Food

Microbiology, 140 (2 - 3), p. 164-168.

Patel V. and Patel R. (2016), The active constituents of herbs and their plant chemistry,
extraction and identification methods. Journal of Chemical and Pharmaceutical Research. 8

(4), p. 1423-1443.

Pérez-Cataluiia A., Salas-Massé N., Diéguez A. L., Balboa S., Lema A., Romalde J. L.
and Figueras M. J. (2018), Revisiting the Taxonomy of the Genus Arcobacter: Getting Order
From the Chaos. Frontier in Microbiology, 9: 3123.

Phillips C. A. (2001), Arcobacters as emerging human foodborne pathogens. Food control,
12 (1), p. 1-6.

Poole C. F. (2003), New trends in solid-phase extraction. TrAC Trends in Analytical
Chemistry, 22 (6), p. 362-373.

Prabuseenivasan S., Jayakumar M. and Ignacimuthu S. (2006), In vitro antibacterial

activity of some plant essential oils. BMC Complementary and Alternative Medicine, 6 (39).

Prusinovska R and Smigielski S. B. (2014), Composition, biological properties and
therapeutic effects of lavender (Lavandula angustifolia L.), De Gruyter, 60 (2), p. 56-66.

Qin X., Emerson J., Stapp J., Stapp L., Abe P. and Burn J. L. (2003), Use of Real-Time
PCR with Multiple Targets To Identify Pseudomonas aeruginosa and Other Nonfermenting

Gram-Negative Bacilli from Patients with Cystic Fibrosis. Journal of Clinicall Microbiology,
41 (9), p. 4312-4317.

Qiu J., Li H., Su H., Dong J., Luo M., Wang J., Leng B., Deng Y., Liu J. and Deng X.
(2012), Chemical composition of fennel essential oil and its impact on Staphylococcus
aureus exotoxin production. World Journal of Microbiology and Biotechnology, 28 (4), p.
1399-1405.

Rabha B., Gopalakrishnan R., Baruah L. and Singh L., (2012), Larvicidal activity of some
essential oil hydrolates against dengue and filariasis vectors, E3 Journal of Medical Research,

1 (1), p. 014-016.

Rai M., Paralikar P., Jogee P., Agarkar G., Ingle P. I., Derita M. and Zacchino S.

(2017), Synergistic antimicrobial potential of essential oils in combination with nanoparticles:

92


https://www.sciencedirect.com/science/journal/01681605
https://www.sciencedirect.com/science/journal/01681605
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6308300/
https://www.sciencedirect.com/science/journal/01659936
https://www.sciencedirect.com/science/journal/01659936
https://link.springer.com/journal/11274

Emerging trends and future perspectives. International Journal of Pharmaceutics, 519 (1 —2),

p. 67-78.

Ramos C., Teixeira B., Batista 1., Matos O., Serrano C., Neng N. R., Nogueira J. M. F
and Nunes M. L. (2010), Antioxidant and antibacterial activity of essential oil and extracts of

bay Laurel Laurus nobilis Linnaeus (Lauraceae) from Portugal. Natural Product Research , p.

518-529.

Rauha J-P., Remes S., Heinonen M., Hopia A, Kahkonen M., Kujala T., Pihlaja K.,
Vuorela H and Vuorela P. (2000), Antimicrobial effects of Finnish plant extracts containing

flavonoids and other phenolic compounds. International Journal of Food Microbiology, 56

(1), p. 3-12.

Ree T. and Khanbabaee K. T. (2001), Classification and Definition. Natural Product
Reports, 18 (6), p. 641-649.

Rios J. L. and Recio M. C. (2005), Medicinal plants and antimicrobial aktivity. Journal of
Ethnopharmacology, 100 (1-2), p. 80-84.

Robards K. (2003), Strategies for the determination of bioactive phenols in plants, fruit and
vegetables. Journal of Chromatography A, 1000 (1-2), p. 657-691.

Robinson T. (1974), Metabolism and Function of Alkaloids in Plants. American Association

Jor the Advancement of Science, p. 184-430.

Roby M. H. H., Sarhan M. A., Sekim K. A-H and Khalel I. K. (2013), Antioxidant and
antimicrobial activities of essential oil and extracts of fennel (Foeniculum vulgare L.) and

chamomile (Matricaria chamomilla L.). Industrial Crops and Products, 44, p. 437-445.

Ruzickova G., Kocourkova B., Sedlakova J. and HajSlova J. (2005), The effects of the
desiccants treatment on the fennel quality. Acta Univ. Agric. Silvic. Mendelianae Brun, S, p.

143-150.

Sagdic O. and Ozcan M. (2003), Antibacterial activity of Turkish spice hydrosols. Food
Control, 14 (3), p. 141-143.

Sahan Y. (2011), Eftect of Prunus laurocerasus L. (Cherry Laurel) leaf extracts on growth of
bread spoilage fungi. Bulgarian Journal of Agricultural Science, 17 (1), p. 83-92.

93


https://www.tandfonline.com/author/Ramos%2C+C
https://www.tandfonline.com/author/Teixeira%2C+B
https://www.tandfonline.com/author/Batista%2C+I
https://www.tandfonline.com/author/Matos%2C+O
https://www.tandfonline.com/author/Serrano%2C+C
https://www.tandfonline.com/author/Neng%2C+NR
https://www.tandfonline.com/author/Nogueira%2C+JMF
https://www.tandfonline.com/author/Nunes%2C+ML
https://www.tandfonline.com/toc/gnpl20/current
https://www.sciencedirect.com/science/journal/01681605
https://www.sciencedirect.com/science/journal/03788741
https://www.sciencedirect.com/science/journal/03788741
https://www.sciencedirect.com/science/journal/00219673
https://www.jstor.org/publisher/aaas
https://www.jstor.org/publisher/aaas
https://www.sciencedirect.com/science/journal/09266690
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713502000579%23!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713502000579%23!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/09567135
https://www.sciencedirect.com/science/journal/09567135

Scherrer D., Corti S., Muehlherr J. E., Zweifel C. and Stephan R. (2004), Phenotypic and
genotypic characteristics of Staphylococcus aureus isolates from raw bulk-tank milk samples

of goats and sheep. Veterinary Microbiology, 110 (2), p. 101-107.

Sienkiewicz M., Lysakowska M., Ciecwierz J., Pawel D. and Kowalczyk E. (2011),
Antibacterial Activity of Thyme and Lavender Essential Oils. Medicinal chemistry, 7 (6), p.
674-689.

Simi¢ M., Kundakovi¢ T. and Kovacevi¢ N. (2003), Preliminary assay on the antioxidative

activity of Laurus nobilis extracts. Fitoterapia, 74(6), p. 613-616.

Snelling W. J., Matsuda M., Moore J. E. and Dooley J. S. G. (2006), Under the
Microscope: Arcobacter. Letters in Applied Microbiology, 42 (1), p. 7-14.

Sobkova K., (2009), Antibakteridalni ucinky prirodnich latek, Diplomova prace (Mgr.),
Univerzita Pardubice, Fakulta chemicko — technologicka, 2009-06-05.

Soylu E. M., Soylu S. and Kurt S. (2006), Antimicrobial Activities of the Essential Oils of
Various Plants against Tomato Late Blight Disease Agent Phytophthora infestans.
Mycophatologia, 161 (2), p. 119-128.

Stover C. K., Pham W. Q. and Olson M. V. (2000), Complete genome sequence
of Pseudomonas aeruginosa PAO1, an opportunistic pathogen, Nature, 406, p. 959-964.

Sudbery P., Gow N. and Berman J. (2004), The distinct morphogenic states of Candida
albicans. Cell Press, 12 (7), p. 317-324.

Teixeira L. M. and Carreira Merquior V. L. (2012), Enterococcus, Molecular Typing in
Bacterial Infections. p. 17-26.

Tholl D. (2015), Biosynthesis and Biological Functions of Terpenoids in Plants.
Biotechnology of Isoprenoids, 148, p. 63-106.

Thring T. SA, Hili P. and Naughton D. P. (2011), Antioxidant and potential anti-
inflammatory activity of extracts and formulations of white tea, rose, and witch hazel on

primary human dermal fibroblast cells. Journal of inflammation, 8 (1), p. 1-7.

Tong S. Y. C, Davis J. S., Eichenberger E., Holland T. L. and Fowler V. G. (2015),
Staphylococcus aureus infections: Epidemiology, Pathophysiology, Clinical Manifestations,
and Management. Clinical Microbiology Reviews, 28 (3), p. 603-661.

94


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367326X03001436%23!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367326X03001436%23!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367326X03001436%23!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/0367326X
https://link.springer.com/book/10.1007/978-1-62703-185-1
https://link.springer.com/book/10.1007/978-1-62703-185-1
https://link.springer.com/book/10.1007/978-3-319-20107-8
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thring%20TS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21995704
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hili%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21995704
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Naughton%20DP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21995704

Touchon M., Hoede C., Tenaillon O., Barbe V., Baeriswyl S., Bidet P., Bingen E.,
Bonacorsi S., Bouchier Ch., Bouvet O., Calteau A., Chaiapello H., Clermont O. and
Denamur E. (2009), Organised Genome Dynamics in the Escherichia coli Species Results in

Highly Diverse Adaptive Paths. Plos Genefics.

Van den Abeele A-M., Vogelaers D., Van Hende J. and Houf K. (2014), Prevalence of
Arcobacter (close to Campylobacter) species among humans. Belgium, Doug Powell, p.
2008-2013, [online], [cit. 2019-03-23], Dostupné Z:
https://www .bartblog.com/2014/09/prevalence-of-arcobacter-close-to-campylobacter-species-

among-humans-2008-2013-belgium/.

Vandenberg O., Dediste A., Houf K., Ibekwem 8., Souayah H., Cadranel S., Douat N.,
Zissis G., Butzler J-P. and Vandamme P. (2004), Arcobacter Species in Humans. Emerg
Infect Diseases, 10 (10), p. 1863-1867.

Vasquez-Garcia A., Spranger A. P., Julian C., Mejia-Ballesteros J. E., Seraphin de
Godoy S. H., Barbieri E., Moro de Sousa R. L. and Fernande A. M. (2019), Escherichia
coli detection and identification in shellfish from southeastern Brazil. Aquaculture, 504, p.

158-163.

Vidal L., Riekkola M-L and Canals A. (2012), Ionic liquid-modified materials for solid-

phase extraction and separation: A review. Analytica Chimica Acta, 715, p. 19-41.

Vijayakumar S., Vaseeharan B., Malaikozhundan B. and Shobiya M. (2016), Laurus
nobilis leaf extract mediated green synthesis of ZnO nanoparticles: Characterization and

biomedical applications. Biomedicine & Pharmacotherapy, 84, p. 1213-1222.
Votava M. a kol., Lékar'ska mikrobiologie speciclni, Brno Neptun, ISBN: 8090289665.

Wenzel. M. (2014), Lécivé rostliny: nejlepsi vyuZiti pro zdravi celé rodiny. 1. vyd. Praha:
Grada, ISBN: 9788024751559.

Whiteley M., Bangera M. G., Bumgarner R. E., Parsek M. R., Teitzel G. M., Lory S. and
Greenber E. P. (2001), Gene expression in Pseudomonas aeruginosa biofilms. Nature, 413,

p. 860-864.

95


https://www.barfblog.com/2014/09/prevalence-of-arcobacter-close-to-campylobacter-species-among-humans-2008-2013
https://www.barfblog.com/2014/09/prevalence-of-arcobacter-close-to-campylobacter-species-among-humans-2008-2013
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848618308093%23!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848618308093%23!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848618308093%23!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S075333221631157X%23!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S075333221631157X%23!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S075333221631157X%23!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S075333221631157X%23!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/07533322

ZDROJE OBRAZKU

Fenykl obecny, Laurel (laurus nobilis), In: Selvaasturiana.com, [online], [cit. 2019-03-23],

Dostupné z: Dostupné z: https://selvaasturiana.com/project/laurel/

Vavrin vzneSeny, Florence Fennel 100 Seeds by Seeds and Thing, In: Amazon.com [online],
[cit. 2019-03-23], Dostupné z: https://www.amazon.com/Florence-Fennel-100-Seeds-
Things/dp/BOO1LBH1G8

SPE-frita, Set up of SNA-agarose gravity flow column, In: En.bio-protocol.org [online], [cit.
2019-05-3], Dostupné z: https://en bio-protocol.org/e1886

96


https://selvaasturiana.com/project/laurel/
https://www.amazon.com/Florence-Fennel-100-Seeds-Things/dp/B001
https://www.amazon.com/Florence-Fennel-100-Seeds-Things/dp/B001
https://en.bio-protocol.org/e1886

PRILOHY

PRILOHA ¢&. 1: Inhibi¢éni zony testovanych antibiotik — Staphylococcus aureus
CCM 4232

PRILOHA ¢&. 2: Inhibi¢ni zony testovanych antibiotik — Escherichia coli CCM 3954

PRILOHA ¢&. 3: Inhibi¢éni zony testovanych antibiotik — Pseudomonas aeruginosa
CCM 3955

PRILOHA ¢. 4: Inhibi¢ni zény testovanych antibiotik — FEnterococcus faecalis
CCM 4224

PRILOHA &. 5: Inhibi¢ni zony testovanych antibiotik — Candida albicans CCM 8186

PRILOHA &. 6: Inhibi¢éni zo6ny testovanych antibiotik — Arcobacter lanthieri
LMG 28517

PRILOHA ¢&. 7: Inhibi¢ni zony testovanych antibiotik — Arcobacter butzleri UPa 2012/3

PRILOHA &. 8: Inhibi¢ni zony testovanych antibiotik — Arcobacter cryaerophlus
UPa 2013/13

PRILOHA ¢&. 9: Inhibi¢ni zény testovanych antibiotik — Arcobacter  butzleri
CCUG 30484

PRILOHA & 10:  Inhibi¢ni zony testovanych antibiotik — Arcobacter cryaerophlus
CCM 7050

PRILOHA & 11:  Inhibi&ni zony testovanych antibiotik — Arcobacter butzleri LMG 10828
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PRILOHA ¢&. 1: Inhibiéni zony testovanych antibiotik — Staphylococcus aureus CCM 4232

PRILOHA ¢&. 2: Inhibi¢ni zony testovanych antibiotik — Escherichia coli CCM 3954

PRILOHA ¢ 3: Inhibini zony testovanych antibiotik — Pseudomonas aeruginosa

CCM 3955
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PRILOHA ¢&. 4: Inhibi¢ni zony testovanych antibiotik — Enterococcus faecalis CCM 4224

PRILOHA ¢&. 5: Inhibi¢ni zony testovanych antibiotik — Candida albicans CCM 8186
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PRILOHA ¢&. 7: Inhibi¢ni zony testovanych antibiotik — Arcobacter butzleri UPa 2012/3

PRILOHA ¢& 8: Inhibiéni zoény testovanych antibiotik — Arcobacter cryaerophlus
UPa 2013/13

PRILOHA ¢&. 9: Inhibi¢ni zony testovanych antibiotik — Arcobacter butzleri CCUG 30484
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PRILOHA & 10: Inhibiéni zony testovanych antibiotik — Arcobacter cryaerophlus
CCM 7050

PRILOHA ¢&. 11: Inhibi&ni zony testovanych antibiotik — Arcobacter butzleri LMG 10828
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