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SEZNAM ZKRATEK
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FICI
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KI. pneumoniae
L. monocytogenes

MBC
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Bacteroides fragilis
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Infusion)

fedici roztok pro piipravu inseminacnich davek (z angl.
Beltsville Thawing Solution)

Candida albicans
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of Microorganisms)

kolonii tvofici jednotka (z angl. Colony Forming Unit)
Escherichia coli
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Enterococcus gallinarum

frakéni baktericidni koncentrace latky A (z angl.
Fractional Bactericidal Concentration)
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frakéni inhibi¢ni koncentrace latky B

index frak¢ni baktericidni koncentrace (z angl. Fractional
Bactericidal Concentration Index)

index frak¢éni inhibi¢ni koncentrace (z angl. Fractional
Inhibitory Concentration Index)

krevni agar

Klebsiella pneumoniae

Listeria monocytogenes

minimalni baktericidni koncentrace (z angl. Minimum
Bactericidal Concentration)

minimalni baktericidni koncentrace pro 50 % bakterialnich

bunék



MFC

MHA
MHB
MIC

MICso

MNK
MRSA
MTT

Ps. aeruginosa
St. aureus
St. epidermidis
St. hyicus
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Fungicidal Concentration)

Mueller Hintontliv agar

Mueller Hintonliv bujon

minimalni inhibi¢ni koncentrace (z angl. Minimum
Inhibitory Concentration)

minimalni inhibi¢ni koncentrace pro 50 % bakteridlnich
bunck

maximalni netoxicka koncentrace

meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium
bromid

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus hyicus



SOUHRN

Dizerta¢ni prace byla zaméfena na zavedeni vhodnych metod pro stanoveni antimikrobidlnich
ucinkii pfirodnich latek na mikroorganismy kontaminujici vybrany Zzivoc¢iSny biologicky
material. Jako modelovy materidl jsme pouzivali ejakulaty kancd. Testované latky jsme
vybrali na zaklad¢ informaci uvedenych v odborné literatufe a vysledki dosavadnich
experimentll pracovniki Katedry biologickych a biochemickych véd, Univerzity Pardubice
a Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

Nejprve jsme zavedli vhodné kultiva¢ni metody pro kvalitativni i kvantitativni priakaz
mikroorganismt vyskytujicich se v daném biologickém materidlu, konkrétné v ejakulatech
kanci. Zavedli jsme a ovéfili vhodnost metody pro stanoveni antimikrobidlni aktivity
ptirodnich slouéenin v¢etné zjisténi jejich G¢innych koncentraci. Rovnéz jsme zavedli metodu
pro stanoveni antimikrobialnich G¢inkd vybranych piirodnich latek v jejich kombinaci.
U latek s nejvyssi antimikrobialni aktivitou jsme zavedli metodu pro zjistovani jejich toxicity
pro kanci pohlavni buiiky. Na zaklad¢ vysledka jsme vyhodnotili moznost pouziti pfirodnich
latek k dekontaminaci ejakulat kanct a piipadné pro dalsi ucely.

Kultiva¢nimi metodami jsme prokazali, Ze vSechny vySetiené ejakulaty kancu byly
kontaminovany mikroorganismy v rizném kvalitativnim a kvantitativnim zastoupeni. Mezi
Escherichia coli a Proteus mirabilis, dale stafylokoky, enterokoky a streptokoky.

Ke zjistovani antimikrobialnich G¢inkt ptirodnich latek jsme pouzivali mikrodilu¢ni metodu.
Antimikrobidlni aktivitu jsme ovéfovali u 19 ptirodnich latek, silic a EDTA referenénimi
kmeny mikroorganismti a vybranymi druhy bakterii a kvasinek vykultivovanych z ejakulatt
kanct. Vzhledem k ziskanym vysledkim jsme dale testovali tyto latky piirodniho pivodu,
konkrétné¢ thymol, karvakrol, eugenol, kyselinu gallovou, methyl-gallat, ethyl-gallat,
propyl-gallat, oktyl-gallat, kyselinu usnovou a knicin. U téchto sloucenin jsme zjistovali
minimalni inhibi¢ni a minimalni baktericidni koncentrace a také vzajemné interakce jejich
dvojkombinaci.

Rist mikroorganismii pouzitych v nasi praci nejlépe inhibovaly slouceniny thymol, karvakrol
a knicin. Grampozitivni bakterie byly inhibovany nizkymi koncentracemi kyseliny usnové
a oktyl-gallatu. Antimikrobialni u¢inky kombinaci sloucenin byly nejvyraznéjsi u smési
vykazovaly latky karvakrol, thymol, eugenol, methyl-gallat a ethyl-gallat. U EDTA jsme

toxické ucinky na spermie nezaznamenali. Nase vysledky dokumentuji, ze pro dekontaminaci



kancich ejakulati 1ze pouzit thymol, karvakrol a zejména pak jejich vzajemné kombinace,
s EDTA. Tyto latky a jejich kombinace jsou dostate¢né ucinné na vétSinu mikroorganismu
kontaminujicich ejakulaty kancii v koncentracich, pfi kterych zlistava zachovana vitalita
kancich spermii.

Uvedené piirodni latky (thymol, karvakrol, eugenol, kyselina gallova, methyl-gallat,
ethyl-gallat, propyl-gallat, oktyl-gallat, kyselina usnova a knicin) vykazuji signifikantni
antimikrobialni u¢inky a jsou vhodné pro dalsi vyzkum zabyvajici se problematikou 1écby

vybranych infek¢nich onemocnéni ¢loveka i zvirat.

KLICOVA SLOVA

ptirodni latky, minimélni inhibi¢ni koncentrace, minimalni baktericidni koncentrace, toxicita

pro kanci spermie, mikroorganismy, mikrodiluéni metoda



TITLE

Methods for monitoring of antimicrobial effects of natural substances

SUMMARY

The doctoral thesis was focused on the introduction and verification of convenient methods
for the determination of antimicrobial activities of natural substances on microorganisms
contaminating the selected animal biological material. Boar semen was used as model
material. The tested substances were selected using the information provided in the scientific
papers and the results of the experiments carried out by the staff of the Department
of Biological and Biochemical Sciences, the University of Pardubice and the Faculty
of Pharmacy of Charles University in Hradec Kralové.

We introduced cultivation methods for qualitative and quantitative determination
of microorganisms contaminating boar semen. We verified methods for determining
the antimicrobial activities of natural compounds, including the determination of their
effective concentrations. We also introduced a method for determining the antimicrobial
effects of selected natural substances in a combination. For substances with the highest
antimicrobial activities, we introduced a method for detecting their toxicity for boar sperm
cells. Based on the results, we evaluated the possibility to use of natural substances for boar
semen decontamination or for other purposes.

Using cultivation methods, we proved that all examined boar semen samples were
contaminated by microorganisms in different qualitative and quantitative representations.
Pseudomonas aeruginosa, family Enterobacteriaceae species - Escherichia coli and Proteus
mirabilis and also staphylococci, enterococci and streptococci were included among the most
serious pathogens.

For the determination of the antimicrobial activities of natural substances, we selected
the microdilution method. Antimicrobial activities were verified in case of 19 natural
substances, essential oils and EDTA on reference bacterial strains and selected bacterial and
yeast strains isolated from boar semen. In the view of the results obtained, we had further
tested thymol, carvacrol, eugenol, gallic acid, methyl gallate, ethyl gallate, propyl gallate,
octyl gallate, usnic acid, knicin and their mutual combinations. For these compounds, we
determined minimum inhibitory and minimum bactericidal concentrations, as well as

interactions with their double combinations.



We found thymol, carvacrol and knicin as the most potent inhibitors of microorganisms.
Gram-positive bacteria were inhibited in low concentrations of usnic acid and octyl gallate.
The antimicrobial effects of the combination of compounds were the most pronounced in the
thymol mixture with EDTA, carvacrol with EDTA and thymol with carvacrol. The lowest
spermiotoxicity was observed for carvacrol, thymol, eugenol, methyl gallate and ethyl gallate.
We found no negative effect of EDTA for boar sperm cells. Our results show that thymol,
carvacrol and their combinations, including combinations with EDTA, can be used for
the boar semen decontamination. These compounds and their combinations are effective
enough for the most microorganisms contaminating boar semen in concentrations in which
boar sperm cells remain vital.

The natural substances mentioned above (thymol, carvacrol, eugenol, gallic acid, methyl
gallate, ethyl gallate, propyl gallate, octyl gallate, usnic acid and knicin) show the significant
antimicrobial effects and may be used not only in the artificial insemination process, but also
in the treatment of selected infectious diseases.

KEYWORDS

natural substances, minimum inhibitory concentration, minimum bactericidal concentration,

toxicity for boar sperm cells, microorganisms, microdilution method
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UvVOD

Pfirodni slouceniny obsazené v rdznych castech rostlin a moznosti jejich vyuziti jsou
predmétem vyzkumt odbornych tymi na celém svét€. Vysledky studii realizovanych
na vyzkumnych pracovistich dokumentuji antimikrobialni, protizanétlivé, antioxidacni,
analgetické a dalsi ucinky téchto latek. V poslednich letech je zvySeny zdjem o vyzkum
antimikrobialnich G¢inkd pfirodnich latek zejména Vv souvislosti s nariistanim rezistence
mikroorganismu na antibiotika a to jak v humanni tak veterinarni sféfe.

V soucasné dobé se totiz stale Castéji objevuji multi-rezistentni kmeny bakterii. Za jednu
z ptic¢in vzniku rezistentnich mikroorganismi se uvadi pouzivani antibiotik v zemé&d¢lstvi
pro jiné¢ nez léCebné ucely. Jako priklad lze uvést pouzivani glykopeptidového antibiotika
avoparcinu, ktery zpusobuje zkiizenou rezistenci enterokokt i k vankomycinu. Vankomycin
se V huménni medicin€ pouzivé pro 1écbu zavaznych infekci zpisobenych stafylokoky nebo
enterokoky. Pienos rezistentnich bakterii ze zvifete na ¢loveéka, ktery byl opakované
prokazan, je z tohoto hlediska rizikovy (Wegener, 2003).

Na pocatku roku 2006 bylo vramci Evropské unie pouzivani vybranych antibiotik
Vv sub-inhibi¢nich koncentracich jako stimulatorti ristu zakazano. Nadale jsou néktera tato
lé¢iva uzivana pro jiné nez terapeutické ucely. Jednim z nich je proces umélé inseminace, kde
jsou antibiotika pfidavana do ejakulati, za ucelem inhibice rlstu pFitomnych bakterii.
Diivodem je vyznamné niz$i biologicka kvalita ejakulatd, které jsou kontaminovany vys$im
mnozstvim mikroorganismi.

V dnesni dobé uméld inseminace jasn€ pievazuje nad pfirozenym oplodnénim
a inseminac¢nich davek se tudiz vyrabi enormni mnozstvi v piimé Uméfe s antibiotiky
do davek ptidavanych. I v tomto ptipadé tedy hrozi selekce kmend bakterii rezistentnich
na antibiotika a jejich pfenos na ¢loveéka (Cogliani et al., 2011). Vzhledem Kk nartstajici
rezistenci mikrobtd nasledkem celosvétového Castého pouzivani az zneuzivani antibiotik nejen
k 1é¢ebnym tcéeltim je nutné vyvijet snahu o snizeni spotieby, ptipadné jejich nahradu. Jednou
z moznosti alternativniho feSeni je vyuziti ptirodnich latek s antimikrobialni aktivitou. Je vSak
nutné zavést vhodné metody pro zjistovani jejich ucinnych koncentraci a vybrat takové

pfirodni latky, které nejsou toxické pro spermie.
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1 TEORETICKA CAST

Ekonomika produkce veprového masa Vv chovech hospodaiskych zvifat je v soucasné dobé
jednou ze stézejnich problematik fesenych na chovatelské urovni domacich prasat. V Ceské
republice ma veprové maso své nezastupitelné misto, jeho spotieba se rocn¢ pohybuje kolem
40 kg naosobu. Celosvétoveé je vice nez 30 % konzumovaného masa pravé vepiové
(Tapaloaga et al., 2011).

Z tohoto diivodu smeétuji snahy chovateli prasat k optimalnimu vyuziti plemennych kanct
v umélé inseminaci. Prvni zpravy o uspé$né umélé inseminaci pochazeji z tficatych
a Ctyticatych let 20. stoleti. Uméla inseminace je preventivnim opatfenim snizujicim riziko
ptenosu puvodcii pohlavnich chorob (Johnson et al., 2000; Moudry, 2007).

V ramci celosvétového procesu umélé inseminace je produkovéno nékolik stovek miliont
insemina¢nich davek ro¢né¢ (Holt, 2000). Uvedend skutecnost je divodem, pro¢ jsou
na parametry kancich ejakulati a z nich pfipravené inseminac¢ni davky kladeny vysoké
pozadavky, které zahrnuji i jejich zdravotni nezavadnost.

Mezi vyznamny faktor snizujici kvalitu ejakulatti kanct uréenych k umélé inseminaci patii
mikrobialni kontaminace. Mikroorganismy se do ejakulatu dostavaji zejména pii odbéru nebo
I pfi dal$im zpracovani odebraného spermatu do forem inseminac¢nich davek. Tyto
mikroorganismy maji nejen nezadouci ucinky na spermie, ale mohou se dale podilet
na vzniku zanétlivych zmén v pohlavnim Ustroji prasnic.

V nativnich ejakulatech se mohou vyskytovat bakterie, viry, kvasinky i plisné (Althouse
et Lu, 2005; Blomqvist et al., 2011; Kauffold et al., 2007). Mezi bakterie casto
kontaminujici kané¢i ejakulaty se tadi druhy celedi Enterobacteriaceae (Escherichia coli,
Proteus sp., Enterobacter sp.), dale Pseudomonas aeruginosa, stafylokoky, streptokoky
a enterokoky. VétSina zuvedenych bakterii patfi mezi podminéné patogenni, avSak
metabolicky velmi aktivni druhy, které svym ptsobenim mohou snizovat biologickou kvalitu
ejakulati piipadn¢ inseminacni davek. Bakterie mohou kvalitu ejakulatu ovliviiovat
prostfednictvim spotieby zivin pfitomnych v seminalni plazmé, zejména sacharidl, coZ vede
ke snizeni zdroju energie pro spermie a poklesu pH k hodnotam 5,2 — 5,7 (Althouse et Lu,
2005; Ciornei et al., 2008). Mikroorganismy produkujici rizné exolatky (enzymy, toxiny)
negativné ovliviiuji pfeZivani spermii, n¢které druhy bakterii zplsobuji aglutinaci spermii.

Bakterie pfitomné v inseminacni dédvce mohou byt v procesu inseminace pireneseny
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do délohy, kde jsou schopny vyvolat zanétlivé procesy sliznice délozni, coz mize negativné

ovlivnit oplozeni vajic¢ka ¢i nidaci uz vaji¢ka oplodnéného (Mazurova et Vinter, 1991).
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1.1 VYZNAM STUDIA PRIRODNICH LATEK

Ptirodni slouceniny jsou ziskavany z ptirodnich zdroji, mezi které patii rostliny, zivo€ichové
nebo mikroorganismy. Rostliny maji témé& neomezenou schopnost syntetizovat velké
mnozstvi latek s riznymi G¢inky. Odhaduje se, Ze znamy pocet druhii rostlin na zemi
je 250 000 az 500 000, které produkuji vice nez 100 000 nizkomolekularnich sloucenin,
oznacované jako sekundarni metabolity. Ty se 1isi od sloucenin intermediarniho (primarniho)
metabolismu rostlin hlavné tim, Ze nejsou nezbytné pro jejich zékladni metabolické procesy.
Vétsinou se jednd o slouceniny odvozené od izoprenoidi, fenylpropanoidi, alkaloida
a polyketidt, které mohou plnit ochrannou funkci, hlavné pfed napadenim rostlinnymi
patogeny (Dixon, 2001).

V mnoha zemich jsou piirodni slouceniny z rostlin ziskdvany za ucelem empirického vyuziti
jejich vlastnosti, které jsou ve struéném vyctu Casto antibakteridlni, antimykotické, antivirové,
pouze v jejich ¢astech — pupenech, kvétech, listech, stoncich, semenech, kotenech i kufe,
z nichz se ziskavaji riznymi metodami (Wong et al., 2008; Maher et al., 2012).

Lécivé ucinky ptirodnich sloucenin z rostlin jsou znamy po dlouhou dobu. Prvni dolozitelné
zminky pochazi z Egypta 2900 pi.n.l. a Mezopotamie 2600 pt.n.l., novéjsi z Ciny 1100 pf.n.1.
nebo Recka 100 — 300 p¥.n.l. Mnoho dnes pouzivanych piipravki, vyznamnych pro medicinu
a zdravotnictvi, je pfipraveno z pfirodnich produktl, jelikoz je mnohem vyhodnéjsi a snazsi
tyto latky extrahovat a izolovat, neZ synteticky pfipravovat. Rada z nich je pouzivana k 16¢bé
kardiovaskularniho, urogenitalniho, centralniho nervového systému a dychacich cest (Cowan,
1999; Kalemba et Kunicka, 2003; Opletal et Simerda, 2005).

K prudkému poklesu zajmu o ptirodni slouceniny v oblasti 1é¢by infekénich chorob doslo
S nastupem a rozvojem antibiotik izolovanych z plisni a pozdé&ji pfipravovanych synteticky
ke konci 40. let a vprabéhu 50. let 20. stoleti (Cowan, 1999). V dusledku duavéry
Vv antibiotika, jejich naduzivani a nedodrZovani vhodné antibiotické politiky postupné dochazi
ke vzniku a narGstani rezistence mikroorganismu na tato 1éciva.

V ramci animdlni provenience je aktudlné sledovan narlst meticilin-rezistentnich kment
Staphylococcus aureus v chovech zvifat. U téchto kment byl prokazan prenos ze zvitat
naclovéka a dokonce zmasnych vyrobki na clovéka. Tyto kmeny mohou
U imunosuprimovanych jedincti vyvolat zavazné az zivot ohrozujici infekce (Cuny et al.,
2015). V budoucnu hrozi vyskyt pan-rezistentnich kmend, tj. bakterii rezistentnich ke vSem

bézné dostupnym antibiotikiim, coz vzbuzuje obavy z mozného selhani antibiotické 1écby.
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Navic, pocet dostupnych a u€innych antibiotik je omezeny a v soucasnosti téchto 1é¢iv pfilis
nepiibyva.

Reseni tohoto zavazného celosvétového problému vyzaduje mimo jiné hledani novych
ucinnych sloucenin S antimikrobialnim ucinkem, pifipadné jejich kombinaci nebo kombinaci
s antibiotiky. Jednou z alternativ mohou byt pfirodni latky, u kterych je vSak nutno zjistit
jejich antimikrobialni ucinky. Je zndmo a izolovano velké mnozstvi ptirodnich latek,
u kterych byly antimikrobidlni uc¢inky prokdzany. Prozatim nebyla publikovdna vyznamna

rezistence mikroorganismi k pfirodnim latkam s antimikrobialnimi ucinky.
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1.2 METODY PRO STANOVENI ANTIMIKROBIALNI AKTIVITY
PRIRODNICH LATEK

K hodnoceni antimikrobidlni aktivity latek jsou nejcastéji pouzivany metody difizni a dilucni.
Difizni metody, které patii mezi kvalitativni, jsou ¢asto vyuzivany ke sledovani uc¢inki
vétsiho mnozstvi latek (Kalemba et Kunicka, 2003; Burt, 2004). Pouzitim difizni metody lze
ziskat pouze informaci o citlivosti nebo rezistenci mikroba k dané latce na zakladé odectu
velikosti inhibi¢ni zoény a jejiho srovnani S hrani¢nimi hodnotami pro citlivé kmeny
uvedenymi rdznymi institucemi. Hrani¢ni hodnoty — ,breakpointy” jsou vsak dostupné
pro antibiotika, nikoliv pro pfirodni latky. Metody dilucni, které jsou ve srovnani s difiznimi
pracnéjsi, poskytuji informaci o koncentraci urcité latky nutné k inhibici ristu nebo usmrceni
mikroorganismu. Kvantitativni vysledky jsou vyjadfené minimalni inhibi¢ni nebo minimalni

baktericidni koncentraci (Andrews, 2001; Burt, 2004; Ili¢ et al., 2014).

1.2.1 METODY KVALITATIVNI{

Agarova difuzni metoda

Agarova difizni metoda je provadéna nejcastéji na Mueller Hintonové agaru (MHA)
s jamkami. Bakterialni suspenze v bujonu je sterilnim vatovym tampoénem rovnomérné
rozetfena po celém povrchu agarové pliidy a do jamek je pipetovana Gi¢innd latka. Principem je
difize uc¢inné latky z jamek do kultivaéniho média. V okoli jamky vznikne koncentra¢ni
gradient, ktery brani rGstu mikrobt. Inkubace probiha pii 37°C, 24 hodin a po jejim uplynuti
jsou sledovany a hodnoceny inhibi¢ni z6ny. Primér inhibi¢nich zén je porovnavan
S hrani¢nimi hodnotami pro citlivé kmeny a na zavér je stanovena citlivost nebo rezistence
mikroba k testované latce (Kalemba et Kunicka, 2003). K lepsi vizualizaci zony inhibice
muze byt do pudy ptidan barevny indikator (Burt, 2004).

Kalemba et Kunicka (2003) popisuji tuto metodu jako nepfilis§ vhodnou pro testovani
esenciadlnich olejii a t€kavych pfirodnich latek, které by se mohly béhem inkubace vypafit.
Jako dalSi problém uvadéji fakt, ze tyto latky hiife difunduji do agarového média. I pfesto je
tato metoda ke stanoveni antimikrobialni aktivity esencialnich oleji vyuZivdna zejména
z divodu snadného provedeni, kdy je zapotiebi pouze malé mnozstvi ucinné latky. Agarovou
difuzni metodu pouzivali Agboke et Esimone (2011) pro stanoveni antimikrobialnich u¢inkt
extrakti z liSejnikd. Bagamboula et al. (2004) pouzili tuto metodu ke stanoveni

antimikrobidalni aktivity esencialnich oleji na Shigella sonnei a Shigella flexneri.
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Diskova difizni metoda

Princip diskové diftizni metody je obdobny jako u agarové difizni metody. Misto jamek
Vv agarovém médiu jsou na povrch plid s mikrobidlni suspenzi polozeny papirové disky
napusténé ucinnou latkou, kterd difunduje do Zivného média. Diskova difuzni metoda je
vV dne$ni dobé pouzivana hlavné pro stanoveni citlivosti na antibiotika v klinickych
mikrobiologickych laboratofich.

Tuto metodu pouzili Baydar et al. (2004) pro stanoveni antimikrobialni aktivity esencialnich
oleji a pozdé¢ji také Chanwitheesuk et al. (2007) pro zjisténi antimikrobialniho ucinku
kyseliny gallové. Uvedenou metodu pouzili také autoii Hsieh et al. (2001) pro stanoveni

antimikrobidlnich G¢inki pfirodnich latek ve vzajemné kombinaci.

1.2.2 METODY KVANTITATIVNI

E-test

Jedna se o kvantitativni metodu, na MHA s mikrobialni suspenzi je pfilozen kalibrovany
prouzek s definovanym koncentraénim gradientem jedné antimikrobidlni slouceniny.
Inhibi¢ni zona, ktera po inkubaci vznika, mé charakteristicky tvar kapky. Hodnota minimélni
inhibi¢ni koncentrace (MIC) je odectena v misté, kde hrot kapky protind stupnici prouzku.

Prakticky se této metody vyuziva pouze pro stanoveni MIC antibiotik (Glupczynski et al.,
2002).

Agarova dilu¢ni metoda

Pro agarovou dilu¢ni metodu se pouziva MHA. Kazda plotna obsahuje MHA s urcitou
koncentraci ucinné latky. Na povrch média lze na vyznaCend mista klickou naockovat
az 30 mikrobialnich kmenti a po inkubaci v termostatu 24 hodin pii 37°C je hodnocen nartst
kolonii. Jako MIC je hodnoceno prvni médium s koncentraci antimikrobidlni latky, kde narast
neni pozorovan. Ukdzka provedeni je dobie pochopitelnd z Obrazku 1, viz dalsi strana.

Agarova diluéni metoda je zaroven metodou referencni (Glupczynski et al. 2002).
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Kontrola riustu vSech 16 Inhibice vSech 16 Koncentrace thymolu 300

bakteridlnich kmenii na bakteridlnich kmenti pg.ml? je u¢innd na vétdinu
Mueller Hintonové agaru  thymolem o koncentraci bakterii  vyjma  kment
s 1% ethanolem 600 pg.ml™ Vv prvnich péti sektorech

Obrazek 1: Ukazka stanoveni MIC pfiirodni latky ( ug.ml'l) agarovou dilu¢ni metodou

(foto: autor)

Bujonova dilu¢ni metoda a mikrodilu¢ni metoda

Tyto metody jsou rovnéz kvantitativni a jsou provadény ve zkumavkach (diluéni) nebo
v mikrotitra¢nich destickach (mikrodilu¢ni) 0 96 jamkach. Zkumavky nebo jamky
mikrotitracni desticky jsou naplnény antimikrobialni latkou fedénou vhodnym médiem,
nejcastéji Mueller Hintonovym bujonem (MHB) na pfislusnou koncentraci. Poté je pfidana
zfedéna bakterialni suspenze a obsah zkumavek nebo jamek je dikladné promichan. Inkubace
probiha v termostatu pii 37°C, 24 hodin. Po uplynuti této doby je jako MIC vyhodnocena
prvni jamka bez viditelného zakalu nebo sedimentu (viz Obr. 2). Nardst v podobé zakalu nebo

sedimentu 1ze dobfe srovnat s jamkami s pozitivni a negativni kontrolou.
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MIC (ug.ml)

Kmen¢. 1 —

Kmen €. 2 —

Obrazek 2: Ukazka stanoveni MIC piirodni latky (ug.ml™) v triplikdtu pro dva kmeny
Pseudomonas aeruginosa mikrodilu¢ni metodou

(foto: autor)

Jamky bez viditelného ristu jsou vyockovany na agarovou puidu a inkubovany rovnéz
v termostatu pii 37°C. Po uplynuti inkubac¢ni doby 24 hodin, je hodnocena minimalni
baktericidni koncentrace (MBC) na prvni agarové pudé bez rustu mikrobu (Ili¢ et al., 2014).

Dilu¢ni metoda ve zkumavkach je vhodna pro mensi pocet testovanych latek. Mikrodiluéni
metoda je vhodné&jSi pro zjistovani antimikrobidlnich u¢inkd vétsiho mnozstvi latek
nebo jejich kombinaci. Pro slouéeniny na olejové bazi mize byt za i¢elem lepsi vizualizace
ptidéan jako indikator rastu resazurin nebo trifenyl tetrazolium chlorid (Burt, 2004; Ili¢ et al.

2014).

1.2.3 OSTATNI METODY

Bioautograficka metoda

Pro stanoveni antimikrobialnich u€inkt rostlinnych extraktti 1ze pouzit metodu bioautografie.
Metoda je zaloZena na schopnosti mikroorganismu redukovat zluty 3-[4,5-dimethylthiazol-2-
yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid (MTT) na fialovy formazan. Formazan difunduje
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do média, coz se projevi jeho zbarvenim. Reakce probihd pouze na mitochondrialnich
membrandch zivych bunék.

Na povrch silikagelové desticky je nanesen testovany extrakt. Desti¢ka je vlozena na dno
Petriho misky a prevrstvena agarovym médiem obsahujicim suspenzi 24 hodinové kultury
bakterialniho kmene. Po inkubaci se povrch agarového média prelije MTT. Poté Ize hodnotit
zbarveni zivné pudy. MTT je redukovano pouze zivymi bakterialnimi bunikami, proto je
mozné zmeénu barvy pozorovat pouze v mist¢ média obsahujiciho metabolizujici bakterie,
naopak plocha s mrtvymi bunikami je bezbarva nebo zluta (Tan et al., 2011).

Horvath et al. (2013) pouzili tuto metodu ke stanoveni inhibi¢nich G¢inkt nékolika ptirodnich
sloucenin. Aldehyd kyseliny skoficové a eugenol byly u¢innymi latkami v bioautografickém
systému pouZitém v uvedené studii. Soucasti eukalyptu a tea tree oleje vykazovaly mensi

aktivitu proti Pseudomonas syringae a Vibrio fisheri.
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1.3 LATKY TESTOVANE PRO ANTIMIKROBIALNI UCINKY

1.3.1 LATKY PRIRODNIHO PUVODU

V této praci jsme testovali antimikrobialni G¢inky raznych druhti latek pochazejicich ptevazné
z rostlin (viz Obr. 3). Jednalo se o monoterpeny, mezi které patéi pineny a limonen, dale
fenolické monoterpeny, mezi které se fadi thymol a karvakrol. Zjist'ovali jsme rovnéz Gcinky
aromatického fenolu — eugenolu a fenolické kyseliny — kyseliny gallové a jejich esteri, dale
kyseliny rozmarynové. Mezi testované alkaloidy patii berberin a mezi flavonoidy kvercetin.

Mén¢ znamou slouceninou je knicin, ktery se fadi mezi germakranolidy. Jedinou latkou

testovanou v nasi praci, ktera se vyskytuje v lisejnicich, je kyselina usnova (viz Obr. 4).

Obrazek 3: Dobromysl obecna (Origanum Obrazek 4: LiSejnik (Flavoparmelia
vulgare), zdroj karvakrolu capelata), zdroj kyseliny usnové
http://www.worldplants.ca/display.php?id=2964 http://www.geograph.org.uk/photo/1155285

1.3.1.1 THYMOL

Thymol se fadi mezi fenolické monoterpeny (Bakkali et al., 2008). Jedna se o krystalickou
latku s charakteristickym zapachem po kafru, slabé rozpustnou ve vodé, ve které vytvari
emulzi. Lépe se rozpousti v polarnich rozpoustédlech ethanolu a etheru, Vv zasaditych
roztocich, parafinovém oleji a glycerolu. Ve vys$sich koncentracich drazdi pokozku a sliznice
(Elissondo et al., 2008; Lee, 2008; Bassolé et Juliani, 2012). Jeho antimikrobialni aktivita
spociva ve schopnosti poskodit cytoplazmatickou membranu mikrobti ovlivnénim jejiho
potencialu, coz vede k tniku iontl a Zivin a nasledné smrti bakterialni bunky (Gill et Holley,

2004; Xu et al., 2008; Garcia-Garcia et al., 2011).
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Thymol se vyskytuje vsilicich mnoha rostlin v riznych koncentracich. Jmenovité
Vv matetidousce obecné (Thymus serpyllum), tymianu obecném (Thymus vulgaris),
dobromyslu obecném (Origanum vulgare) a v jinych rostlinach (Nikoli¢ et al., 2014; Guarda
et al., 2011). Slozeni silice z Thymus serpyllum a Thymus vulgaris zjistovali Nikoli¢ et al.
(2014). Autofi provedli analyzu silice metodou plynové chromatografie s hmotnostni detekci.

Thymol byl v jednotlivych silicich zastoupen v 39 %, respektive 49 %.

OH

Obrézek 5: Strukturni vzorec thymolu [1]
Nazev dle IUPAC: 5-methyl-2-propan-2-ylphenol
Molekulova hmotnost: 150,22 g.mol™

Sumarni vzorec: C1gH140

Antimikrobidlni G€inky thymolu jsou dobfe znamy a konkrétni hodnoty uc¢innych koncentraci
udava pomérné rozsahlé mnozstvi odbornych publikaci. Thymol piisobi na bakterie, kvasinky
i plisn¢ (Nostro et al., 2004; Guo et al., 2009). Dilué¢ni metodou stanovili minimalni inhibi¢ni
koncentraci (MIC) pro referenéni kmeny Staphylococcus aureus (St. aureus) 140 pg.ml™
a Pseudomonas aeruginosa (Ps. aeruginosa) 385 pg.ml™ Lambert et al. (2001). Inhibi¢ni
ucinky thymolu rozpousténého ve 25% DMSO ovéfovali Demirci et al. (2007). Rust
meticilin-rezistentnich kmenu St. aureus (MRSA) byl potladen koncentraci 250 pg.ml™. MIC
pro Ps. aeruginosa piesahovala 500 pg.ml™. U rezistentnich kmend St. aureus zjistovali
Palaniappan et Holley (2010) citlivost k thymolu, rozpusténém ve 25% ethanolu.
Mikrodiluéni metodou v Mueller Hintonové bujonu (MHB) stanovili t¢innou koncentraci
188 pg.ml™. Zarrini et al. (2010), zjigtovali MIC thymolu mikrodiluéni metodou. St. aureus,
Bacillus cereus a Ps. aeruginosa byly inhibovany thymolem v koncentracich 200, 100 a 400
ng.ml™. Ve studii Nostro et al. (2004) jsou uvedeny podobné Gi&inky thymolu pro St. aureus.
Vysledky dokumentuji Siroké spektrum uc¢inku thymolu na bakterie. Thymol se rovnéz

vyznacuje vyznamnymi antioxida¢nimi u¢inky (Esmaeili et Khodadadi, 2012).
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1.3.1.2 KARVAKROL

Karvakrol se podobné jako thymol fadi mezi fenolické monoterpeny (Bakkali et al., 2008).
Karvakrol je regioizomer thymolu. Jedna se o viskézni nahnédlou kapalinu, kterd se Spatné
rozpousti ve vodé za vzniku emulze. Je dobie rozpustny v ethanolu a etheru. Karvakrol muize

ve vys8ich koncentracich vyvolat mirné podrazdéni sliznic (Klein et al., 2014).

OH

Obrazek 6: Strukturni vzorec karvakrolu [2]
Nazev dle IUPAC: 2-methyl-5-propan-2-ylphenol
Molekulova hmotnost: 150,22 g.mol™

Sumarni vzorec: C19gH140

Antimikrobidlni aktivita karvakrolu je podobné jako u thymolu zaméfena na poruseni
integrity cytoplazmatické membrany bakterialnich bunék, coz vede ke zméné jeji permeability
s naslednym unikem iontt a Zivin (Butnariu et Bostan, 2011). U karvakrolu byly také in vitro
prokazany antikarcinogenni G¢inky (Zotti et al., 2013).

Zdrojem silice s obsahem karvakrolu je dobromysl obecna (Origanum vulgare), tymian
obecny (Thymus vulgaris), rizné druhy matetidousky (Thymus sp.) a jiné aromatické byliny
(Nikoli¢ et al., 2014; Siroli et al., 2014). Siroli et al. (2014) ve své studii stanovili mnozstvi
karvakrolu na 29 % v silici z Origanum vulgare. Obsah karvakrolu v silicich z Thymus sp. je
mnohem niz§i (Nikoli¢ et al., 2014). Vys§i koncentrace (62 %) karvakrolu je vSak
dle Monzote et al. (2009) v silici z merliku vonného (Chenopodium ambrosioides).

Karvakrol podobné jako thymol dobfe uc¢inkuje na bakterie, kvasinky a plisn€. Veldhuizen
etal. (2006) publikovali hodnoty MIC a minimalni baktericidni koncentrace (MBC)
karvakrolu pro St. aureus 1700 pug.ml™ a 1800 pug.ml™, MIC a MBC pro Escherichia coli
(E. coli) 1200 pg.ml™ a 1800 pg.ml™. Autofi Sokovié et al. (2010) stanovili hodnotu MIC
500 pg.ml™ pro Ps. aeruginosa. Gutiérrez-Fernandez et al. (2013a) uvedli MIC v rozmezi
600 — 800 pg.ml™ pro E. faecalis.
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Zajimavych vysledkli dosahli Wong et al. (2008), ktefi uvedli inhibi¢ni koncentraci
karvakrolu pro Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis 72,2 pg.ml™. Autofi Fadli
etal. (2012) ve své praci prokazali synergicky ucinek karvakrolu ve smési s nékterymi
antibiotiky. Hodnoty MIC antibiotik byly v pfitomnosti  karvakrolu snizeny

u gramnegativnich bakterii ¢tyfikrat, u grampozitivnich 8 — 16krat.

1.3.1.3 EUGENOL

Eugenol se fadi mezi aromatické fenoly, fenylpropanoidy. Jedna se o kapalnou viskozni latku
nazloutlé¢ barvy, jez se hiife rozpousti ve vod¢ za vzniku emulze. Dobfe se rozpousti
Vv organickych rozpoustédlech. Eugenol muze vyvolat ve vyssich koncentracich kratkodobé
podrazdéni sliznic (Klein et al., 2014). Mechanismus U¢inku eugenolu je podobny jako
u pfedchozich sloucenin. Eugenol se vyskytuje ve vysoké koncentraci v silici z poupéte
hiebickovce vonného (Syzygium aromaticum, syn. Eugenia caryophylata), dale
v muskatovém ofisku (Myristica fragrans) ¢i bobkovém listu (Laurus nobilis) a v jinych
rostlinach (Miller et Hawthorne, 2000; Bassolé¢ et al., 2010).

SloZenim silice ze Syzygium aromaticum se zabyvali Machado et al. (2012). Autofi provedli
analyzu silice metodou plynové chromatografie s hmotnostni detekci a zjistili procentualni

zastoupeni eugenolu 85 %, z ¢ehoz je zfejmé, Ze eugenol v silici z této rostliny prevlada.

H4CO ~

HO

Obrazek 7: Strukturni vzorec eugenolu [3]
Nazev dle IUPAC: 2-methoxy-4-prop-2-enylphenol
Molekulova hmotnost: 160,20 g.mol™

Sumarni vzorec: C1gH1202

Mimo antibakterialni vlastnosti jsou u eugenolu publikovany antivirové, antifungalni
I antiparazitarni G¢inky (Devi et al., 2010; Machado et al., 2012; Darvishi et al., 2013). Dalsi
vyznamnou vlastnosti je vyrazna antioxida¢ni aktivita spocivajici ve schopnosti eugenolu

inhibovat oxidaci lipidi. Eugenol je také znamy pro protizanétlivé ucinky (Ogata et al., 2000;
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Qiu et al., 2010). Pro své charakteristické vlastnosti je vyuzivan v kosmetickém pramyslu
nebo jako ochucovadlo (Devi et al., 2010).

U eugenolu byly potvrzeny antibakterialni u¢inky na grampozitivni a gramnegativni bakterie.
Hodnoty téinnych koncentraci, které publikovali Palaniapan et Holley (2010) byly 410
pg.ml™ pro Salmonella Typhimurium, E. coli a St. aureus, pro Streptococcus pyogenes byla
hodnota MIC jesté nizsi. Tippayatum et Chonhenchob naopak uvadéji pro St. aureus uc¢innou
koncentraci téméf dvakrat vys$si. Dle studii Medina et al. (2009) a Joshi (2013) eugenol
inhiboval Ps. aeruginosa v rozmezi koncentraci 1200 — 2400 pg.ml™. Autofi prace Walsh
et al. (2003) ovérovali inhibi¢ni uc¢inky eugenolu na E. coli a St. aureus. U E. coli byl rist

potlagen pii koncentraci 533 pug.ml™ a u St. aureus pii koncentraci 1067 pg.ml™.

1.3.1.4 KYSELINA GALLOVA

Kyselina gallova je pfirodni fenolicka sloucenina dobfe rozpustnd ve vodé i V poléarnich
organickych rozpoustédlech. Jedna se o svétle hnédou krystalickou latku bez vyrazného
zapachu. Dle autort Niho et al. (2001), kyselina gallova podavana delsi dobu peroralné
ve vySSich koncentracich zplsobuje anémii a hypertrofii hepatocytl. Uvedena latka se
vyskytuje v mnoha 1é¢ivych rostlinach vétsSinou v konjugované form¢, bézné oznaované jako
tiisloviny, taniny, kyselina tiislova, apod. Typicky se vyskytuje v kiife riznych druhG dubd
(Quercus sp.), kute habru, ¢erném i zeleném ¢aji, chmelu, granatovych jablkach a v dalsich
rostlinach a plodech (Niho et al., 2001; Palabhanvi et Belur, 2013).

U kyseliny gallové byly potvrzeny antimikrobialni Gi¢inky, tato sloucenina se vSak vyznacuje
mnoha dalSimi vlastnostmi, z kterych lze jmenovat zejména antioxida¢ni aktivitu a to
et al., 2001; Yilmaz et Toledo, 2004).

Antibakterialni G¢inky na St. aureus, vcetné MRSA kmenG ovétovali Chusri
et Voravuthikunchai (2011). Autofi zjistili, ze kyselina gallovd pulsobila inhibi¢né
i baktericidng na uvedené kmeny pii koncentraci 60 pg.ml™. Al-Zahrani (2012) uved! jeste
niz§ hodnoty inhibi¢nich koncentraci 3,5 — 12,5 pg.ml™. Vyznamné je i zji§téni G&innosti
kyseliny gallové proti kmeniim Ps. aeruginosa, které jsou znamy svou pfirozenou rezistenci
k celé fads antibiotik. Binutu et Cordell (2000) zjistili MIC 1000 pg.ml™ pro kmeny

Ps. aeruginosa.
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Obrazek 8: Strukturni vzorec kyseliny gallové [4]
Nazev dle IUPAC: 3,4,5-trihydroxybenzoova kyselina
Molekulova hmotnost: 170,12 g.mol™

Sumarni vzorec: C7HgOs

Diluéni mikrometodou zjistili Kang et al. (2008) hodnoty MIC 8000 pug.ml™ u Str. mutans
a Lactobacillus casei. Druh Actinomyces viscosus byl inhibovan kyselinou gallovou
vmnozstvi 4000 pg.ml™?, Lactobacillus acidophilus vyristal i v médiu obsahujicim
8000 pg.ml™.

Estery kyseliny gallové, gallaty jsou vSeobecné povazovany za antioxidanty, nicméné jejich
bakteriostatické i baktericidni uc¢inky byly potvrzeny jiz v roce 1953 ve studii autorti Johnston
et Little (1953). Autofi prokazali inhibi¢ni u€inky ethyl-gallatu a propyl-gallatu na ptivodce
tuberkulozy - Mycobacterium tuberculosis. Nejedna se o slouceniny piili§ toxické pro
¢lovéka, mohou vSak pii Castém styku skuzi zptisobovat kontaktni dermatitidu (Van der

Heijden et al., 1986).

1.3.1.5 METHYL-GALLAT

Methyl-gallat je pfirodni sloucenina, nachazejici se v extraktu z Galla rhois, coz je termin
pro onemocnéni listd rostliny Rhus javanica zptusobené msicemi (Ahn et al., 2005; Choi
et al., 2008). Dale se tato latka vyskytuje v ¢esnekovniku ¢inském (Toona sinensis), listech
kozokvétu lojonosného (Sepium sebiferum) a dalSich rostlinach (Hsieh et al., 2004).
Methyl-gallat je hiife rozpustny ve vod& (10,6 g.I" p¥i 25°C), rozpustnost stoupa se zvysujici
se teplotou (Lu et Lu, 2007). U uvedené latky byly potvrzeny antibakterialni i antifungalni
vlastnosti (Choi et al., 2009; Ahn et al., 2005).
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Obrazek 9: Strukturni vzorec methyl-gallatu [5]
Nazev dle IUPAC: methyl-3,4,5-trihydroxybenzoat
Molekulova hmotnost: 184,15 g.mol™

Sumarni vzorec: CgHgOs

Antibakteridlni aktivita methyl-gallaitu byla prokdzdna vici bakteriim podilejicim se
na vzniku zubniho kazu, tzv. kariogennim bakteriim, mezi které patii viridujici streptokoky
aktinomycety a laktobacily (Choi et al., 2009). Choi et al. (2014) ve své publikaci uvadéji
hodnoty MIC methyl-gallatu v rozmezi 3,9 — 125 mg.I™ proti &astym ptivodciim prijmovitych
onemocnéni. Pro pavodce tyfu, Salmonella Typhi zjistili hodnotu MIC methyl-gallatu
3,9 pg.ml™. Antibakterialni G&inky potvrdili i proti E. coli a Klebsiella oxytoca s hodnotami
MIC 250 pg.ml™® a 1000 pg.ml™. Uvedeni autofi rovnéZ zaznamenali synergické uéinky
methyl-gallatu s vybranymi antibiotiky proti nékterym druhim c¢eledi Enterobacteriaceae.
Kane et al. (1988) potvrdili antivirové pusobeni uvedené latky in vitro proti herpes simplex

viru, typ 2.

1.3.1.6 ETHYL-GALLAT

Ethyl-gallat je o néco hlife rozpustny ve vodeé ve srovnani s methyl-gallatem. Jeho rozpustnost
&ini dle studie Wan et Hwang (1969) 9,9 g.I" pii 25°C. Uvedena latka je obsaZena v trnech
diezovniku (Gleditsia sinensis) nebo v kofenech pivonky balkanské (Paeonia peregrina),
pivonky uzkolisté (Paeonia tenuifolia) a v jinych rostlinach (Ivanova et al., 2002; Zhou et al.,
2007).

30



H
O 0" CHs
HO
OH

Obrazek 10: Strukturni vzorec ethyl-gallatu [6]
Nazev dle IUPAC: ethyl-3,4,5-trihydroxybenzoat
Molekulova hmotnost: 198,17 g.mol™

Sumarni vzorec: CgHq9Os

Jedna se o slouceninu, jejiz antibakterialni ucinky jsou stale ve stadiu vyzkumu. Zhou et al.
(2007) uvadsji pomérmné vysokou hodnotu MIC 1000 pg.ml™ pro Bacillus subtilis. Na druhou
stranu  byla zjiSténa schopnost ethyl-gallatu zvySovat citlivost MRSA kmeni
k beta-laktamovym antibiotikim (Shibata et al., 2005).

1.3.1.7 PROPYL-GALLAT

Propyl-gallat je hiife rozpustny ve vodé nez ptredchozi dva estery. Jeho rozpustnost ve vodé
pii 25°C ¢&ini 3,5 g1 (Jacobsen et al., 1999; Lu et Lu, 2007). Dobfe se rozpousti v b&znych
rozpoustédlech, naptiklad v N,N-dimethylformamidu ¢i methanolu (Kubo et al., 2002;
Sharma et Bhat, 2009).
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Obrazek 11: Strukturni vzorec propyl-gallatu [7]
Nazev dle IUPAC: propyl-3,4,5-trihydroxybenzoat
Molekulova hmotnost: 212,20 g.mol™

Sumarni vzorec: C10H1205
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Tato latka je podobné jako ostatni gallaty povaZovana za antioxidacni agens, antibakterialni
ucinky vsak byly také potvrzeny. Nejcitlivéjsi k acinkim propyl-gallatu jsou dle studie Kubo
et al. (2001) Streptococcus mutans a Proteus vulgaris, autofi zjistili hodnotu MIC 400 pg.ml™
pro oba bakterialni druhy. Pro druhy Ps. aeruginosa, E. coli a St. aureus, které jsou ¢astymi
pivodci banalnich i zavaznych infekénich onemocnéni, zjistili autofi hodnoty wUc¢innych

koncentraci 3200 pg.ml™, 1600 pg.ml™ a 1600 pg.ml™.

1.3.1.8 OKTYL-GALLAT

Oktyl-gallat patii rovnéz do skupiny alkyl-gallatt neboli estert kyseliny gallové. Uvedena
latka je $patné rozpustna ve vod& (0,02 g.1™), 1épe se rozpousti v ethanolu, methanolu nebo
etheru (Lu et Lu, 2007). Na rozdil od ostatnich pfirodnich latek se jedna o synteticky derivat,
nicméné V recentni studii autortt Latha et Daisy (2013) byla zjisténa piitomnost oktyl-gallatu
v plodech vrcholaku myrobalanového (Terminalia bellerica). Tato skute¢nost fadi oktyl-gallat
mezi ptirodni latky.

Uvedena latka veSla ve znadmost zejména pro své antioxidacni ucinky, jez byly prvné
zaznamenany na konci 40. let 20. stoleti. Vyznamna je antimikrobialni aktivita oktyl-gallatu
vici grampozitivnim bakteriim, kvasinkdm a plisnim (Kubo et al., 2002; Ito et al., 2014).
Zaznamenany byly u¢inky viaci DNA i RNA virdm (Uozaki et al., 2007). V nékterych
studiich byl zminén selektivni cytotoxicky ucinek oktyl-gallatu na nddorové bunky (Fiuza
et al., 2004; Frey et al., 2007).

Mechanismus ucinku podobné jako u ostatnich latek spociva ve schopnosti dezintegrovat
cytoplazmatickou membranu mikroorganismi, coz je dano jednak dilem hydrofobni ¢asti —
alkylovym fetézcem molekuly a jednak dilem hydrofilni ¢asti, tedy hydroxylovymi skupinami
molekuly oktyl-gallatu (Kubo et al., 2004).

Autofi prace Kubo et al. (2001) zjistili vyssi G¢innost oktyl-gallatu na grampozitivni bakterie
oproti jinym gallatim, naptiklad propyl-gallaitu. Ve své publikaci uvedli hodnoty MIC
pro Micrococcus luteus, Streptococcus mutans, St. aureus @ MRSA 12,5 pg.ml™, 50 pg.ml™,
25 pg.ml?, respektive 25 pg.ml™. Gutiérrez-Larrainzar et al. (2013b) také potvrdili silné

cinky oktyl-gallatu proti kmentim St. aureus s rozmezim hodnot MIC 6,3 — 29,2 ug.ml™.
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Obrazek 12: Strukturni vzorec oktyl-gallatu [8]
Nazev dle [UPAC: oktyl-3,4,5-trihydroxybenzoat
Molekulova hmotnost: 282,34 g.mol™

Sumarni vzorec: C15H2,05

Tato latka plsobi U¢inné¢ i proti gramnegativnim bakteriim, nicméné v mnohem vysSich
koncentracich. Kubo et al. (2001) zjistili hodnoty MIC vyssi nez 800 pg.ml™ pro E. coli,
Enterobacter aerogenes a Ps. aeruginosa, je vsak zajimavé, ze pro nékteré jiné gramnegativni
bakterie, zejména pro Salmonella cholerasuis a Proteus vulgaris uvedli mnohem nizsi

hodnoty MIC, ato 12,5 pg.ml™ a 25 pg.ml™.

1.3.1.9 KYSELINA USNOVA

Kyselina usnové je jednim z derivath dibenzofuranu (Ing6lfsdottir, 2002). Jedna se o latku
slabé rozpustnou ve vod¢, rozpustnost ¢ini méné nez 0,1 g.I* pfi 25°C za standardnich
podminek (Kristmundsdottir et al., 2002; Segura-Sanchez et al., 2009). Dobie se rozpousti
v ethyl-acetatu, acetonu, n-hexanu a ethanolu (Jin et al., 2013).

Kyselina usnova se na rozdil od vyse uvedenych sloucenin pochézejicich z rostlin nachazi
Vv lisejnicich rodu Cladonia, Usnea, Alectoria a Parmelia. Lisejniky jsou vlakna hub
symbiotickém vztahu (Cardarelli et al., 1997; Ingolfsdottir, 2002; Rankovi¢ et al., 2008).
Poprvé byla tato latka izolovdna vroce 1844 (Ingodlfsdottir, 2002). Kyselinu usnovou
extrahovali metodou kapalinové chromatografie z riznych c¢asti lisejniku Usnea longissima
Odabasoglu et al. (2006) s vytézkem 1 %.
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Obrazek 13: Strukturni vzorec kyseliny usnové [9]
Nazev dle IUPAC: 2,6-diacetyl-7,9-dihydroxy-8,9b-dimethyldibenzofuran-1,3-dion
Molekulova hmotnost: 344,32 g.mol™

Sumarni vzorec: C1gH1607

Vlastnosti uvedené slouceniny byly intenzivné studovany zejména v 50. letech 19. stoleti. Byl
zjistén predevsim antimikrobialni U¢inek proti grampozitivnim bakteriim. Tato latka byla
proto piidavana do krému ¢i zubnich past jako konzervans (Cocchieto et al., 2002; Hoskeri
etal., 2010). Vzacné mize zplsobit podrazeni kiize ¢i kontaktni dermatitidu (Ing6lfsdottir,
2002). Ve wvyssich koncentracich muze pusobit hepatotoxicky ovlivnénim funkce
mitochondrii hepatocyti nasledkem inhibice oxidativni fosforylace (Han et al., 2004). Byly
také potvrzeny antioxidaéni, antivirové a protizanétlivé ucinky (Cocchieto et al., 2002).

Mechanismus  antimikrobialniho ucinku kyselina usnové pravdépodobné spociva
ve schopnosti porusit bakterialni cytoplazmatickou membranu (Gupta et al., 2012). Studie
zabyvajici se antimikrobidlnimi vlastnostmi této slouceniny poukazuji na ucinky proti
grampozitivnim bakteriim, mykobakteriim, n¢kterym druhtim kvasinek a plisni (Cocchieto
etal., 2002; Tay et al., 2004). Lucarini et al. (2012) ve svém sdéleni uvedli hodnoty MIC
pro Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium kansasii a Mycobacterium avium 8 pg.ml™,
8 pg.ml™, respektive 16 pug.ml™. Elo et al., (2007) zjistili rozmezi hodnot MIC 3,9 — 16
pg.ml® na kmeny enterokokil rezistentnich k vankomycinu. Rankovi¢ et al. (2008)
zaznamenali hodnotu MIC 15 pg.ml™ pro St. aureus. Tato latka viak vykazuje pouze
bakteriostatické uCinky, nikoliv baktericidni. Riist gramnegativnich bakterii inhibuje ve velmi

vysokych koncentracich (Lauterwein et al., 1995).

1.3.1.10 KNICIN
Knicin patii mezi seskviterpenové laktony, germakranolidy (Opletal et al., 2007). Jedna se

0 latku hotké chuti vyskytujici se naptiklad v benediktu 1é¢karském (Cnicus benedictus) nebo
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v chrpé rozkladité (Centaurea diffusa), poprvé izolovanou v roce 1837 (Opletal et Simerda,
2005; Schabes et Sigstad, 2007; Vanhaelen-Fastre, 1972). Knicin izoloval metodou
kapalinové chromatografie ve své praci prof. Opletal z Farmaceutické fakulty Univerzity
Karlovy v Hradci Kralové (nepublikovana data) s vytézkem 0,065 %. Na rozdil od slou¢enin
uvedenych vyse je izolace knicinu pro malé vytézky zna¢né¢ finan¢né nakladna, cena za 1 g se
v zavislosti na Cistot¢ pohybuje fadové v desitkach az stovkach tisic korun. Knicin neni tak
znamou piirodni latkou jako slouCeniny piedeslé, omezeny pocet publikaci poukazuje
na vyznamné antimikrobialni a mirné protizanétlivé uc¢inky (Mascolo et al., 1987; Meepagala
et al., 2006). Rovnéz nebyly zjistény zadné vyznamné toxické ucinky knicinu pro ¢lovéka
(Meepagala et al., 2006).

OH
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Obrazek 14: Strukturni vzorec knicinu [10]

Nazev dle IUPAC: [(3aR,4S,6E,10Z,11aR)-10-(hydroxymethyl)-6-methyl-3-methyliden-2-
0x0-3a,4,5,8,9,11a-hexahydrocyklodeka[b]furan-4-yl](3S)-3,4-dihydroxy-2-
methylidenbutanoat
Molekulova hmotnost: 378,42 g.mol™

Sumarni vzorec: CogHos07

Knicin m& mezi pfirodnimi latkami pochazejicich z rostlin i ve srovnani S ostatnimi zde
uvedenymi slouc¢eninami unikatni mechanismus uc¢inku na bakterie. Dle studii Bugg et al.
(2011) a Bachelier et al. (2006) totiz knicin blokuje biosyntézu bunécné stény bakterii
prostfednictvim inhibice bakterialniho enzymu MurA, coz je enzym tucastnici se biosyntézy
peptidoglykanu. Peptidoglykan je nezbytny pro biosyntézu bunécné stény bakterii. Podobny
mechanismus ucinku na bakterie ma antibiotikum fosfomycin (Falagas et al., 2010; Bugg

etal., 2011). Nicméné pocet dostupnych publikaci suvedenymi vysledky ucinnych
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koncentraci na bakterie je velmi omezeny. Autofi studie Mazurova et al. (2007) zaznamenali
hodnoty MBC knicinu 300 — 600 pg.ml™ a 600 — 2400 pg.ml™ proti kmenim Ps. aeruginosa

a Enterococcus faecalis (E. faecalis).

1.3.1.11 PINENY

Pineny maji dva aktivni konstitu¢ni izomery, alfa a beta, kazdy izomer ma navic jesté dva
enantiomery znamé jaké (-)-a-pinen (vyskyt spise u evropskych borovic) a (+)-a-pinen
(vyskyt spiSe u borovic v Severni Americe). B-pinen ma dva enantiomery (-)-B-pinen
a (+)-p-pinen. Racemické smési téchto latek se vyskytuji v nékterych silicich, napiiklad
v eukalyptové. Antimikrobidlni u¢inky pinend byly prokazany zejména u (+)-enantiomert,
které pasobi antifungalné a slab¢ antibakterialn¢ (Da Silva et al., 2012).

Alfa-pinen se fadi mezi nenasycené bicyklické uhlovodiky ze skupiny monoterpent.
Sloucenina samotna je bezbarva olejovita kapalina, dobie rozpustna v ethanolu, chloroformu
nebo etheru, S$patné¢ rozpustna ve vodé. Pro svou charakteristickou vuni se pouziva
v parfumerii ¢i farmaceutickych materialech (Kamali et Mousavi, 2008). Uvedena sloucenina
se vyskytuje v pryskyfici borovic, ale i v silicich z riznych druht pelyinku (Artemisia sp.), kde
jeji koncentrace kolisa mezi 0,2 — 10 %. Dale se vyskytuje také v rozmarynu lékaiském

(Rosmarinus officinalis) a v dalSich bylinach (Lopez-Lutz, 2008).

H,C
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Obrazek 15: Strukturni vzorec a-pinenu [11]
Nazev dle IUPAC: 4,6,6-trimethylbicyklo[3.1.1]hept-3-en
Molekulova hmotnost: 136,24 g.mol™

Sumarni vzorec: CioH1s

Alma et al. (2003) provedli analyzu silice z dobromysli syrské (Syrian oreganum) metodou
plynové chromatografie s hmotnostni detekci a zjistili, ze silice obsahovala 1 % a-pinenu.
Destilaci vodni parou extrahovali Atti-Santos et al. (2005) silici z rozmarynu 1ékaiského

(Rosmarinus officinalis) a zjistili, ze hlavni slozkou byl a-pinen (41 — 45%), dale 1,8-cineol
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a kafr. Ostatni slouceniny byly zastoupeny v menSim mnozstvi (<2 %). V silici z tymidnu
obecného (Thymus vulgaris) zjistili Imelouane et al. (2009) metodou plynové chromatografie
s hmotnostni detekci a plynové chromatografie s plamenovou ioniza¢ni detekci 9 % a-pinenu.
Demirci et al. (2002) zjistovali slozeni silice ziskané z druhu Salvéje (Salvia cryptantha).
Jednotlivé slozky identifikovali metodou plynové chromatografie. Mezi hlavni patiily 1,8-
cineol (16 — 37%) a kafr (6 — 13%), a-pinen se vyskytoval v rozmezi 1 — 12 %.

In vitro pisobi o-pinen antibakterialné na stafylokoky, na beta-hemolytické i viridujici
streptokoky, kmeny Ps. aeruginosa, E. coli i nékteré druhy kvasinek (Leite et al., 2007;
Imelouane et al., 2009). Pfesny mechanismus antimikrobialniho ucinku pinenu neni zcela
objasnén. Predpoklada se vSak, ze podobné jako ostatni monoterpenické ptirodni slouceniny
zasahuje do funkce bakterialni buné¢né membrany. Diky svému lipofilnimu charakteru tyto
latky mohou do membrany proniknout, coz vede k jejimu nadmérnému rozsiteni a zvySené
propustnosti negativné ovliviiujici transportni procesy. Vyse uvedené skute¢nosti mohou vést
ke ztrat¢ dulezitych latek, rozvratu metabolismu a smrti mikroorganismu (Dhar et al., 2014).
Dale bylo zjiSténo, Ze tato sloucenina u kvasinek inhibuje funkci respiracniho fetézce
ovlivnénim mitochondrii.

B-pinen je bezbarva olejovitd kapalina, pachnouci po terpentynu, prakticky nerozpustna
ve vode, ale dobfe rozpustna v ethanolu a etheru. Stejné jako a-pinen je obsazen predevsim
v rostlinach s charakteristickou vini. Kelen et al. (2008) zjist'ovali chemické slozeni metodou
plynové chromatografie silice ze Salvéje Salvia aucheri. B-pinen byl zastoupen v 10 %.
Imelouane et al. (2009) zjistili v silici z tymianu obecného (Thymus vulgaris) pouze 4 %
B-pinenu, hlavni slozku tvoril kafr (39 %).
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Obrazek 16: Strukturni vzorec 3 -pinenu [12]
Nazev dle IUPAC: 6,6-dimethyl-4-methylidenbicyklo [3.1.1]heptan
Molekulova hmotnost: 136,24 g.mol™

Sumarni vzorec: CioH1s
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Antibakterialni aktivita je podobna a-pinenu. Beta-pinen inhibuje rust stafylokoku
a streptokokil, dale stfevnich bakterii. Zaznamenany byly také antifungédlni GCinky proti
kmenim Candida albicans (Filipowicz et al., 2003). U uvedené slou¢eniny byla zjisténa

aktivita proti herpetickym viram (Astani et Schnitzler, 2014).

1.3.1.12 LIMONEN

Limonen je bezbarva kapalna latka slabé rozpustna ve vodé (13,8 g/l pii 25°C), dobie
v acetonu, DMSO a ethanolu. Historicky se limonen pouzival jako rozpoustédlo Zlu¢ovych
kamenu. Je také pouzivan jako detergent a rozpoustédlo olejia (Tamura et al., 2009).
Vyskytuje se ve dvou opticky aktivnich formach, L-limonen a D-limonen. Enantiomery
limonenu jsou jedny znejhojnéjSich azaroven nejstudovanéjSich monocyklickych
monoterpent vyskytujicich se v ptirodé. Enantiomery se lisi jak ac¢inkem, tak i viini a mistem
vyskytu. L-limonen ma charakteristickou viini po borovicich a nachazi se v riznych druzich
maty (Mentha sp.), kdezto D-limonen je citit po pomerancich, nachazi se zejména Vv silici
z kury nékterych citrusi a v silicich kminu nebo kopru. V silici z divokého pomerance (Citrus
aurantium) a citronu (Citrus limon) byl jeho obsah stanoven na 90 % a 60 % (Sokovi¢ et al.,

2010).
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Obrazek 17: Strukturni vzorec D-limonenu [13]
Nazev dle [UPAC: 1-methyl-4-prop-1-en-2-ylcyklohexen
Molekulova hmotnost: 136,24 g.mol™

Sumarni vzorec: CioH1s

Biologické tucinky limonenu spocivaji predev§im Vv ochrané rostlin a jejich ploda
pted dehydrataci a napadenim mikroorganismy (Duetz et al., 2003). Limonen vykazuje
antibakterialni, antivirové a antifungalni ucinky. Ne¢které studie popisuji proti rakovinové
ucinky uvedené slouceniny (Wargowich, 2000). Cimanga et al. (2002) zjistovali

antibakterialni aktivitu esencialnich oleji zrostlin rodu Eucalyptus, Aframomum,

38



Cymbopogon, Monodora a Ocimum, zastoupeni jednotlivych slozek stanovili plynovou
chromatografii s hmotnosti detekci a prokazali, ze limonen patfi mezi jejich hlavni
komponenty s antibakterialnim t¢inkem.

Sonboli et al. (2006) prokazali mikrodilu¢ni metodou Géinnost limonenu na bakterialni druhy
Bacillus subtilis, E. faecalis, St. aureus, Staphylococcus epidermidis (St. epidermidis), E. coli,
Klebsiella pneumoniae (KI. pneumoniae) a Ps. aeruginosa. Hodnoty MIC pro uvedené druhy
se pohybovali v rozmezi 4400 — 36,8x10° pg.ml™. Podobné hodnoty MIC u obou enantiomert
limonenu zjistili autofi studie Van Vuuren et Viljoen (2007) mikrodiluéni metodou
U 4 grampozitivnich a 4 gramnegativnich bakterii. Hodnoty MIC pro D-limonen byly
vrozmezi 3000 — 27x10° pgml™ a pro L-limonen 2000 — 27,0x10° pg.ml™. Astani
et Schnitzler (2014) poukazuji na u¢inky limonenu proti herpetickym viram.

Mechanismus antimikrobialniho u¢inku limonenu neni zatim detailn€ objasnén. Podobné jako
u pinentl je popisovana jeho schopnost inhibovat funkci respiracniho fetézce mitochondrii

kvasinek (Carson et al., 2002; Duetz et al., 2003).

1.3.1.13 BERBERIN

Berberin se fadi mezi izochinolinové alkaloidy protoberberinové tidy. Jedna se o Zlutou
krystalickou latku témét bez zapachu (Gao et al., 1987; lwasa et al., 1996; Battu et al., 2010)
nachazejici se v riznych druzich diistalu. Vyznamnymi zdroji berberinu jsou diistal osinaty a
diistal obecny (Berberis aristata, Berberis vulgaris), v jejich kofenové kiie je obsazeno asi
1 — 5 % berberinu, v nadzemnich ¢astech tohoto kete je berberinu vyrazné méné. Pravé
z diistalu osinatého se berberin ziskava nejcastéji. Uvedena sloucenina se také nachazi v
koptisu ¢inském (Coptis chinensis), kde je obsazena v pomérné vysoké koncentraci 4 — 8 %.
Dale je obsazen také Vv rostling¢ Chelidonium majus neboli vlastoviéniku vétSim (Moravcova,
2003; Singh et al., 2010). Berberin je rozpustny v methanolu, slabé rozpustny v ethanolu

a Spatné rozpustny ve vodé, jeho soli jsou rozpustné 1épe (Battu et al., 2010).
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Obrazek 18: Strukturni vzorec berberinu [14]
Nazev dle IUPAC: 9,10-dimethoxy-5,6-dihydro[1,3]dioxolo[4,5-g]isochinolino[3,2-
aJisochinolin-7-ium
Molekulova hmotnost: 336,37 g.mol™

J ’ +
Sumarni vzorec: CooH1gNOy

Biologické t¢inku uvedené slouceniny jsou velmi pestré. V minulosti byly rostliny obsahujici
berberin pouzivany Vv ¢inské a folklorni medicing, kde se nejcastéji pouzivali ve formé
chloridui nebo siranti hlavné k 16¢bé infekci kuize a oka. Berberin ma antibakterialni G¢inky
a v Japonsku je pouzivan pii infekénich onemocnénich traviciho traktu (Iwasa et al., 1996).
Antibakterialni ucinky byly také prokazany proti mnoha druhlim stfevnich bakterii, dale
streptokoktim, stafylokokiim a chlamydiim. Studie dle Stermitze et al. (2000) doklada
uc¢innost  berberinu v kombinaci s 5-methoxyhydnokarpinem na St. aureus. Uvedena
sloucenina pusobi proti nékterym kvasinkam a jednobunéénym parazitim: trypanozomam
a plazmodiim.

Byly také zjistény antivirové ucinky berberinu. Dale byla prokazana antitumorova aktivita
u mysi, cytotoxicka aktivita proti lidskym rakovinovym buikam a inhibice biosyntézy
antiarytmické a antihyperglykemické ucinky (Lu et al., 2006; Battu et al., 2010).
Mechanismus uc¢inku berberinu je ptisuzovan jeho schopnosti interkalovat do mikrobidlni
DNA (Cowan, 1999). Berberin je také schopny inaktivovat fibronektin a tim branit adhezi

nékterych bakterii, hlavné streptokokd, ke tkanim (Sun et al., 2008).

1.3.1.14 KVERCETIN

Kvercetin je jednim z nejrozsitenéjSich flavonoidnich aglykond. Jedna se o krystalickou

slouceninu zluté barvy prakticky nerozpustnou ve vodé, slabé v ethanolu, dobie v methanolu
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a acetonu (Murota et Terao, 2003). Vyskytuje se ve chmelu, ¢ajovniku, ¢esneku, plodech

kastanu a v mnoha jinych rostlinach (Moravcova, 2003).

OH
OH

HO 0

OH
OH O

Obrazek 19: Strukturni vzorec kvercetinu [15]
Nazev dle IUPAC: 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-4H-chromen-4-on
Molekulova hmotnost: 302,24 g.mol™

Sumarni vzorec: C15H1007

Antimikrobidlni G¢inky Kkvercetinu prokazali ve své praci Vaquero et al. (2007). Autofi
kvercetin rozpoustéli v ethanolu a agarovou difizni metodou zjistili, ze kvercetin dobie
pisobi v koncentraénim rozmezi 100 — 1000 pg.ml® proti Serratia marcescens,
KI. pneumoniae, E.coli, Proteus mirabilis a St. aureus. Hor$i byla ucinnost proti
Ps. aeruginosa. Rauha et al. (2000) prokazali dobré antibakterialni Gi¢inky proti St. aureus,
St. epidermidis a Bacillus subtilis. Antibakterialni aktivita proti E. coli a Ps. aeruginosa byla

podle téchto autort minimalni.

1.3.1.15 KYSELINA ROZMARYNOVA

Kyselina rozmarynova se fadi mezi fenolické kyseliny. Tato krystalicka latka hnédé az
nacervenalé barvy je htife rozpustna ve vodeé, 1épe v ethanolu a v organickych rozpoustédlech.
Uvedena sloucenina se Vyskytuje v raznych rostlinach napfi¢ ¢eledémi hluchavkovité
(Laminaceae), vochovité (Zosteraceae), dosnovit¢ (Cannaceae), apod. Kyselinu
rozmarynovou pak obsahuje zejména rozmaryn lékaisky (Rosmarinus officinalis) a jiné
rostliny. Uvedena sloucenina m& mnoho zajimavych biologickych ucinkl, mezi které se fadi

-----

rozmarynové jsou do urCité miry chranény proti rostlinnym patogenim (Petersen

et Simmonds, 2003).
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Obrazek 20: Strukturni vzorec kyseliny rozmarynové [16]
Nazev dle IUPAC: (2R)-2-[[(2"E")-3-(3,4-dihydroxyphenyl)-1-oxo-2-propenyl]]oxy]-3-(3,4-
dihydroxyphenyl)propanova kyselina
Molekulova hmotnost: 360,32 g.mol™

Sumarni vzorec: C1gH150s5

1.3.1.16 P-CYMEN

Sloucenina p-cymen je alkyl-substituovany aromaticky uhlovodik, hojné se vyskytujici
v rostlinach. Jedna se o bezbarvou kapalinu, obtizné rozpustnou ve vod¢, ale dobie
rozpustnou v 96% ethanolu a etheru.

Oke et al. (2009) analyzovali silici extrahovanou ze saturejky klinolisté (Satureja cuneifolia)
plynovou chromatografii s hmotnostni detekci a zjistili, Ze obsahovala 22 % p-cymenu.
Bassolé et al. (2010) zjistili, Ze p-cymen tvofi hlavni slozku silice z listt ¢ajovniku (Lippia

multiflora), kde je zastoupen v mnozstvi 21 %.

Obrazek 21: Strukturni vzorec p-cymenu [17]
Nazev dle IUPAC: 1-methyl-4-propan-2-ylbenzen
Molekulova hmotnost: 134,21 g.mol™

Sumarni vzorec: CigHi4
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Princip mechanismu antimikrobidlniho 0U¢inku na bakteridlni bunky se podobné jako
U ostatnich pfirodnich latek odviji od schopnosti porusit cytoplazmatickou membranu. Autofi
Ultee et Smid (2001) zjistili synergické ptisobeni p-cymenu s karvakrolem. Latka p-cymen
poskozuje membranu grampozitivnich bakterii a tim umoznuje prunik karvakrolu do bunky
a uplatnéni jeho Gc¢inku. Gramnegativni bakterie maji navic jeSt¢ vnéjsi membranu, kterou
p-cymen nijak neovliviiuje, synergické ucinky se proto na gramnegativni bakterie neprojevuji
(Burt et al., 2005).

Mikrodiluéni metodou zjistovali Cristani et al. (2007) inhibi¢ni G¢inek p-cymenu na kmeny
St. aureus a E. coli. Uvedeni autofi zjistili, ze p-cymen ma vétsi inhibi¢ni u€inky na St. aureus
nez na E. coli. Hodnota MIC pro St. aureus byla 1250 pg.ml™ a pro E. coli 2500 pg.ml™.

Autofi prace Filipowicz et al. (2003) prokazali antimikrobialni G¢inky proti C. albicans.

1.3.2 SILICE

Silice jsou tckavé, lipofilni, intenzivné vonici smési pfirodnich sloucenin olejovité
konzistence. Jsou tézko rozpustné ve vod¢, v niz vytvafeji emulze. V organickych
rozpoustédlech se rozpoustéji dobie. VEtsSinou jsou bezbarvé, ale béhem skladovani na svétle,
ve vlhku, za tepla i v pfitomnosti vzdusného kysliku snadno oxiduji a tmavnou (Moravcova,
2006). Nektereé silice jsou rtizné zbarveny. Ptirodné Zlutohnéda je hiebickova silice, do modra
nebo zelena jsou zbarveny silice obsahujici azulen, napt. hefmankova silice.

V rostlinnych silicich jsou zastoupeny rizné organické slouc¢eniny — uhlovodiky, alkoholy,
aldehydy, ketony, estery, oxidy nebo fenoly v riznych koncentracich. Vyjimeéné dominuje
pouze jedna slozka nad ostatnimi, napf. v hiebiCkové silici prevladad eugenol v mnoZstvi
70 - 90 %, v silici z byliny dobromysl obecna (Origanum vulgare) thymol v 50 % (Bacilkova
et Paulusova, 2012).

U silic byla zji$téna antibakteridlni, antivirova a antifungalni aktivita. Jsou uc¢inné také proti
helmintim. Byly potvrzeny synergické uc€inky kombinace silic s antibiotiky (Opletal et
Simerda, 2005).

1.3.2.1 KMINOVA SILICE (CARVI AETHEROLEUM)

Kminovou silici je mozné extrahovat ze zralych semen kminu kotfenného (Carum carvi).
Semena obsahuji asi 3 — 7 % silice, kterd je bezbarvd az nazloutld s charakteristickym

zapachem po kminu a téZce rozpustna ve vod¢, 1épe v ethanolu a etheru. Aktivnimi latkami,
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které v kminové silici pfevazuji, jsou karvon (50 — 65 %) a limonen (az 45 %). DalSimi
minoritnimi slozkami jsou karveol, dihydrokarveol dale rizné fenolické kyseliny a flavonoidy
(Moravcova et al., 2003; European Medicines Agency, 2014).

Schone et al. (2006) ve své studii extrahovali kminovou silici metodou destilace vodni parou
a zjistili obsah limonenu 57 %, karvonu 42 %, myrcenu 0,6 % a beta-karophyllenu 0,1 %.
Vzhledem ke Spatné rozpustnosti je v odborné literatufe pomérmé malo Udaja
o0 antimikrobialni aktivité této silice. Iacobellis et al. (2005) zmifiuji dobré ucinky proti
nékterym grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim. De Rapper et al. (2013) zjistili

hodnotu MIC kminové silice pro St. aureus, Ps. aeruginosa a C. albicans 2000 pg.ml™.

1.3.2.2 FENYKLOVA SILICE (FOENICULI AETHEROLEUM)

Fenyklova silice se ziskava ze zralych plodi fenyklu hotkého (Foeniculum vulgare) destilaci
vodni parou. Jednd se o bezbarvou nebo slabé nazloutlou kapalinu charakteristického
zapachu. Tak jako vétSina silic je Spatné rozpustna ve vodé a 1épe rozpustna v ethanolu
(Rather et al., 2012).

Obé¢ dve silice, kminova i fenyklova byly autory Schéne et al. (2006) zkoumany jako mozna
aditiva do krmiv pro selata. Uvedeni autofi uvadi nasledujici slozeni fenyklové silice ziskané
destilaci vodni parou: pineny 5 %, limonen 3 %, fenchon 22 %, estragol 2 % a anethol 62 %.
Dadalioglu et Evrendilek (2004) analyzovali fenyklovou silici, zjistili vysoky obsah anetholu
(83 %) a uvedli silnou antibakterialni aktivitu proti E. coli — sérotyp O157:H7, St. aureus,
Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) a Salmonella enteritidis subsp. enteritidis
sérovar Typhimurium.

Fenyklova silice je in vitro a¢inna proti bakteriim, které mohou vyvolavat sttevni infekce — E.
coli, Bacillus megaterium, St. aureus, L. monocytogenes a Campylobacter jejuni. Byly také
zaznamenany U¢inky vaci kvasinkdm a vlaknitym houbam rodu Aspergillus. Dale byly
(Rather et al., 2012). De Rapper et al. (2013) zjistili hodnoty MIC fenyklové silice
pro St. aureus, Ps. aeruginosa a C. albicans 2000 pg.ml™, 3000 pg.ml™ a 2000 pg.ml™.

1.3.2.3 LEVANDULOVA SILICE (LAVANDULAE AETHEROLEUM)

Levandulova silice se ziskava z kvetoucich vrcholkti Lavandula angustifolia a jinych druht
levandule metodou destilace vodni parou. Jedna se o bezbarvou nebo svétle Zlutou kapalinu
charakteristického zapachu. Hlavnimi slozkami silice dle De Rapper et al. (2013) jsou
linalyl-acetat (37 %), linalool (31 %) a terpinen-4-ol (15 %). Kulevanova et al. (2000)
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zkoumali slozeni silice z levandule lékarské (Lavandula officinalis) a zjistili mnozstvi
linaloolu 26 %, linalyl-acetatu 23 % a levandulyl acetatu 12 %.

Silice z levandule vykazuje vyznamné antimikrobialni ucinky. De Rapper et al. (2013)
zjiStovali antimikrobidlni Gé¢inky silice z Lavandula angustifolia pro St. aureus, MRSA,
St. epidermidis, vankomycin rezistentnim enterokokim a Ps. aeruginosa, hodnota MIC
pro tyto druhy byla 2000 pg.ml™. O n&co nizsi hodnoty MIC autofi zjistili pro KI. pneumoniae

a Candida albicans.

1.3.2.4 ROZMARYNOVA SILICE (ROSMARINI AETHEROLEUM)

Rozmarynova silice se ziskava z kvetoucich nadzemnich ¢éasti nebo listi rozmarynu
l1ékaiského (Rosmarinus officinalis). Jedna se o bezbarvou az svétle Zlutou kapalinu
charakteristického zapachu. Z listi rozmarynu Ize extrahovat 0,5 — 2,5 % silice. Slozeni silice
je velmi variabilni v zavislosti na puvodu rostliny. Uvadi se, ze obsahuje 20 — 50 %
1,8-cineolu, 15 — 25 % a-pinenu, 10 — 25 % kamphoru, 1 — 5 % bornyl acetatu, 1 — 6 %
borneolu, 5 — 10 % kamphenu, 12 — 24 % o-terpineolu a mnoho dalsich (European Medicines
Agency, 2011).

Silice je G¢inna proti bakteriim, kvasinkdm a plisnim. Celkovy biologicky efekt ovliviiuji
vSechny latky obsazené v rostliné. Nejucinngjsi na mikroorganismy jsou alkoholové extrakty.
Opletal et Simerda (2005) uvadgji, ze alkoholovy extrakt z listéi rozmarynu inhiboval v ristu
bakterialni druhy L. monocytogenes, St. aureus, Str. mutans a Bacillus cereus. De Rapper
etal. (2013) zjistili hodnoty MIC rozmarynové silice pro St. aureus, Ps. aeruginosa
a C. albicans 2000 pg.ml™, 4000 pg.ml™ a 2000 pg.ml1™.

1.3.2.5 TERPENTYNOVA SILICE (TEREBINTHINAE AETHEROLEUM)

Terpentynovou silici je mozné ziskat z riznych druhl borovic. Jedna se o bezbarvou kapalinu
charakteristického zapachu, S$patné rozpustnou ve vod¢, Iépe vethanolu a etheru.
Nejcastéjsimi druhy borovic, ze kterych se silice ziskava destilaci vodni parou je borovice
lesni (Pinus silvestris), borovice horska (Pinus montana), borovice ¢erna (Pinus nigra)
a borovice bahenni (Pinus palustris).

Latkami, které se s prevahou (az 95 %) vyskytuji v terpentynové silici, jsou pineny, limonen,
terpinolen a bornylacetat. De Rapper et al. (2013) zjistili hodnoty MIC terpentynové silice pro
St. aureus, Ps. aeruginosa a C. albicans 1500 pg.ml™, 4000 pg.ml™ a 2000 pg.ml™,
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1.3.3 KYSELINA ETHYLENDIAMINTETRAOCTOVA

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) je pevna latka, dobie rozpustna ve vodé. Jedna se
o polyaminokarboxylovou kyselinu, ktera se pouziva jako chelata¢ni ¢inidlo tvofici komplexy
s vétSinou kovovych iontd. Vyuziti nachazi v potravinaiském primyslu jako konzervacni
¢inidlo a latka pro zachovani barvy, pouziva se také jako antikoagulant pfi odbéru krve nebo
Vv titracni analyze kovil a rozpousténi kovovych sloucenin. V medicin¢ se EDTA vyuziva
pfi chelatacni terapii, ve které slouzi k odstranéni t€zkych kovu z téla (Lambert et al., 2004).
EDTA sama o sob¢ vykazuje spiSe bakteriostatické ti¢inky a je ¢asto pouzivana v kombinaci
s antibiotiky nebo jinymi antimikrobidlnimi slouceninami. Mechanismus jejiho plisobeni
na mikroorganismy je zaloZen na poruseni propustnosti bunééné stény bakterii zablokovanim
Ca?* a Mg?®* iontd, které jsou pro stabilitu bunécné stény zdsadni, zejména u gramnegativnich
bakterii (Hamoud et al., 2014). Abd et al. (2011) ve své studii uvadéji, ze EDTA potencuje
ucinek 33 aminoglykosidovych antibiotik i proti PSs. aeruginosa.

Mikrodiluéni metodou zjistovali Hamoud et al. (2014) hodnoty MIC a MBC EDTA pro
St. aureus, E. coli a Ps. aerugiosa. Pro St. aureus uvedli MIC 250 pg.ml™, MBC vice nez
4000 pug.ml™, pro E. coli byla hodnota MIC 4000 pg.ml™ shodna s MBC, pro Ps. aeruginosa
byla MIC 4000 pg.ml™ a MBC vyssi nez 4000 pg.ml™.
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2 CILE PRACE

V ramci celosvétového procesu umélé inseminace je Vv soucasnosti produkovano nékolik
stovek miliont insemina¢nich davek ro¢né. Na parametry kanéich ejakulatu prasete domaciho
a z nich piipravené insemina¢ni davky jsou kladeny vysoké pozadavky, které zahrnuji i jejich
zdravotni nezavadnost. Mezi vyznamny faktor snizujici kvalitu ejakulati kancti uréenych
k umélé inseminaci patii mikrobialni kontaminace. Mikroorganismy maji nejen nezadouci
ucinky na spermie, ale mohou se dale podilet na vzniku zanétlivych zmén v pohlavnim tstroji
prasnic. K inhibici mikrobti v insemina¢nich davkach se pouzivaji antibiotika nebo
kombinace antibiotik. Tato 1é¢iva jsou vSak urena primarné k terapeutickym ucelim.
Je proto nutné hledat jiné moznosti dekontaminace insemina¢nich davek.

Uvedené skuteCnosti byly pronasi praci divodem k ovéfovani antimikrobialni aktivity
vybranych pfirodnich latek a stanoveni jejich G€innych koncentraci. Pro rozsifeni spektra
ucinnosti jsme zjiStovali také jejich vzajemné kombinace a kombinace s dalSimi
slouceninami. Vlastnimu zjistovani antimikrobidlnich 0¢inkti pfirodnich latek piedchézel
vybér vhodnych metod. Nedilnou souc¢asti bylo ovéfeni jejich toxicity pro kan¢i spermie
a zavérem zhodnoceni moZznosti vyuziti pfirodnich slouc¢enin k dekontaminaci inseminac¢nich
davek kancii a pfipadné pro jiné ucely. Uvedené cile byly feSeny v pfedloZené dizertacni

praci.

1. Zavedeni metod pro kvalitativni a kvantitativni prikaz mikroorganismti v modelovém
biologickém materialu

2. Zavedeni a vybé&r metod pro stanoveni antimikrobidlnich u¢inkt ptirodnich latek

3. Stanoveni antimikrobidlnich uc¢inkdi pfirodnich latek a jejich vybranych
dvojkombinaci na mikroorganismy

4. Zavedeni metody pro zjisténi toxicity vybranych ptirodnich latek pro kanéi spermie

5. Analyza vysledkd a vybér vhodnych latek nebo jejich kombinaci k dekontaminaci

ejakulati kanca
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3 MATERIAL A METODY

3.1 MIKROORGANISMY POUZITE PRO ZJIISTOVANI
ANTIMIKROBIALNI AKTIVITY TESTOVANYCH LATEK

Antimikrobiadlni G¢inky pfirodnich latek a jejich kombinaci byly ovéfovany kmeny bakterii
a kvasinek ziskanych z Ceské sbirky mikroorganismii (CCM) v Brné, ze sbirky Veobecné
fakultni nemocnice v Praze a kmeny vykultivovanymi z kanc¢ich ejakulatti v mikrobiologické
laboratofi Katedry biologickych a biochemickych véd Univerzity Pardubice. Pfehled uvadime
v Tabulkach 1la—c.

Tabulka 1a: Referenéni mikroorganismy z Ceské sbirky mikroorganismil pouzité k testovani

antimikrobidlni aktivity pfirodnich latek

Mikroorganismus Pavod kmene
Bacillus subtilis CCM 2215
Enterococcus faecalis CCM 4224
Listeria monocytogenes CCM 5576
Staphylococcus aureus CCM 4223
Alcaligenes faecalis CCM 1052
Escherichia coli CCM 3954
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
Bacteroides fragilis CCM 4508
Candida albicans CCM 8186
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Tabulka 1b: Mikroorganismy vykultivované =z ejakulatt kancl, pouzité k testovani

antimikrobidlni aktivity pfirodnich latek

Pocet
Mikroorganismus Pivod kmene (kmen()
kmen

Kmeny vykultivované z ejakuldtd kanct

Enterococcus durans 2 Kanci ejakulat
Enterococcus faecalis 2 Kanci ejakulat
Streptococcus porcinus 4 Kanci ejakulat
Escherichia coli 4 Kanci ejakulat
Proteus mirabilis 7 Kanci ejakulat
Providencia stuartii 2 Kanci ejakulat
Pseudomonas aeruginosa 17 Kanci ejakulat
Candida catenulata 1 Kanci ejakulat

Tabulka 1c: Mikroorganismy pouzité k testovani antimikrobialni aktivity pfirodnich latek

Pocet
Mikroorganismus PGvod kmene (kmen()
kmenl

Ostatni kmeny

Enterococcus faecalis 4 VEN
Enterococcus faecalis 1 VEN — VRE
Enterocococcus faecium 7 VFN - VRE
Enterocococcus faecium 1 VEN
Enterococcus gallinarum 1 VFN — VRE
Klebsiella pneumoniae 1 Sbirka KBBV
Clostridium perfringens 1 Sbirka KBBV
Rhodotorula rubra 1 Sbirka KBBV

VEN — Vojenska fakultni nemocnice v Praze, VRE — vankomycin rezistentni enterokoky
KBBV — Katedra biologickych a biochemickych véd
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3.2 CHEMIKALIE A REAGENCIE

3.2.1 TESTOVANE PRIRODNI LATKY A SILICE

Tabulka 2a: Pichled piirodnich latek pouZitych pro zjisténi antimikrobialni aktivity a rozmezi

testovanych koncentraci

Ptirodni latka

(Vyrobce), Cislo Sarze

Testované rozmezi
-1
(ng.ml™)

Berberin
Ethyl-gallat
Eugenol
Karvakrol
Knicin
Kvercetin
Kyselina gallova
Kyselina rozmarynova
Kyselina usnova
Limonen
Methyl-4-hydroxybenzoat
Methyl-gallat
Naringenin
Naringin
Nerol
Oktyl-gallat
p-cymen
Propyl-4-hydroxybenzoat
Propyl-gallat
Thymol
a-pinen
B-pinen

(FF) 11828
(FF) 1160551, 22005084
(FF) 03522CE-216
(FLUKA) 1359583
(FF) 13/06.02.27/392/E
(FF) UN 2811/Lot 42310
(FF) 320700/1695
(FF) 00905 CC/MVV05201
(Carl Roth) 123182914
(FLUKA) 1360549
(FF) S24546-514
(FF) 12313 EB/MNO 4453
(Carl Roth) 071167688
(Carl Roth) 263197808
(SAFC) 09315HE-228
(Sigma-Aldrich) STBC2542V
(Sigma-Aldrich) S33159-386
(FF) 084K1802
(FF) 11303305, 40405152
(Sigma-Aldrich) 126K0140
(FLUKA) 1330348
(FLUKA) 1380035

150 — 38,4x10°
18,8 — 9600
150 — 38,4x10°
9,4 — 9600
37,5 - 19200
150 — 19200
150 — 38,4x10°
150 — 19,2x10°
2,3 - 9600
300 - 19,2x10°
82 —10,6x10°
37,5 - 9600
75 — 4800
75 — 4800
300 - 19,2 x10°
4,7 — 9600
150 — 38,4x10°
82 —10,6x10°
75 — 9600
9,4 — 9600
75 — 2400
75 — 2400

(FF)- Latky od Prof- RNDr. Lubomira Opletala, CSc. z Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci

Kralove, u latek zvyraznénych tucné uvadime v této praci hodnoty uicinnych koncentraci
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Tabulka 2b: Ptehled silic pouzitych pro zjisténi antimikrobialni aktivity a rozmezi

testovanych koncentraci

- . vl vy Testované rozmezi
Silice (Vyrobce), Cislo Sarze

(ug.ml™)
Borovicova silice 3
T (FF) 0248/1002/517 150 — 38,4x10
(Terebinthinae aetheroleum)
Eukalyptova silice (Eucalypti
s (Eucalyp (FF) 0337/1203/517 150 — 38,4x10°
aetheroleum)
Fenyklova silice (Foeniculi 3
] (FF) 0337/1103/517 150 - 38,4x10
dulcis aetheroleum)
Hrebickova silice (Caryophylli
. (Caryophy (FF) 0036/0204/517 150 - 19,2x103
floris aetheroleum)
Kminova silice (Carvi 3
(FF) 0329/1004/517 150 — 38,4x10
aetheroleum)
Levandulova silice 3
(FF) 0180/0604/517 150 -38,4x10
(Lavandulae aetheroleum)
Rozmarynova silice 3
(FF) 0278/0904/517 150 — 38,4x10

(Rosmarini aetheroleum)

(FF)- Latky od Prof- RNDr. Lubomira Opletala, CSc. z Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci
Kralove, u latek zvyraznénych tucné uvadime v této praci hodnoty uicinnych koncentract

3.2.2 KULTIVACNI MEDIA

Krevni agar s 5 % berani krve

Ke kultivaci, pomnoZovani, zjistovani MBC a uchovavani bakterialnich kment byl pouzivan
krevni agar. Do Blood agar Base NO. 2 firmy (Hi Media, Indie, ¢islo Sarze 117038, 175728)
ptfipravené¢ho dle pfilozeného navodu bylo po zchladnuti na 45 — 50°C ptidéno 5 %

defibrinované berani krve. Pfipravena média byla skladovana pti 4°C ve tm¢.

Enduv agar (EA)
Pro selektivni kultivaci gramnegativnich bakterii pfitomnych v ejakulatech kanct byl
pouzivan Endiv agar. Do ENDO agar Base (Oxoid, Velkd Britanie, ¢. Sarze 1025672)

ptipraveného dle pfilozeného navodu bylo po zahtati na 80°C pifidano 1,8 ml 10% bazického
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fuchsinu. Pfipravend média byla skladovana pfi 4°C maximalné 3 tydny v obalu branicim

kontaktu se svétlem.

Edwardsitiv agar s 5 % berani krve

Edwardstv agar byl pouzivan pro selektivni kultivaci streptokokt a enterokokt piitomnych
Vv ejakulatech kancti. Do Edwards Medium Base firmy (Hi Media, Indie, ¢. Sarze 37298)
ptipraveného dle pfilozeného navodu bylo po zchladnuti na 40 — 50°C pifidano 5 %

defibrinované berani krve. Pfipravena média byla skladovana pti 4°C maximalné¢ tfi tydny.

Slanetz Bartleyho agar
Pro selektivni kultivaci enterokokd ptitomnych v ejakulatech kanci byl pouzivan Slanetz
Bartleyho agar. Zivna média (Hi Media, Indie, ¢ Sarze 25573) byla piipravena

dle ptiloZzeného navodu a skladovana pii 4°C maximaln¢ tfi tydny.

Mueller Hintonuav agar (MHA)

Mueller Hintontv agar byl pouzivan pro kultivaci vétSiny mikroorganismi vyjma streptokokd
pfitomnych v ejakulatech kancii a pro ovéfovani citlivosti na antibiotika. Zivnd média byla
ptipravena dle pfilozeného navodu (Hi Media, Indie, ¢. Sarze 118687) a skladovana pii 4°C

maximalné 3 tydny.

MALT agar
MALT agar jsme pouzivali pro kultivaci kvasinek. Zivna média byla pfipravena dle
pfiloZzeného navodu (Hi Media, Indie ¢. Sarze. 53507) a skladovana pii 4°C maximalné tfi

tydny.

Mueller Hintontv bujon (MHB)

Mueller Hintontiv bujon byl pouzivan pro pomnozeni vétSiny mikroorganismi vyjma
streptokokt pfitomnych v ejakuldtech kanci a pro ovéfovani minimdlnich inhibi¢nich
koncentraci piirodnich latek, rozpoustédel a antibiotik. Zivnd média byla pfipravena
dle ptilozeného navodu (Hi Media, Indie, ¢. Sarze YLO81) a skladovéana pii 4°C maximalné

3 tydny.
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Mozko-srdcovy bujon (BHI)
BHI byl pouZivan pro pomnoZeni mikroorganismé piitomnych v ejakulatech kancil. Zivna
média byla piipravena dle pfilozeného navodu (Himedia, Indie, ¢. Sarze. 140607)

a skladovana pfi 4°C maximaln¢ 3 tydny.

3.2.3 ROZTOKY A CINIDLA

Ethanol
96% ethanol (Lach-ner s r.o.; Ceska republika) byl pouZivan pro rozpousténi piirodnich latek.
Vyslednd nejvyssi koncentrace pfi testovani antimikrobialni aktivity slou€enin neptesahovala

1 %.

DMSO
DMSO byl pouzivan pro rozpousténi piirodnich latek a silic (Sigma-Aldrich, D8418). 99,9%

DMSO byl fedén sterilni destilovanou vodou na 5% roztok.
Roztoky pro barveni mikroskopickych preparati dle Grama

40% ethanolovy roztok krystalové violeti v 10% roztoku S§tavelanu draselného, 10% vodny

roztok jodu a jodidu draselného, 70% ethanol, 10% vodny roztok karbolfuchsinu.
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3.3 LABORATORNI PRISTROJE A POMUCKY

3.3.1 LABORATORNI PRiISTROJE

Béhem studie jsme pouzivali nasledujici laboratorni vybaveni: tiepacka IKA MS 3 basic
(IKA, Némecko), piedvazky Kern 440-63 (KERN & Sohn GmbH, Némecko), analytické
vahy KERN ABJ (KERN & Sohn GmbH, Némecko), opticky mikroskop Nikon Eclipse 80i
(Nikon, Japonsko), opticky mikroskop Jenalumar (Carl-Zeiss, Némecko) parni sterilizatory
Sterilab a PS20A (BMT, Ceska republika), horkovzdusny sterilizator Sterimat 5104.2 (BMT,
Ceska republika), chladni¢ka s kontinualnim monitorovanim teploty (Whirlpool Combi,
Ceska republika), nefelometr Densi-La-Meter 11 (Erba Lachema, Ceska republika), biologicky
termostat BT 120 (Laboratorni piistroje, Ceska republika)

3.3.2 LABORATORNI POMUCKY

Sklenéné Erlenmayerovy banky (DURAN, Némecko), sklenéné odmérné baiky a valce
(Fisherbrand, Ceska republika), jednokanalové a vicekanalové mikropipety s filtry Biohit
oobjemu 0,5-10 pl, 10-100 pl, 20-200 ul, 100-1000 pl, 500-5000 ul (Biohit, Finsko),
mikrozkumavky o objemu 1,5 ml (Eppendorf, Némecko), jednorazové ockovaci klicky
kalibrované na objem 1 ul a 10 pl (Dispolab, Ceska republika), sklenéné Petriho misky
o praméru 90 mm, stojany na zkumavky (Fisher Scientific, Ceska republika), plynovy kahan
Bunsentiv (Nedform s r.o., Ceska republika), $pi¢ky do mikropipet (Eppendorf, Némecko),
sklenéné zkumavky (Vitrum, Ceska republika), mikrotitraéni desticky (Gamedium, Ceska

republika), vyvije¢ anaerobni atmosféry AnaeroGen Compact (Oxoid, Velka Britanie).
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3.4 POSTUP VYSETRENI MODELOVEHO BIOLOGICKEHO MATERIALU

3.4.1 METODY PRO KVALITATIVNI VYSETRENI

Vzorky nativnich ejakulati kanct byly ziskdny z Vyzkumného tustavu zivocisné vyroby
v Kostelci nad Orlici. Celkem bylo vysetfeno 30 vzorkd, které byly transportovany zchlazené
pii 17°C a zpracovany nejpozdéji do 4 hodin od odbéru. Pied kultivaci byly vzorky
homogenizovany v tfepacce. Ejakulaty byly kultivovany na KA, EA, EDW, SBA a pro
pomnozeni byl pouzit BHI. VSechna média a roztoky byly pfed pouzitim vytemperovany
na laboratorni teplotu. Do kazdého média bylo pipetovano 100 pl ejakulatu, ktery byl
na pevnych pidach homogenné rozprostien sterilni klickou. Nardst mikrobtd byl hodnocen
po 24, 48 a 72 hodinach. Izolované kmeny byly identifikovany na zéklad€¢ rastovych,

biochemickych, morfologickych a antigennich vlastnosti.

3.4.2 METODY PRO KVANTITATIVNI VYSETRENI

Pro stanoveni celkového poctu bakterii a kvasinek bylo soucasné provadéno fedéni spermatu
sterilnim fyziologickym roztokem. Do zkumavky 2 s 1 800 pl fyziologického roztoku bylo
pipetovano 200 pl nefedéného homogenizovaného ejakulatu ze zkumavky 1. Obsah
zkumavky 2 byl promichan a z ni pteneseno 200 pl do zkumavky 3 s 1800 pl fyziologického
roztoku. Smeés ve zkumavce 3 byla promichana a 200 ul pteneseno do zkumavky 4 s 1800 ul
fyziologického roztoku. Timto byl pfipraven nefedény ejakulat, 10x, 100x a 1000x zfedény
ejakulat. Ze zkumavek 1, 2, 3 a 4 byl pfenesen 1 ml smési na dno Petriho misky a nasledné
byl ptidan MHA zchlazeny na 40 — 45°C. Krouzivymi pohyby byl obsah misky promichan.
Po ztuhnuti byla média vlozena do termostatu a inkubovana 24 a 48 hodin pti 37°C. Narostlé
kolonie byly pocitiny ve vSech fedénich a nasledné vyhodnocen celkovy pocet

mikroorganismi v 1 ml ejakulatu.
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3.5 METODY PRO STANOVENI ANTIMIKROBIALNI AKTIVITY
TESTOVANYCH LATEK

3.5.1 MIKRODILUCNI METODA

Priprava zasobnich roztoku testovanych latek

Zasobni roztoky pfirodnich latek byly pfipravovany rozpusténim zjisténé navazky nebo
objemu slouceniny Vv 96% ethanolu. Poté byl roztok ve zkumavce doplnén MHB
do potiebného objemu tak, aby koncentrace ethanolu neptfesahovala 1 %. Pro snadnéjsi
a dokonalejsi rozpousténi byly nékteré slouceniny zahiivany ve vodni lazni pii 30°C
a homogenizovany v tfepaCce. Zasobni roztoky piirodnich latek byly pfipraveny
1,1x koncentrovangjsi, z divodu pipetovani 135 pl zasobniho roztoku a 15 pl bakterialni

suspenze. Timto postupem bylo dosazeno pozadované koncentrace prirodni latky.

Piiprava mikrobidlni suspenze

Bakterialni suspenze byla pfipravovdna z 24 hodinovych kultur narostlych na KA, suspenze
kvasinek ze 48 hodinovych kultur na MALT agaru. Bakteriologickou kli¢kou byl potiebny
pocet kolonii ptenesen do fyziologického roztoku ve zkumavce a dikladné homogenizovan
Vv tfepacce. Zakal suspenzi byl zjistovan nefelometrem a hustota suspenzi byla upravovana
tak, aby jejich denzita odpovidala stupni 0,5 McFarlandovy zakalové stupnice, coz je
piiblizng 1,5.10° CFU.mI™, v piipadé kvasinek 1,5.10° CFU.mlI™. Nasledn& bylo 20 pul
suspenze pipetovano do zkumavky s 2 ml fyziologického roztoku a takto pfipraveno
inokulum o hustoté pfiblizng 1.10° CFU.mlI™, v piipadé kvasinek 1,5.10* CFU.mlI™. Inokulum
bylo pfidavano do jamek mikrotitra¢ni desticky, ¢imz se vysledna koncentrace bunék snizila
na pozadovanych 10° CFU.ml™, v piipadé kvasinek 1,5.10° CFU.mI™. Inokulum bylo nutné
pouzit v ¢asovém horizontu do 30 minut z divodu nebezpeci poklesu poctu vitdlnich

mikrobialnich bunék.

Priprava fedici Fady pro stanoveni antimikrobialnich ucinki testovanych latek

Do kazdé jamky prvniho sloupce (fady A — H) sterilni mikrotitracni desti¢ky bylo pipetovano
270 pl zasobniho roztoku piirodni latky a do jednotlivych jamek sloupct 2 — 12 (fady A — H)
135 ul MHB. Vicekanalovou pipetou bylo pieneseno 135 pl roztoku ptirodni latky z prvniho

sloupce do druhého, opétovnym nasatim a vypusténim byl roztok promichan a postup
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opakovan az do posledniho sloupce ¢. 10. Z jamek 10. sloupce bylo 135 pl roztoku pfeneseno
do dezinfekéniho roztoku.

Takto bylo pfipraveno dvojnasobné fedéni testované slouceniny o 10 koncentracich
(pro kazdou latku bylo koncentra¢ni rozmezi jiné). Nasledné bylo do kazdé jamky piidano
15 pl mikrobialni suspenze (viz Obr. 22). Desticka piikryta sterilnim vickem byla vlozena
do folie pro zamezeni vyschnuti a inkubovana Vv aerobnim termostatu 24, 48 a 72 hodin
pii 37°C. V nékterych piipadech byl pocet koncentraci testované ptirodni latky navySen
na 12. Vsechny latky byly testovany v triplikatech. Pokud z riznych duvodu (kontaminace,
Spatna viabilita suspenze, vyschnuti) doSlo k vétSimu rozptylu mezi tfemi hodnotami
koncentraci u jednoho bakterialniho kmene, stanoveni bylo opakovano. Soucasti kazdé
analyzy antimikrobidlni aktivity byla kontrola riistu mikroorganismi v MHB bez inhibi¢nich
latek. Dalsi byla kontrola rastu kultury v ptitomnosti rozpoustédla v MHB. Kontrolou sterility

bylo 150 ul MHB inkubované za stejnych podminek, viz vyse.

2.) Dvojkové fedéni 135 pl
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3.) Pfidani 15 pl mikrobidlni suspenze do viech jamek vyjma KS

KR — Kontrola rustu  KS — Kontrola sterility média
Obrazek 22: Schéma piipravy fedici fady pfi testovani antimikrobidlni aktivity pfirodnich

latek
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Hodnoceni

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) byla hodnocena jako fedéni pfirodni slouceniny
Vv prvni jamce bez viditelného riastu mikroorganismu (viz Obr. 2). Pro zjisténi minimalni
baktericidni nebo fungicidni koncentrace (MBC nebo MFC) byl pfenesen obsah posledni
jamky s jesté viditelnym riistem a minimalné¢ 3 jamek bez viditelného rastu na krevni agar,
ktery byl dale inkubovan 24 — 48 hodin pii 37°C. Koncentrace prvni slouceniny, u které
po vyockovani na krevni agar nebyl zjiStén rist mikrobii, byla hodnocena jako MBC

a v pripadé kvasinek jako MFC.

3.5.2 BUJIONOVA DILUCNI METODA

Piiprava zasobnich roztoku testovanych latek

Stanovené navazky prirodnich slouéenin byly rozpoustény v 96% ethanolu. Pro urychleni
rozpousténi byly zkumavky s pfirodnimi latkami homogenizovany v ttepacce. Poté byl objem
zkumavky doplnén do 20 ml MHB. Zasobni roztoky piirodnich latek byly piipraveny 1,1x

koncentrovanéjsi, z divodu nafedéni pii piiprave fedici fady, viz nize.

Priprava mikrobialni suspenze

Bakterialni suspenze byla ptipravovana z 24 hodinové kultury narostlé na KA. Kvasinky byly
inkubovéany 48 hodin na MALT médiu. Zakal suspenzi byl zjiStovan nefelometrem a hustota
suspenzi byla upravovana tak, aby jejich denzita odpovidala stupni 0,5 McFarlandovy
zakalové stupnice, coZ je priblizng 1,5.10° CFU.mI™, v pripadé kvasinek 1,5.10° CFU.mlI™,
Nasledné bylo 30 pl suspenze pipetovano do zkumavky s 3 ml fyziologického roztoku a takto
pfipraveno inokulum o hustoté pfiblizng 1.10° CFU.mlI™?, v piipadé kvasinek 1,5.10°
CFU.mI™. Inokulum bylo pfidavano do zkumavek, &imZ se vysledna koncentrace bundk
snizila na pozadovanych 10° CFU.mlI™, v p¥ipadé kvasinek 1,5.10° CFU.mI™. Inokulum bylo
nutné pouzit v asovém horizontu do 30 minut z divodu nebezpeci poklesu poctu vitalnich

mikrobialnich bunék.

Priprava redici Fady pro stanoveni antimikrobialni aktivity testovanych latek
Do dvou tad sterilnich zkumavek umisténych ve stojanku byl pipetovan 900 ul MHB,
s vyjimkou prvni zkumavky, ktera obsahovala 1800 pl zasobniho roztoku testované

slouceniny. Z prvni zkumavky bylo pieneseno 900 ul zasobniho roztoku testované slouceniny
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do druhé zkumavky a obsah promichan. Dale bylo pfeneseno 900 pl obsahu druhé zkumavky
do nasledujici a obsah opét promichan. Stejnym zptusobem bylo provedeno fedéni
az do posledni zkumavky, z niz bylo 900 pl roztoku pieneseno do dezinfekéniho roztoku.
Nasledujici dvé zkumavky v fad¢ obsahujici pouze MHB byly pouzity pro kontrolu ristu
mikroorganisma a kontrola sterility MHB. Na zavér bylo do vSech zkumavek, s vyjimkou
kontroly sterility, pipetovano 100 pl ptipraveného mikrobialnich inokula. Poté¢ byly
zkumavky inkubovany pii 37°C 24, 48 a 72 hodin.

Hodnoceni

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) byla hodnocena jako fedéni pfirodni slouceniny
Vv prvni zkumavce bez viditelného ristu mikroorganismi. Pro zjisténi minimalni baktericidni
koncentrace (MBC) byl vyockovan obsah posledni zkumavky s jesté viditelnym ristem
a minimaln¢ 3 zkumavek bez viditelného ristu na krevni agar, ktery byl inkubovan 24 — 48
hodin pii 37°C. Koncentrace prvni slouceniny, u které po vyockovani na krevni agar nebyl

zjiStén rust mikrobt, byla hodnocena jako MBC, v piipadé kvasinek jako MFC.

3.5.3 AGAROVA DILUCNI METODA

Priprava zasobnich roztoku testovanych latek

Zasobni roztoky ptirodnich latek byly pfipravovany rozpusténim zjisténé navazky nebo
objemu slouceniny v 96% ethanolu. Poté byl roztok ve zkumavce doplnén fyziologického
roztoku do potiebného objemu. Zasobni roztoky piirodnich latek byly piipraveny 10x

koncentrovanéjsi z divodu jejich pfidani do agarového média.

Piiprava mikrobidlni suspenze
Ptiprava mikrobialni suspenze (viz kap. 3.5.2). Inokulum bylo naneseno sterilni kalibrovanou

10 pl klickou na vyznacenou plochu agaru.

Piiprava fedici Fady pro stanoveni antimikrobialnich acinku testovanych latek

Dvojkovym fedénim bylo pfipraveno 10 koncentraci ptirodni latky dvojkovou fedici fadou.
Tyto zasobni roztoky byly pifiddny k 90 ml rozvafeného Mueller Hintonova agaru
zchlazeného na 40 — 45°C a dikladné promichany, ¢imz byly nafedény na pozadovanou

koncentraci. Nasledné bylo pfiblizné 20 ml smési latek o rlznych koncentracich v agaru
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pfidano do Petriho misky. Po ztuhnuti bylo médium rozdéleno graficky do 16 stejnych casti
a do kazdé c¢asti byla nanesena suspenze bakterialniho kmene. Média byla inkubovana 24, 48
a 72 hodin pti 37°C. V kazdém médiu, kde byla jedna koncentrace jedné testované latky, bylo
mozno otestovat antimikrobialni aktivitu vii¢i 16 riznym mikroorganismim. Soucasti kazdé
analyzy antimikrobialni aktivity byla kontrola riistu mikroorganisml na agaru bez inhibi¢nich
latek. Dalsi byla kontrola ristu mikrobli na agaru v pfitomnosti rozpoustédla. Kontrolou
sterility byl Mueller Hintontiv agar inkubovany za stejnych podminek, viz vyse. Experimenty

byly provedeny v triplikatu.
Hodnoceni

MIC byla hodnocena jako prvni médium s ur€itou koncentraci piirodni latky, kde nebyl

Vv ptislusném tseku agaru zjistén rust mikroorganismu (viz Obr. 1).
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3.6 METODA PRO STANOVENI ANTIMIKROBIALNICH UCINKU
TESTOVANYCH LATEK V KOMBINACI

3.6.1 MIKRODILUCNI METODA

Priprava zasobnich roztoku testovanych latek

Zasobni roztok prvni ptirodni latky byl pfipraven rozpusténim zjisténé navazky nebo objemu
slouceniny v 96% ethanolu. Poté byl roztok ve zkumavce doplnén MHB do potiebného
objemu tak, aby koncentrace ethanolu nepiesahovala 1 %. Pro snadné&jsi a dokonalejsi
rozpousténi byly nékteré slouceniny zahiivany ve vodni lazni pii 30°C a homogenizovany
Vv tfepacce. Koncentrace pfirodnich latek byly pfipraveny 1,2x vys$si, z diivodu pipetovani
125 pl zasobniho roztoku a 15 pl bakteridlni supenze a 10 pl zdsobniho roztoku druhé
prirodni latky. Zasobni roztok druhé latky byl pfipraven 15x koncentrovanéj$i, nez bylo

pozadované mnozstvi vzhledem k jeho naslednému natedéni.

Piiprava mikrobialni suspenze byla provedena dle postupu uvedeného v kap. 3.5.1

Piiprava fedici Fady pro stanoveni antimikrobidlnich ucinkii kombinaci testovanych
latek

Do jamek mikrotitra¢ni desticky s vyjimkou jamek sloupce 1 bylo pipetovano 125 ul MHB.
Jamky sloupce 1 (A — H) byly naplnény 250 ul zasobniho roztoku prvni testované
antimikrobialni latky. Koncentrace prvni latky byla 1,2x vys$i nez pozadovana z divodu
natedéni po piidani 10 pl roztoku druhé latky a 15 pl mikrobialni suspenze. Nasledné bylo
vicekanalovou pipetou pieneseno z jamek sloupce 1 (A — H) 125 pl roztoku prvni slouc¢eniny
do jamek sloupce 2 (A — H). Po dikladném promichani bylo pfenaSeno 125 ul smési do jamek
mikrotitracni desticky ve sloupcich 3 — 10 (A — H). Z jamek ve sloupci 10 (A — H) bylo
pieneseno 125 ul obsahu do dezinfekéniho roztoku. Stejny postup byl opakovan v dalsich
dvou mikrotitra¢nich desti¢kéach pro stejnou ptirodni latku.

Jednotlivd fedéni druhé antimikrobidlni slouCeniny byla pfipravena v jamkach jiné
mikrotitraéni desticky. V jamkéach tfady A (sloupce 1 — 10) byl zasobni roztok 300 pl
2. testované slouceniny. Do jamek fad B-H (sloupce 1 — 10) bylo pfidano 150 ul MHB.
Vicekanalovou pipetou bylo z jamek fady A (sloupce 1 — 10) preneseno 150 pl roztoku prvni
slouceniny do jamek fady B (sloupce 1-10). Po dikladném promichani bylo 150 ul smési
prenaseno do jamek mikrotitra¢ni desticky v fadach C-H (sloupce 1 — 10). Z jamek v fadé H
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(sloupce 1 — 10) bylo pieneseno 150 pl obsahu do dezinfekéniho roztoku. Cela koncentraéni
fada druhé testované latky byla 15x koncentrovanéjsi z diivodu jejiho pfeneseni v mnoZzstvi
10 pl do mikrotitratni desticky obsahujici prvni testovanou latku. Po findlnim piidani
bakterialni suspenze o denzité 10° — 10° CFU.mI' dochézelo ke spravnému,
patnactinasobnému ziedéni druhé piirodni latky (viz Obr. 23). Takto bylo otestovano
10 rGznych koncentraci prvni a 8 koncentraci druhé slouceniny v jedné mikrotitracni desticce.
Vsechny experimenty byly opakovany tikrat. Soucasti byly kontroly ristu a kontroly sterility

viz vyse. Koncentrace ethanolu, rozpoustédla prirodnich latek neptesahla 2 %.
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3. Pfidani 10 ul pfedem pfipravenych koncentraci 2. latky

O

4.) Pfidani 15 pl mikrobialni suspenze do viech jamek vyjma KS

KR — Kontrola rustu, KS — Kontrola sterility média
Obrazek 23: Schéma piipravy fedicich fad pfi testovani antimikrobialni aktivity kombinace

dvou ptirodnich latek

Analyza ucinki prirodnich liatek v kombinaci

Pii zjistovani MIC a MBC kombinaci ptirodnich slou¢enin a EDTA byly stanoveny hodnoty
MIC a MBC ucinné koncentrace samostatnych piirodnich latek a EDTA. Divodem bylo
srovnani vysledki ve stejném Case a za stejnych podminek, z hlediska zjisténi interakci mezi
latkami. Typy interakci byly analyzovany na zakladé vypoctu indexu frak¢ni inhibi¢ni
koncentrace (FICI — Fractional Inhibitory Concentration Index) a indexu frak¢ni baktericidni
koncentrace (FBCI — Fractional Bactericidal Concentration Index) dle studii Hamoud et al.
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(2014) a Agboge et Esimone (2011). Jednalo se o 4 typy interakci: synergie, aditivita,
indiference a antagonismus. FICI a FBCI pro kombinaci dvou latek byly zjistovany dle nize

uvedenych vztaht.

Vypocet FICI a FBCI dle Hamoud et al. (2014) a Agboke et Esimone, (2011):

MIC latky A v kombinaci
MIC latky A samostatné

MIC latky B v kombinaci
MIC latky B samostatné

FICI pro MIC = FICa + FICg = (

)+ ( )

MBC latky A v kombinaci
MBC latky A samostatné

MBC latky B v kombinaci

FBCI pro MBC = FBCa + FBCg = ( MBC latky B samostatné

)+ ( )

V na$i praci byl vztah pro vypocet FICI a FBCI ¢aste¢né modifikovan z divodu velkého
poctu vysledki a zatazenych bakteridlnich kment a déle pomérné Sirokého rozmezi vysledkii
MIC a MBC jednotlivych latek i jejich dvojkombinaci. Pro vypocet dle uvedenych vztahi
byly pouzity hodnoty MICsy a MBCsg, jednotlivych latek i dvojkombinaci, aby byla ziskana
jedna hodnota pro lepsi piehled vysledku. Pro zjednoduseni jsou v Tabulkach 8a — f uvedeny
hodnoty MICsy a MBCs vzdy za 48 hodin, nebot’ nebyly zaznamenany témét zadné rozdily

V rustu mikroorganismi mezi 48 a 72 hodinovou inkubaci.

MIC50 latky A v kombinaci
MIC50 latky A samostatné

MIC50 latky B v kombinaci
MIC50 latky B samostatné

FICI pro MICso = FICA + FICg = (

)+ ( )

MBC50 latky A v kombinaci MBC50 latky B v kombinaci

= + =
FBC|pI’O MBCSO FBCA FBCB (MBCSOIétkyAsamostatné) (MBCSOIétkyBsamostatné)

FICa — frakéni inhibi¢ni koncentrace latky A
FICg — frak¢ni inhibi¢ni koncentrace latky B
FBCa — frakeni baktericidni koncentrace latky A
FBCg — frak¢ni baktericidni koncentrace latky B
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Hodnoceni interakci testovanych latek v kombinaci — prevzato a upraveno dle studie
Hamoud et al. (2014)

FICI, FBCI < 0,5; jedna se o synergické pusobeni piirodnich latek v kombinaci.

Antimikrobialni aktivita kombinace sloucenin je vyznamné vy$$i nez pii jejich samostatném

pouziti a zaroven muze dojit k rozsifeni spektra ucinku

FICI, FBCI > 0,5 < 1; signalizuje aditivni efekt, kdy soucet hodnot u¢innych koncentraci
kombinace latek je pfiblizn€ shodny nebo nizsi s hodnotou G¢inné koncentrace jednotlivé
slouceniny samostatné. Pii pouziti dvou slouéenin v kombinaci dochazi K rozsifeni spektra

ucéinku.

FICI, FBCI > 1 < 4; znamena indiferen¢ni ucinek, tedy stav, kdy se soucet hodnot
koncentraci latek pouzitych samostatné nijak nelisi od hodnot koncentraci jejich kombinaci.
Slouceniny se vzajemné neovliviiuji, soucet jejich uc¢innych koncentraci kombinace latek je

stejny jako u latek testovanych jednotlivé.
FICI, FBCI > 4; jedna se o antagonismus, kdy se ucinnost latek vzajemné inhibuje, soucet

hodnot jejich G¢innych koncentraci je mnohem vyssi ve srovnani s hodnotami koncentraci

latek testovanych jednotlivé.
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3.7 METODA PRO STANOVENI SPERMIOTOXICITY TESTOVANYCH
LATEK

Do zkumavek vytemperovanych na teplotu 37°C bylo opatrné pipetovano 0,75 ml Cerstvé
odebran¢ho kanciho ejakulatu, ktery byl fedén 2,15 ml kratkodobého tfedidla BTS (Beltsville
Thawing Solution) rovnéz vytemperovanym na 37°C. BTS fedidlo s antibiotiky je pouzivano
pro kratkodobé uchovavani kanciho spermatu. Pro ucely vySetfeni spermiotoxicity bylo
pouzivano BTS fedidlo bez antibiotik.

Do takto nafedéného ejakulatu bylo po zchlazeni na 17°C ptidano 0,1 ml roztoku jednotlivych
ptirodnich latek o rdznych koncentracich, rozpusténych ve fyziologickém roztoku
s 1% ethanolem. Po opatrném promichani bylo na podlozni sklo piedehfaté na teplotu 38°C
pteneseno 15 ul smési, ktera byla prikryta krycim sklickem. Pfi této teploté dochazi k aktivaci
spermii pavodné zchlazenych na 17°C. Motilita spermii byla ihned po zhotoveni preparatu
zjistovana v mikroskopu s fazovym kontrastem pii celkovém zvétSeni 150x (viz Obr. 24).
Zmény v pohyblivosti spermii inkubovanych pii 17°C pro danou pfirodni latku byly
sledovany v ¢asech 0, 4, 24, 48 a 72 hodin. Mnozstvi pohyblivych spermii bylo pozorovano
v15 — 20 zornych polich. Ze vSech zjisténych hodnot byl vypocitdin median poctu
pohyblivych spermii pro danou koncentraci latky a v daném ¢asovém intervalu.

Maximalni netoxicka koncentrace (MNK) testovanych sloucenin byla definovana jako
nejvyssi koncentraci prirodni latky, pfi které byl zaznamenan pohyb alespon 10 % spermii
po 24, 48 a 72 hodinach. Cely proces piipravy ejakulatu s obsahem testované piirodni
slou¢eniny a pozorovani pohyblivosti byl organizovan tak, aby byl vykonan v co nejkrat§im
case. Ejakulat kance byl odebran Cerstvy v den stanoveni spermiotoxicity pfirodnich latek.
Nejlépe byla v podminkach naSeho experimentu hodnocena takovd koncentrace ptirodni

latky, ve které se pohyblivost spermii bliZila kontrole.
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Obrazek 24: Mikroskopicky snimek zachycujici spermie kanct ve fazovém kontrastu

(Foto: Ing. Jan Lipensky, DiS., Vyzkumny tstav Zivoc¢isné vyroby v Kostelci nad Orlici)
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4 VYSLEDKY

4.1 VYSLEDKY KVALITATIVNIHO A KVANTITATIVNIHO VYSETRENI
KANCICH EJAKULATU

Vsechny vysetfené ejakulaty odebrané od kanct ve Vyzkumném ustavu zivocisné vyroby
v Kostelci nad Orlici obsahovaly mikroorganismy. Jejich kvalitativni a kvantitativni
zastoupeni uvadime v Tabulce 3. Nejcastéji se vyskytovaly Pseudomonas aeruginosa a druhy

Z ¢eledi Enterobacteriaceae.

Tabulka 3: Mikroorganismy vykultivované z kancich ejakulatd (n = 30)

Mikroorganismus

Vyskyt
mikroorganismu

v ejakulatech

Zastoupeni druh dle kvantit®

absolutné % 10'-10° 10*°-10* >10°

Pseudomonas aeruginosa 17 56,7 4 8 5
Escherichia coli 6 20,0 2 3 1
Morganella morganii 1 3,3 1 0 0
Providencia stuartii 3 10,0 2 1 0
Proteus mirabilis 7 23,3 3 2 2
Klebsiella sp. 4 13,3 N N N
Gramnegativni nefermentujici

. 5 16,7 4 1 0
tycinky
Staphylococcus simulans 3 10,0 1 2 0
Staphylococcus hyicus 1 3,3 N N N
Staphylococcus haemolyticus 6,7 1 1 0
Ostatni koaguldza-negativni

3 10,0 3 0 0

stafylokoky
Viridujici streptokoky 5 16,7 1 2 2
Beta-hemolytické streptokoky 4 13,3 3 1 0
Enterococcus sp. 5 16,7 5 0 0
Kvasinky 2 6,7 2 0 0
Coryneformni tycinky 4 13,3 3 1
Ostatni 6 20,0 N N N

N - nezjistovano

! _ Kategorie kvantit (10'-10? 10-10*, > 10°) jsou uvedeny CFU/ml
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42 VYSLEDKY STANOVENI MINIMALNICH INHIBICNICH
KONCENTRACI A MINIMALNICH BAKTERICIDNICH KONCENTRACI
PRIRODNICH LATEK

4.2.1 MINIMALNI INHIBICNI KONCENTRACE SILIC

Silice jsme rozpoustéli v 1% ethanolu a 5% DMSO. Silice rozpusténé v ethanolu vykazovaly
lepsi antimikrobialni Gc¢inky. Vysledky ucinnosti silic na referencni kmeny bakterii 1 mikrobt
vykultivovanych z ejakulati kancti uvadime v Tabulce 4. Ze dvou kment Staphylococcus sp.
byl prvni St. aureus a druhy Staphylococcus hyicus (St. hyicus), oba se fadi mezi
koagulaza-pozitivni stafylokoky.

Z testovanych silic byly uc¢inné kminova (Carvi aetheroleum) a fenyklova (Foeniculi
aetheroleum) rozpusténé v 1% ethanolu. Silice rozpusténé v 5% DMSO byly ¢asto neuéinné
I vV nejvyssich testovanych koncentracich. Hodnoty MIC Carvi aetheroleum rozpusténé
v ethanolu pro kmeny E. coli a St. aureus a E. faecalis byly 2400 — 4800 pg.mlI™. U Foeniculi
aetheroleum jsme pro vy3e uvedené kmeny zjistili stejnou MIC 4800 pg.ml™. Podobng Gi¢inné
byly tyto silice na kmeny E. faecalis, St. hyicus, Proteus mirabilis a E. coli vykultivované
z kanéich ejakulatd. U silic jsme, vzhledem K jejich nestabilité ve sloZeni obsazenych

sloucenin, hodnoty uc¢innych koncentraci na $ir§i spektrum mikroorganisma nezjistovali.

68



Tabulka 4: Hodnoty MIC (ug.ml™) silic rozpustdnych v 1% ethanolu a 5% DMSO pro kmeny mikroorganismii zji§téné v jednotlivych casovych

intervalech mikrodilu¢ni metodou

Testovana Enterococcus faecalis Staphylococcus hyicus Proteus mirabilis L . Pseudomonas aeruginosa
sloucenina (n=3) (n=2) (n=2) Escherichia coli(n = 3) (n=3)
T DMSO ethanol DMSO ethanol DMSO ethanol DMSO ethanol DMSO ethanol
Carvi 24 >192x10° 4800 19,2x10°  2400-4800 > 19,2x10° 4800 >19,2x10° 2400 >19,2x10° 9600
getheroleum 48 >19,2x10° 4800 19,2x10°  2400-4800 >192x10°  4g0p  >192x10° 2400  >19,2x10° 9600
72 >19,2x10° 4800 19,2x10°  2400-4800 > 19,2x10° 4800 >19,2x10° 2400 >19,2x10’ 9600
Foeniculi 24 19,2x10° 4800 9600 4800 19,2x10° 4800 19,2x10° 9600 >19,2x10°  19,2x10°
aetheroleum 48 19,2x10° 4800 9600 4800 19,2x10° 9600 19,2x10° 9600 >19,2x10°  19,2x10°
72 19,2x10° 4800 9600 4800 19,2x10° 9600 19,2x10° 9600 >19,2x10°  19,2x10°
Lovandulee 23 19,2x10° 19,2x10°  >19,2x10°  4800-9600  19,2x10° 9600 >19,2x10° 900 >19,2x10°  19,2x10°
getheroleum 48 19,2x10° 19,2x10°  >19,2x10°  4800-9600  19,2x10° 9600 >19,2x10° 900 >19,2x10°  19,2x10°
72 19,2x10° 19,2x10°  >19,2x10°  4800-9600  19,2x10° 9600 >19,2x10° 9600 >19,2x10°  19,2x10°
Rosmarini 24 19,2x10° 9600 19,2x10° 4800 9600 9600 19,2x10° 4800 38,4x10° 9600
aetheroleum 48 19,2x10° 9600 19,2x10° 4800 9600 9600 19,2x10° 4800 38,4x10° 9600
72 19,2x10° 9600 19,2x10° 4800 9600 9600 19,2x10° 4800 38,4x10° 9600
rorebinthinge 24 38,4x10° 19,2x10° 38,4x10° 4800 > 38 4x10° 9600 19,2x10° 9600 38,4x10’ 19,2x10°
getheroleum 48 38,4x10° 19,2x10° 38,4x10° 9600 >38,4x10° 9600 19,2x10° 9600 38,4x10° 19,2x10°
72 38,4x10° 19,2x10° 38,4x10° 9600 > 38,4x10° 9600 19,2x10° 9600 38,4x10° 19,2x10°

Y doba hodnoceni po hodindch
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4.2.2 MINIMALNI INHIBICNI A MINIMALNI BAKTERICIDNI KONCENTRACE
PRIRODNICH LATEK PRO REFERENCNI KMENY BAKTERII

Vysledky ucinnosti piirodnich latek na referencni druhy mikroorganismi uvadime
v Tabulkdch 5a — b. Za velmi G¢inny povazujeme thymol rozpustény v 1% ethanolu,
u kterého jsme zjistili hodnoty MIC 150 — 300 pug.ml™ pro viechny testované referenéni druhy
mikrobii i po 72 hodinach. Uginky thymolu rozpuiténého v 5% DMSO byly vyznamné niZsi
s hodnotami MIC 300 — 2400 pg.ml™ pro St. aureus, E. faecalis, E. coli a Ps. aeruginosa.
Dalsi G¢innou latkou byl karvakrol rozpusStény v 1% ethanolu, ktery inhiboval referencni
druhy v mnoZstvi 37,5 — 600 pug.ml™ i po 72 hodinach, kromé K. pneumoniae. Hodnoty MIC
karvakrolu rozpusténého v 5% DMSO byly rovndZ vyssi (1200 — 2400 pg.ml™). Knicin
rozpustény v 1% ethanolu také vykazoval vys$$i inhibi¢ni u¢inky ve srovnani s knicinem
rozpusténém v 5% DMSO. Hodnoty MIC knicinu pro referenéni druhy mikrobt byly
v rozmezi 300 — 1200 pg.ml™,

Velmi vyrazné G€inky na grampozitivni a anaerobni bakterie jsme zjistili u oktyl-gallatu,
hodnoty MIC byly 18,8 — 75 pgml™. Pro gramnegativni bakterie byly hodnoty MIC
vyznamné vyssi. U kyseliny gallové a jejich esterit vyjma oktyl-gallatu jsme tak vyraznou
antibakterialni aktivitu neprokazali. Velmi silny ucinek na grampozitivni bakterie jsme
zaznamenali u kyseliny usnové s hodnotami MIC 4,7 — 37,5 pug.ml™. Antimikrobialni uginky
oktyl-gallatu a kyseliny usnové rozpusténych v 5% DMSO jsme netestovali.

Nepresvédcivé, velmi nizké UC€inky na bakterie jsme zaznamenali hlavné u kyseliny
rozmarynové rozpusténé v 1% ethanolu, (MIC 4800 — 38,4x10° pg.ml™). PH pouiti
rozpoustédla 5% DMSO byly hodnoty MIC jesté vyssi. Podobné vysledky MIC jsme zjistili
u kvercetinu a zejména p-cymenu, jehoZz hodnoty MIC ptesahovaly nami testované

koncentrace (38,4x10° pg.ml™).
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Tabulka 5a: Hodnoty MIC a MBC (ug.ml™) vybranych piirodnich latek rozpusténych v 1% ethanolu pro referenéni kmeny mikroorganismii

zjisténé v jednotlivych ¢asovych intervalech mikrodilu¢ni metodou

Testovana sloucenina Bacillus subtilis CCM 2215 Listeria monocytogenes CCM 5576 Clostridium perfringens KBBV
T MIC MBC MIC MBC MIC MBC
24 150 150 300 600 150 150
Thymol 48 150 150 300 600 150 150
72 150 150 300 600 150 150
24 300 300 300 300 37,5 37,5
Karvakrol 48 300 300 600 600 37,5 37,5
72 300 300 600 600 37,5 37,5
24 2400 2400 2400 2400 600 600
Eugenol 48 2400 2400 2400 2400 600 600
72 2400 2400 2400 2400 600 600
24 4800 4800 2 - > 4800 > 4800
Kyselina gallova 48 4800 4800 - - > 4800 > 4800
72 4800 4800 - - > 4800 > 4800
24 18,8 18,8 9,4 37,5 18,8 18,8
Oktyl-gallat 48 18,8 18,8 18,8 37,5 18,8 18,8
72 18,8 18,8 18,8 37,5 18,8 18,8
24 150 600 300 600 75 300
Knicin 48 600 600 300 600 150 300
72 600 600 300 600 150 300
24 4,7 9,4 37,5 - 18,8 150
Kyselina usnova 48 4,7 9,4 37,5 - 18,8 18,8
72 4,7 9,4 37,5 - 18,8 18,8
Y doba hodnoceni po hodindch “neprovedeno
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Tabulka 5b: Hodnoty MIC, MBC a MFC (ug.ml™) vybranych piirodnich latek rozpusténych v ethanolu pro referenéni kmeny mikroorganismi

zjisténé v jednotlivych ¢asovych intervalech mikrodilu¢ni metodou

:-I?)Ztsg:izz Alcal(/:gz:el\/;leisgg ; calis Klebsiella pneumoniae KBBV Bactermdzssj(;r;g/l/s M Candida albicans CCM 8186
T MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MFC
24 150 300 300 300 37,5 75 300 300
Thymol 48 150 300 300 300 75 150 300 300
72 150 300 300 300 75 150 300 300
24 300 300 2400 2400 18,8 37,5 150 150
Karvakrol 48 300 300 2400 2400 18,8 18,8 150 150
72 300 300 2400 2400 18,8 18,8 150 150
24 600 600 2400 2400 75 150 1200 1200
Eugenol 48 600 600 2400 2400 75 150 1200 1200
72 600 600 2400 2400 75 150 1200 1200
24 75 75 > 4800 > 4800 4800 > 4800 2400 2400
Kyselina gallova 48 75 75 > 4800 > 4800 4800 > 4800 2400 2400
72 75 75 > 4800 > 4800 4800 > 4800 2400 2400
24 75 75 1200 1200 9,4 18,8 18,8 18,8
Oktyl-gallat 48 75 150 1200 1200 18,8 18,8 18,8 18,8
72 75 150 1200 1200 18,8 18,8 18,8 18,8
24 75 75 1200 1200 75 150 1200 2400
Knicin 48 150 150 1200 1200 300 300 1200 2400
72 150 150 1200 1200 300 300 1200 2400
24 2400 4800 > 9600 > 9600 9,4 75 > 9600 > 9600
Kyselina usnova 48 2400 4800 > 9600 > 9600 18,8 75 > 9600 > 9600
72 2400 4800 > 9600 > 9600 18,8 75 > 9600 >9600

Y doba hodnoceni po hodindch
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4.2.3 MINIMALNI INHIBICNI A MINIMALNI BAKTERICIDNI KONCENTRACE
PRIRODNICH LATEK NA MIKROORGANISMY VYKULTIVOVANE
Z KANCICH EJAKULATU A Z OSTATNICH KLINICKYCH VZORKU

Vysledky ucinnosti ptirodnich latek na kmeny mikrobt ptevazné vykultivovanych z kanc¢ich
ejakulati uvadime v Tabulkach 6a — 7b. V tabulkach jsou hodnoty MIC a MBC slou¢enin
rozpu$ténych v 1% ethanolu. Z hodnot uvedenych v Tabulce 7b je ziejmé, Ze mezi slouceniny
s vyraznym ucinkem na enterokoky patii oktyl-gallat s MIC i MBC v rozmezi 75 — 150
pg.ml™®. Kyselina usnova inhibovala rist enterokokil jiz v mnoZstvi 9,4 — 37,5 pg.ml™
Zaucinné na enterokoky rovnéZ povazujeme thymol a karvakrol, u kterych jsme
pro enterokoky zjistili hodnoty MIC 300 — 1200 pg.ml™ a 75 — 600 pg.ml™. Hodnoty MBC
se pohybovaly v rozmezi 600 — 1200 pg.ml™ a 75 — 600 pg.ml™. Naopak kyselina gallova
neinhibovala enterokoky ani v koncentraci 4800 pg.ml™.

Gramnegativni druhy E. coli, Proteus mirabilis, Providencia stuartii a Klebsiella sp.
vykultivované z ejakulétii kancii byly nejlépe inhibovany thymolem v mnozstvi 150 — 600
pg.ml™ (viz Tabulka 6a, 7a). Podobny efekt jsme zjistili i u karvakrolu. Nizsi tginek thymolu
a karvakrolu jsme zaznamenali na kmeny Ps. aeruginosa vykultivované rovnéz z ejakulatl
kanci. Hodnoty MIC i MBC se pohybovali v rozmezi 150 — 2400 pg.ml™. U knicinu jsme
také prokazali vyrazné antimikrobialni uc¢inky. Hodnoty MIC a MBC pro vétSinu druht
bakterii vykultivovanych z ejakulati kanct byli v rozmezi 300 — 600 pg.ml™. U kyseliny
gallové, gallati a eugenolu byla antimikrobidlni aktivita niz$i ve srovnani s vySe uvedenymi
slouceninami. Za v podstaté neucinné na gramnegativni druhy bakterii povazujeme kyselinu

usnovou a oktyl-gallat.
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Tabulka 6a: Hodnoty MIC a MBC (ug.ml™) vybranych piirodnich latek rozpuiténych v 1% ethanolu pro mikroorganismy vykultivované

z kancich ejakulati zjisténé v jednotlivych ¢asovych intervalech mikrodilu¢ni metodou

;iitg:i?mz Pseudomfnnzslc;(;rug inosa Escherichia coli (n = 6) Proteus mirabilis (n = 7) PrOVIdZ:I(;IC;)StUGFtII
T MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
24 150 - 2400 300 - 2400 150 - 600 150 - 600 300 300 300 300
Thymol 48 300 - 2400 600 - 2400 150 - 600 150 - 600 300 300 300 300
72 300 - 2400 600 - 2400 150 - 600 150 - 600 300 300 300 300
24 150 - 1200 150 - 2400 75 -300 75 -300 300 300 600 600
Karvakrol 48 150 - 1200 150 - 2400 75 -300 75 -300 300 300 600 600
72 150 - 1200 150 - 2400 75 -300 75 -300 300 300 600 600
24 1200 - 4800 1200 - 4800 300 - 2400 300 - 2400 600 600 2400 2400
Eugenol 48 1200 - 4800 1200 - 4800 300 - 2400 300 - 2400 600 600 2400 2400
72 1200 - 4800 1200 - 4800 300 - 2400 300 - 2400 600 600 2400 2400
24 300 300 - 600 300 - 600 300 - 600 600 600 150 - 300 300
Knicin 48 300 - 600 300 - 600 300 - 600 300-1200 600 600 300 300
72 300 - 600 300 - 600 300 - 600 300-1200 600 600 300 300
24 > 4800 > 4800 > 4800 > 4800 2 - 1200 2400
Kyselina usnova 48 > 4800 > 4800 > 4800 > 4800 - - 2400 > 4800
72 > 4800 > 4800 > 4800 > 4800 - - 2400 > 4800
) 24 4800 - 4800 - 4800 - - -
rofn\:?rl\;gzvé 48 4800 - 4800 - 4800 - - -
72 4800 - 4800 - 4800 - - -
24 9600 - 9600 - 4800 - - -
Kvercetin 48 9600 - 9600 - 4800 - - -
72 9600 - 9600 - 4800 - - -

! doba hodnoceni po hodindch % neprovedeno
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Tabulka 6b: Hodnoty MIC a MBC (ug.ml™) vybranych piirodnich latek rozpusténych v 1% ethanolu pro mikroorganismy vykultivované

z kancich ejakulati zjisténé v jednotlivych ¢asovych intervalech mikrodilu¢ni metodou

;l-liztsg:igz Pseudom(onnzslt;irugmosa Escherichia coli (n = 6) Proteus mirabilis (n = 7) Providencia stuartii
t! MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
24 150 - 300 2400 - 4800 4800 4800 2400 2400 1200 4800
Kyselina gallova 48 150 - 300 2400 - 4800 4800 4800 2400 2400 1200 4800
72 150 - 300 2400 - 4800 4800 4800 2400 2400 1200 4800
24 600 - 2400 1200 - 2400 1200 - 2400 1200 - 2400 2400 2400 2 -
Methyl-gallat 48 600 - 2400 1200 - 2400 1200 - 2400 1200 - 2400 2400 2400 - -
72 600 - 2400 1200 - 2400 1200 - 2400 1200 - 2400 2400 2400 - -
24 600 - 2400 1200 - 2400 600 - 2400 600 - 2400 2400 2400 - -
Ethyl-gallat 48 600 - 2400 1200 - 2400 600 - 2400 600 - 2400 2400 2400 - -
72 600 - 2400 1200 - 2400 600 - 2400 600 - 2400 2400 2400 - -
24 1200 - 2400 - 2400 2400 2400 2400 - -
Propyl-gallat 48 1200 - 2400 - 2400 2400 2400 2400 - -
72 1200 - 2400 - 2400 2400 2400 2400 - -
24 1200 - 4800 1200 - 4800 300 300 - - 150 150
Oktyl-gallat 48 1200 - 4800 1200 - 4800 600 600 - - 150 150
72 1200 - 4800 1200 - 4800 600 600 - - 150 150
24 38,4x10° - 19,2x10° - 19,2x10° - - -
p-cymen 48 38,4x10° - 19,2x10’ - 19,2x10° - - -
72 38,4x10° - 19,2x10° - 19,2x10° - - -

Y doba hodnoceni po hodindch

% neprovedeno
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Tabulka 7a: Hodnoty MIC, MBC a MFC (ug.ml™) vybranych piirodnich latek rozpusténych v 1% ethanolu pro mikroorganismy vykultivované

Z kancich ejakulata a ostatnich klinickych vzorkt zjisténé v jednotlivych casovych intervalech mikrodilu¢ni metodou

Test?va.na Enterococcus sp. (n = 20) Staphylococcus sp. (n = 7) Beta-hemolytické Klebsiella sp. (n = 4) Candida
sloucenina streptokoky (n = 4) catenulata (n =1)
T MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MFC
24 150-1200 150-1200 300 - 600 300 - 600 600 600 150 300 300 300
Thymol 48 150-1200 150-1200 300 - 600 300 - 600 600 600 300 300 300 300
72 150-1200 150-1200 300 - 600 300 - 600 600 600 300 300 300 300
24 75 - 600 75 - 600 300 - 600 300 - 600 300 300 2400 2400 75 75
Karvakrol 48 75 - 600 75 - 600 300 - 600 300 - 600 300 300 2400 2400 150 150
72 75 - 600 75 - 600 300 - 600 300 - 600 300 300 2400 2400 150 150
24 1200 - 2400 1200 - 2400 600 - 2400 600 - 2400 1200 1200 2400 2400 1200 1200
Eugenol 48 1200 - 2400 1200 - 2400 600 - 2400 600 - 2400 1200 1200 2400 2400 1200 1200
72 1200 - 2400 1200 - 2400 600 -2400 600 - 2400 1200 1200 2400 2400 1200 1200
24 600 - 1200 600-4800 2 - 300 300 1200 1200 1200 1200
Knicin 48 600 - 1200 1200-4800 - - 300 300 1200 1200 1200 1200
72 600 - 1200 1200-4800 - - 300 300 1200 1200 1200 1200
) 24 4,7-37,5 - 9,4 - 4,7 - > 9600 > 9600 > 9600 > 9600
Tlssnetll\:? 48 9,4-37,5 - 9,4 - 9,4 - > 9600 > 9600 > 9600 > 9600
72 9,4-37,5 - 9,4 - 9,4 - > 9600 > 9600 > 9600 > 9600
Kyselina 24 2699 ) 4800 ) ) ) ) ) ) )
roerwar\?nové 18 2600 ) 4800 ) ) ) ) ) ) )
72 9600 - 4800 - - - - - - -
24 19,2x10° - 19,2x10° - i - - . ] )
Kvercetin 48 19,2X103 - 19,2X103 - - - - - - -
72 19,2x10° - 19,2x10° - : - - - - _

Y doba hodnoceni po hodindch “ neprovedeno
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Tabulka 7b: Hodnoty MIC, MBC a MFC (ug.ml™) vybranych piirodnich latek rozpusténych v 1% ethanolu pro mikroorganismi vykultivované

z kancich ejakulati a ostatnich klinickych vzorkt zjisténé v jednotlivych ¢asovych intervalech mikrodilu¢ni metodou

Testovana Enterococcus sp. Staphylococcus sp. Beta-hemolytické Klebsiella sp. Candida
sloucenina (n=20) (n=7) streptokoky (n = 4) (n=4) catenulata (n = 1)
T MmiIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MFC
) 24 > 4800 > 4800 2400 - 4800 4800 4800 4800 4800 4800 4800 > 4800
';‘:IT;':: 48 > 4800 >4800  2400-4800 4800 4800 4800 4800 4800  >4800 > 4800
72 > 4800 > 4800 2400 - 4800 4800 4800 4800 4800 4800 > 4800 > 4800
24 2400-4800 2400-4800 1200-2400 1200 - 2400 2 - - - - -
Methyl-gallat 48 2400-4800 2400-4800 1200-2400 1200 - 2400 - - - - - -
72 2400-4800 2400-4800 1200-2400 1200 - 2400 - - - - - -
24 2400 -4800 2400-4800 600-2400 600 - 2400 - - - - - -
Ethyl-gallat 48 2400-4800 2400-4800 600-2400 600 - 2400 - - - - - -
72 2400-4800 2400-4800 600-2400 600 - 2400 - - - - - -
24 2400-4800 2400-4800 1200-2400 1200 - 2400 - - - - - -
Propyl-gallat 48 2400-4800 2400-4800 1200-2400 1200 - 2400 - - - - - -
72 2400-4800 2400-4800 1200-2400 1200 - 2400 - - - - - -
24 37,5-75 37,5-75 - - 18,8 18,8 - - 4,7 4,7
Oktyl-gallat 48 75-150 75-150 - - 18,8 18,8 - - 4,7 4,7
72 75-150 75-150 - - 18,8 18,8 - - 4,7 4,7
24 38,4x10° 38,4x10’ 19,2x10° . i . . . . .
p-cymen 48 38,4x10° 38,4x10° 19,2x10° . . . . . . .
72 38,4x10° 38,4x10° 19,2x10° . . . . . . .

Y doba hodnoceni po hodindch “ neprovedeno
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43 MINIMALNI INHIBICNI A MINIMALNI BAKTERICIDNI
KONCENTRACE TESTOVANYCH LATEK V KOMBINACI

Ptirodni slouCeniny k testovani jejich ucinkii ve vzdjemnych kombinacich jsme rovnéz
rozpoustéli v 1% ethanolu. DMSO jsme jiz k rozpousténi pro tyto ucely nepouzivali. Zjisténi
MICsy a MBCsy piirodnich latek v kombinaci uvadime u druhtt Ps. aeruginosa
(n =10), E. faecalis (n = 6) a E. faecium (n = 6), které patii mezi problematické z hlediska
piirozené rezistence k nékterym antibiotikiim, pouzivanym k dekontaminaci ejakulatt kanci.
Vysledky ucinnosti latek v kombinaci na uvedené mikroby vykultivované z ejakulati kancta
jsou piehledné zpracovany v Tabulkach 8a — f. Hodnoty MIC a MBC jsme odecitali po 24, 48
a 72 hodinach. V tabulkdch jsou zaznamenany pouze hodnoty ucinnych koncentraci
zjisténych po 48 hodinach, nebot’ rozdily v MIC a MBC po 48 a 72 hodindch nebyly
vyznamne.

Nejlepsi ucinky jsme zaznamenali u kombinaci thymolu s EDTA (Tabulka 8a), karvakrolu
s EDTA (Tabulka 8b) a thymolu s karvakrolem (Tabulka 8a). Synergické tc¢inky jsme zjistili
zejména u karvakrolu v kombinaci s EDTA na kmeny E. faecalis a Ps. aeruginosa. Hodnoty
MICs karvakrolu a EDTA samostatn& pro kmeny E. faecalis byly 300 pg.ml™ a 600 pg.ml™.
Ve smési doglo ke snizeni MICsg karvakrolu a EDTA na 37,5 pg.ml™a 150 pg.ml™. U kment
Ps. aeruginosa doslo k snizeni MICsy karvakrolu a EDTA z 600 pg.ml™® a 1200 pg.ml™
na 75 pg.ml™ a 150 pg.ml™. Hodnoty MBCsq karvakrolu ve smési s EDTA pro uvedené
bakterie byly shodné s MICsy.

Dale jsme prokazali synergické ucinky na vSechny kmeny enterokokd u kombinace knicinu
s EDTA (Tabulka 8f), kde doslo ve smési k 3 — 6 nasobnému snizeni hodnot MICsp a MBCsg
ve srovnani s uéinnymi koncentracemi samostatné testovanych latek. Synergické ucinky jsme
rovnéz zjistili u kombinace karvakrolu s thymolem pro kmeny E. faecalis a u kombinace
karvakrolu s methyl-gallatem pro kmeny Ps. aeruginosa.

Antagonistické ucinky jsme zjistili u kombinace knicinu s kyselinou usnovou pro kmeny

Ps. aeruginosa a dalsi gramnegativni bakterie. Tyto vysledky v tabulkdch neuvadime.

78



Tabulka 8a: Hodnoty MICsy a MBCsp (ug.ml™) kombinaci testovanych latek zjisténé

mikrodiluéni metodou a analyza jejich vzajemnych

interakci

vykultivované z kancich ejakulata a ostatnich klinickych vzorkt

pro mikroorganismy

Thymol EDTA Thymol+EDTA FICI/FBCI Efekt
Enterococcus MICso 600 600 300+18,8 0,53 ADI
faecalis (n = 6) MBCsp 600 1200 300+37,5 0,53 ADI
Enterococcus MICso 600 300 150+75 0,50 SYN
faecium (n =6) MBCsp 600 600 75+150 0,50 SYN
Pseudomonas MICso 600 1200 150+75 0,31 SYN
aeruginosa (n=10)  \Bc,, 1200 1200 150+75 0,19 SYN

Thymol  Methyl-galldt  Thymol+methyl-gallat  FICI/FBCI Efekt
Enterococcus MICso 600 2400 300+300 0,63 ADI
faecalis (n =6) MBCso 600 2400 - - -

+

Pseudomonas MICsy 600 1200 300+300 0,75 ADI
aeruginosa (n=10) o 1200 1200 600+600 1,00 ADI

Thymol Ethyl-gallat Thymol+ethyl-gallat FICI/FBCI Efekt
Enterococcus MICso 600 2400 300+300 0,63 ADI
faecalis (n = 6) MBCs, 600 2400 600+600 1,25 IND
Pseudomonas MICsp 600 1200 600+600 1,5 IND
aeruginosa (n=10)  nBC,, 1200 2400 600+600 0,75 ADI

Thymol Karvakrol Thymol+karvakrol FICI/FBCI Efekt
Enterococcus MICsp 600 300 75+75 0,38 SYN
faecalis (n = 6) MBCs, 600 600 150+150 0,5 SYN
Pseudomonas MICsp 600 600 300+600 1,5 IND
aeruginosa (n=10)  \MBC,, 1200 1200 300+600 0,75 ADI

FICI: index frakcni inhibicni koncentrace, FBCI: index frakéni baktericidni koncentrace

MICso: minimdlni inhibicni koncentrace pro 50 % bakteridlnich bunék

MBCs: minimdalni baktericidni koncentrace pro 50 % bakterialnich bunék

SYN (synergicky efekt): FICI, FBCI <0,5

IND (indiferentni efekt): FICI, FBCl > [ az <4

! hehodnoceno

ADI (aditivni efekt): FICI, FBCl > 0,5 az <1

ANT (antagonisticky efekt): FICI, FBCI > 4
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Tabulka 8b: Hodnoty MICsy a MBCsy (ug.ml™®) kombinaci testovanych latek zjisténé
mikrodiluéni metodou a analyza jejich vzajemnych interakci pro mikroorganismy
vykultivované z kancich ejakulétt a ostatnich klinickych vzorka

Thymol Eugenol Thymol+eugenol FICI/FBCI Efekt
Enterococcus MICs 600 2400 600+600 1,25 IND
faecalis (n=6) MBCs 600 2400 600+600 1,25 IND
Pseudomonas MICs 600 2400 1200+1200 2,5 IND
aeruginosa (n=10) MBCso 1200 2400 1200+1200 15 IND
Thymol Knicin Thymol+knicin FICI/FBCI Efekt
Enterococcus MICs 600 600 300+300 1,00 ADI
faecalis (n=6) MBCs 600 2400 300+300 0,63 ADI
Pseudomonas MICso 600 300 300+600 1,5 IND
aeruginosa (n=10) MBCso 1200 600 300+1200 2,5 IND
Karvakrol EDTA Karvakrol+EDTA FICI/FBCI Efekt
Enterococcus MICso 300 600 37,5+150 0,38 SYN
faecalis (n=6) MBCso 600 1200 37,5+150 0,19 SYN
Enterococcus MICs, 150 300 150+75 1,25 IND
faecium (n = 6) MBCso 150 600 150+75 1,13 IND
Pseudomonas MICso 600 1200 75+150 0,25 SYN
aeruginosa (n=10) MBCsg 1200 1200 75+150 0,19 SYN
Karvakrol  Methyl-gallat Karvakr°|+,methyl' FICI/FBCI Efekt
gallat
Enterococcus MICs 300 2400 300+300 1,13 IND
faecalis (n=6) MBCs 600 2400 300+300 0,63 ADI
Pseudomonas MICso 600 1200 150+300 0,50 SYN
aeruginosa (n=10) MBCs 1200 1200 150+300 0,38 SYN

FICI: index frakcni inhibicni koncentrace, FBCI: index frakcéni baktericidni koncentrace

MICso: minimdlni inhibicni koncentrace pro 50 % bakteridlnich bunék

MBCsy: minimalni baktericidni koncentrace pro 50 % bakterialnich bunck

SYN (synergicky efekt): FICI, FBCI <0,5

IND (indiferentni efekt): FICI, FBCl > [ az <4

ADI (aditivni efekt): FICI, FBCl > 0,5 az < 1

ANT (antagonisticky efekt): FICI, FBCI > 4
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Tabulka 8c: Hodnoty MICsy a MBCsg (ug.ml'l) kombinaci testovanych latek zjisténé
mikrodiluéni metodou a analyza jejich vzajemnych interakci pro mikroorganismy
vykultivované z kancich ejakulétt a ostatnich klinickych vzorka

Karvakrol  Ethyl-gallat  Karvakrol+ethyl-gallat  FICI/FBCI Efekt
Enterococcus faecalis ~ MICso 300 2400 300+300 1,13 IND
(n=6) MBCso 600 2400 300+300 0,63 ADI
Pseudomonas MICs 600 1200 600+600 1,50 IND
aeruginosa (n=10) MBCso 1200 2400 600+600 0,75 ADI
Karvakrol Knicin Karvakrol+knicin FICI/FBCI Efekt
Enterococcus faecalis ~ MICsg 300 600 150+600 1,50 IND
(n=6) MBCso 600 2400 150+1200 0,75 ADI
Pseudomonas MICs 600 300 600+300 2,00 IND
aeruginosa (n=10) MBCso 1200 600 600+300 1,00 ADI
Eugenol EDTA Eugenol+EDTA FICI/FBCI Efekt
Enterococcus faecalis ~ MICso 2400 600 75+600 1,03 IND
(n=6) MBCs, 2400 1200 75+600 0,53 ADI
Enterococcus MICs 2400 300 1200+75 0,75 ADI
faecium (n = 6) MBCso 2400 600 1200+300 1,00 ADI
Pseudomonas MICs 2400 1200 600+75 0,31 SYN
aeruginosa (n=10) MBCsg 2400 1200 1200+75 0,56 ADI
Eugenol Knicin Eugenol+knicin FICI/FBCI Efekt
Enterococcus faecalis ~ MICso 2400 600 2400+1200 3 IND
(n=6) MBCs, 2400 2400 2400+1200 1,5 IND
Pseudomonas MICs 2400 300 150+300 1,06 IND
aeruginosa (n=10) MBCs 2400 600 150+300 0,56 ADI

FICI: index frakcni inhibicni koncentrace, FBCI: index frakéni baktericidni koncentrace

MICso: minimalni inhibicni koncentrace pro 50 % bakterialnich bunék

MBCs: minimdalni baktericidni koncentrace pro 50 % bakterialnich bunck

SYN (synergicky efekt): FICI, FBCI <0,5

IND (indiferentni efekt): FICI, FBCl > [ az <4
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ADI (aditivni efekt): FICI, FBCl > 0,5 az <1

ANT (antagonisticky efekt): FICI, FBCI > 4



Tabulka 8d: Hodnoty MICsy a MBCsg (pg.rnl'l) kombinaci testovanych latek zjisténé
mikrodiluéni metodou a analyza jejich vzajemnych interakci pro mikroorganismy
vykultivované z kancich ejakulétt a ostatnich klinickych vzorka

Kyselina ) , FICI/
) EDTA Kyselina gallova+EDTA Efekt
gallova FBCI
Enterococcus faecalis MICso > 4800 300 4800+1200 - -
(n=6) MBCso > 4800 600 4800+1200 - -
Pseudomonas MICsq 300 600 150+600 1,5 IND
aeruginosa (n=10) MBCso 4800 1200 300+1200 1,06  IND
Kyselina FICl/
y ) Thymol Kyselina gallova+thymol Efekt
gallova FBCI
Enterococcus faecalis MICsp > 4800 600 1200+300 - -
(n=6) MBCs, > 4800 600 1200+300 - -
Pseudomonas MICsp 300 600 150+300 1,00  ADI
aeruginosa (n=10) MBCs 4800 1200 150+300 0,28 SYN
Kyselina Kyselina FICI/
] Karvakrol , Efekt
gallova gallova+karvakrol FBCI
Enterococcus faecalis MICsp >4800 300 1200+600 - -
(n=6) MBCso > 4800 600 1200+600 - -
Pseudomonas MICsq 300 600 300+300 1,50 IND
aeruginosa (n=10) MBCsg 4800 1200 1200+600 0,75  ADI
Kyselina FICI
Y ) Knicin Kyselina gallova+knicin / Efekt
gallova FBCI
Enterococcus faecalis MICs > 4800 600 300+600 - -
(n=6) MBCso > 4800 2400 300+600 - -
Pseudomonas MICsq 300 300 75+75 0,50 SYN
aeruginosa (n=10) MBCs, 4800 600 75+75 0,14  SYN

FICI: index frakcni inhibicni koncentrace, FBCI: index frakéni baktericidni koncentrace

MICso: minimdalni inhibicni koncentrace pro 50 % bakterialnich bunek

MBCs: minimdalni baktericidni koncentrace pro 50 % bakterialnich bunék

SYN (synergicky efekt): FICI, FBCI <0,5

IND (indiferentni efekt): FICI, FBCl > [ az <4

! hehodnoceno
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ADI (aditivni efekt): FICI, FBCl > 0,5 az < 1

ANT (antagonisticky efekt): FICI, FBCI > 4



Tabulka 8e: Hodnoty MICsy a MBCsg (ug.ml'l) kombinaci testovanych latek zjisténé
mikrodiluéni metodou a analyza jejich vzajemnych interakci pro mikroorganismy
vykultivované z kancich ejakulétt a ostatnich klinickych vzorka

':;Sli':: Oktyl-gallat Kys;'(';;?_::“;’“ FICI/FBCI  Efekt

Enterococcus faecalis ~ MICso > 4800 75 4800+75 A -

(n=6) MBCs > 4800 75 4800+75 - -
Enterococcus MICs 4800 150 600+75 0,63 ADI
faecium (n=6) MBCs 4800 150 600+75 0,63 ADI
Pseudomonas MICsq 300 4800 3004300 1,06 IND
aeruginosa (n=10) MBCs 4800 4800 300+600 0,19 SYN
Oktyl-gallat EDTA Oktyl-gallat+EDTA  FICI/FBCI  Efekt
Enterococcus faecalis ~ MICso 75 300 75+300 2,00 IND
(n=6) MBCs 75 600 75+300 1,50 IND
Pseudomonas MICs 4800 600 600+600 1,13 IND
aeruginosa (n=10) MBCs 4800 1200 1200+600 0,75 ADI
Knicin Oktyl-gallat Knidnﬂ,’ktyl' FICI/FBCI  Efekt

gallat

Enterococcus faecalis ~ MICso 600 75 300+37,5 1,00 ADI
(n=6) MBCso 2400 75 300+37,5 0,63 ADI
Enterococcus MICs, 1200 150 300+150 1,25 IND
faecium (n=6) MBCs 1200 150 300+150 1,25 IND
Pseudomonas MICso 300 4800 300+150 1,03 IND
aeruginosa (n=10) MBCsg 600 4800 300+150 0,53 ADI

FICI: index frakcni inhibicni koncentrace, FBCI: index frakcéni baktericidni koncentrace

MICso: minimdlni inhibicni koncentrace pro 50 % bakteridlnich bunék

MBCsy: minimalni baktericidni koncentrace pro 50 % bakterialnich bunek

SYN (synergicky efekt): FICI, FBCI <0,5

IND (indiferentni efekt): FICI, FBCl > [ az <4

! hehodnoceno

ADI (aditivni efekt): FICI, FBCI > 0,5 a3 < 1

ANT (antagonisticky efekt): FICI, FBCl > 4
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Tabulka 8f: Hodnoty MICs, a MBCsy (pg.ml™) kombinaci testovanych latek zjisténé
mikrodiluéni metodou a analyza jejich vzajemnych interakci pro mikroorganismy

vykultivované z kancich ejakulati a ostatnich klinickych vzork

Knicin Kyselinla Knicin+kyselina usnovéa FICI/FBC/ Efekt
usnova

Enterococcus MICso 600 18,8 9,4+18,8 1,02 IND
faecalis (n=6) MBCs, 2400 18,8 9,4+18,8 1,01 IND
Enterococcus MICso 1200 9,4 18,8+9,4 1,01 IND
faecium (n=6) MBCso 1200 9,4 18,8+9,4 1,01 IND

Knicin EDTA Knicin+EDTA FICI/FBCI Efekt
Enterococcus MICso 600 600 75+75 0,25 SYN
faecalis (n=6) MBCs, 2400 1200 75+75 0,09 SYN
Enterococcus MICs, 1200 300 300+75 0,50 SYN
faecium (n=6) MBCso 1200 600 300+75 0,38 SYN

FICI: index frakcni inhibicni koncentrace, FBCI: index frakcni baktericidni koncentrace

MICso: minimdalni inhibicni koncentrace pro 50 % bakterialnich bunék

MBCsy: minimalni baktericidni koncentrace pro 50 % bakterialnich bunék

SYN (synergicky efekt): FICI, FBCI <0,5 ADI (aditivni efekt): FICI, FBCI > 0,5 az <1
IND (indiferentni efekt): FICI, FBCl > [ az <4 ANT (antagonisticky efekt): FICI, FBCI > 4

! hehodnoceno
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4.4 SPERMIOTOXICITA TESTOVANYCH LATEK PRO KANCI
POHLAVNI BUNKY

Toxické ucinky ptirodnich latek pro spermie kancti jsme ovérovali ve spolupraci s pracovniky
Vyzkumného ustavu zivocisné vyroby v Kostelci nad Orlici. U nativnich ejakulata byly
bezprostiedné po jejich ziskani zjistovany a do protokolu zaznamenavany spermatologické
parametry, zejména progresivni motilita, aglutinace spermii nebo rizné deformity. Kanci
ejakulat bylo nutné odebrat pied zacatkem vlastniho experimentu. Motilita spermii byla
hodnocena mikroskopii v zastinu pfi 150-ti nasobném zvétSeni (provedeni, viz kap. 3.7).
Vysledky stanoveni spermiotoxicity pfirodni latek jsou uvedeny nize (Obr. 25 — 36).
Koncentrace pfirodnich latek v grafech jsou uvedeny v pg.ml™. Motilita je vyjadiena
vV % pohyblivych spermii. Kifedéni piirodnich latek jsme pouzivali BTS fedidlo
bez antibiotik.

Nejméné ovliviiovala kanc¢i pohlavni buitky EDTA, v ejakuldtu obsahujicim tuto slouc¢eninu
v mnozstvi 300 — 600 pg.ml™ bylo i po 72 hodinach inkubace patrno 35 % pohyblivych
spermii (viz Obr. 36). U estert kyseliny gallové, methyl-gallatu a ethyl-gallatu jsme
zaznamenali nizkou toxicitu pro spermie. V ejakulatu obsahujicim 300 pg.ml™ a 600 pg.ml™
methyl-gallatu jsme pozorovali 30 % a 15 % pohyblivych spermii za 72 hodin.
U ethyl-gallatu v mnozstvi 300 pug.ml™ jsme za 72 hodin zjistili 45 % motilnich kangich
pohlavnich bunék. Nizkou toxicitu jsme rovnéz zjistili u karvakrolu, kde pti koncentracich
150 pg.ml™ a 300 pg.ml™ bylo i po 72 hodinové inkubaci mikroskopicky patrno 10-40 %
motilnich spermii (viz Obr. 26).

Nejvyssi toxicitu pro spermie jsme prokazali u oktyl-gallatu a knicinu. U vSech testovanych
koncentraci oktyl-gallatu a knicinu po 24 hodinach inkubace pii 17°C nebyly mikroskopicky
patrny pohyblivé spermie (viz Obr. 32 a 33). U propyl-gallatu dokonce ustal pohyb spermii

ve vSech koncentracich bezprostfedné po jeho ptidani (viz Obr. 31).
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Obréazek 25: Vyjadieni zavislosti motility kangich spermii v riznych koncentracich (ug.ml™)

thymolu v ¢asovych intervalech
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Obréazek 26: Vyjadteni zavislosti motility kan&ich spermii v riznych koncentracich (ug.ml™)

karvakrolu v ¢asovych intervalech
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Obréazek 27: Vyjadteni zavislosti motility kangich spermii v riiznych koncentracich (ug.ml™)
eugenolu v ¢asovych intervalech
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Obréazek 28: Vyjadteni zavislosti motility kangich spermii v riiznych koncentracich (ug.ml™)

kyseliny gallové v ¢asovych intervalech
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Obrézek 29: Vyjadteni zavislosti motility kangich spermii v riiznych koncentracich (ug.ml™)

methyl-gallatu v ¢asovych intervalech
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Obréazek 30: Vyjadteni zavislosti motility kangich spermii v riiznych koncentracich (ug.ml™)

ethyl-gallatu v ¢asovych intervalech
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Obréazek 31: Vyjadteni zavislosti motility kangich spermii v riznych koncentracich (ug.ml™)

propyl-gallatu v ¢asovych intervalech
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Obréazek 32: Vyjadteni zavislosti motility kangich spermii v riznych koncentracich (ug.ml™)

oktyl-gallatu v ¢asovych intervalech
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Obréazek 33: Vyjadteni zavislosti motility kangich spermii v riznych koncentracich (ug.ml™)

knicinu v ¢asovych intervalech
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Obréazek 34: Vyjadteni zavislosti motility kangich spermii v rznych koncentracich (ug.ml™)

kyseliny usnové v ¢asovych intervalech
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Obréazek 35: Vyjadteni zavislosti motility kangich spermii v riznych koncentracich (ug.ml™)

EDTA v Casovych intervalech
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* Fedici roztok rutinné pouzivany K redeéni ejakulatii kancii

Obrazek 36: Kontrolni stanoveni motility kancich spermii v BTS tedidle a fedidle s 1%

ethanolem v casovych intervalech
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5 DISKUZE

Vysledek umélé inseminace mohou ovlivnit rizné, negativné pusobici faktory. Mezi
vyznamné patii 1 pouziti ejakulati kontaminovanych mikroorganismy v rizném kvalitativnim
1 kvantitativnim zastoupeni. V nativnich ejakulatech kanct jsou Casto ptitomny druhy celedi
Enterobacteriaceae zejména rody Escherichia, Enterobacter a Proteus, dale enterokoky,
stafylokoky a Pseudomonas aeruginosa. Vétsina z nich patii mezi podminéné patogenni,
metabolicky velmi aktivni druhy, které nejen, ze snizuji biologickou kvalitu spermatu,
podileji se na aglutinaci pohlavnich bun¢k a zhorsuji jejich motilitu i viabilitu, ale mohou se
podilet také na vyvolani zanétlivych procest na délozni sliznici prasnic (Althouse, 2008).

K eliminaci nezadouci mikroflory jsou pouzivana rtizna antibiotika a to jednotlivé nebo
v riznych kombinacich, kterd jsou ptfidavdna do konzervacnich roztokil. Vzhledem
K nartstajici rezistenci mikrobti na antibiotika nasledkem castého pouzivani az ,,naduzivani
nejen k 1é¢ebnym ucelim, je nezbytna jejich eliminace, piipadné nahrada téchto 1éCiv za jiné
ucinné slouceniny.

Jednou z moznosti alternativniho feSeni je vyuziti ptirodnich latek s antimikrobialni aktivitou.
Je vSak nutné ovladat vhodné metody pro zjiSténi antimikrobidlnich a toxickych ucinki
ptirodnich latek. Prace je proto zaméfena na ovéfeni metod pro zjisténi antimikrobidlnich
ucinkii vybranych pfirodnich latek a stanoveni jejich toxickych uc¢inkli pro spermie S cilem
vyuziti téchto latek k dekontaminaci ejakulatt kancu.

Bakteriologickym vySetfenim jsme prokdzali, Ze mezi nejcastcjSi bakterie kontaminujici
ejakulaty kanci patii Ps. aeruginosa, druhy z ¢eledi Enterobacteriaceae, koagulaza-negativni
stafylokoky, enterokoky a streptokoky. Nase zjisténi se shoduji s vysledky autorit Bresciani
etal. (2014); Dagnall et al. (1984); Sone et al. (1989); Althouse et al. (2005). Bézny
mikrobiologicky nalez v ejakulatu kance je pro lepsi pfedstavu znazornén na Obrazku 37.
Vzhledem Kk rozmanitosti mikrob vyskytujicim se v ejakulatech kanci lze inseminaénim
stanicim doporucit jejich pravidelné vySetfeni.

Zejména Ps. aeruginosa je jednim ze zavaznych podminéné patogennich druhu, ktery jsme
casto kultivovali z ejakulati kancl. Jednd se o bakterii, kterd je pfirozené rezistentni
Kk beta-laktamovym antibiotikim (penicilin, aminopeniciliny, chranéné aminopeniciliny,
cefalosporiny 1., 2. a ¢aste¢né 3. generace), dale k trimetoprimu a kotrimoxazolu. Uvedeny
druh vSak pod selekénim tlakem antibiotik miZze ziskat rezistenci k vétSiné dostupnych

antibakterialnich 1é¢iv vcetné chinolonti, karbapenemi, aminoglykosidli a ureidopeniciling.
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Za ziskanou rezistenci je zodpovédna piedevSim produkce beta-laktamaz, aktivni efflux,
zménénd permeabilita az impermeabilita vnéj§i membrany a modifikace cilového mista
pro pisobeni antibiotik (Strateva et Yordanov, 2009). Z vySe uvedené¢ho je ziejmé, o jak
nebezpeény druh se jedna aje nevhodné jej vystavovat selekénimu tlaku antibiotik
ptidavanych do kancich ejakulatu.

Dalsi nebezpe¢i ptitomnosti PS. aeruginosa V ejakulatu kanc spociva v jeho schopnosti
mnozit se i1 pii nizsich teplotach (15 - 17°C), pfi kterych se skladuji inseminacni davky.
Uvedeny druh vyznamné sniZuje mnoZstvi spermii s progresivni motilitou, jejich vitalitu
a integritu akrozomu. Jedna se o mikroorganismus odolny k nepifiznivym podminkam
prostiedi a rychle se §itici mezi kanci chovanymi v inseminaénich stanicich. I pti dodrzovani
hygienickych opatfeni je eliminace Ps. aeruginosa z prostredi problematicka. Opakované byla
prokazana i rezistence PS. aeruginosa k bézné pouzivanym dezinfekénim latkam, zejména
z diivodu pouziti nedostate¢n¢ koncentrovanych dezinfekénich roztoki nebo nedodrzeni
dezinfekéniho programu. V pfitomnosti sub-inhibi¢ni koncentrace dezinfekéni latky dochazi
k selekénimu tlaku na Ps. aeruginosa majici za nasledek pteziti odolngjsich druht, které jsou
pak rezistentni i k dezinfekéni latce o spravné koncentraci. Nejinak je tomu v nemocni¢nich
zafizenich, kde je Ps. aeruginosa zavaznym, cCasto multi-rezistentnim nozokomialnim

patogenem i z vyse uvedenych divoda (Strateva et Yordanov, 2009).

Bacillus sp.

Beta-hemolytické streptokoky

Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Obrazek 37: Ukazka mikrobiologického nalezu nativniho nefedéného kanciho ejakulatu

kultivovaného na krevnim agaru
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Dalsim zavaznym druhem je Escherichia coli, které je prisuzovana schopnost aglutinace
spermii. Bakterie pfitomné v ejakulatech kancti ochuzuji pohlavni buiiky o Ziviny za vzniku
Casto 1 toxickych metabolitli, které nepfiznivé ovliviiuji biologickou kvalitu spermatu
(Bresciani et al., 2014; Sepulveda et al., 2014).

Problematickymi bakteriemi jsou rovnéz enterokoky. Patii mezi mikroby pfirozen€ rezistentni
k prvni az tieti generaci cefalosporinl, jsou Casto rezistentni k aminoglykosidim vcetné
gentamicinu, ktery je pouzivan pro dekontaminaci ejakulatu kanct. Pro E. faecium je
charakteristicka pfirozena rezistence k ampicilinu, ktery je rovnéz piidavan do konzervacnich
roztokd spermatu kanct v kombinaci s gentamicinem. U dalSich druhd muze byt citlivost
kK uvedenému antibiotiku snizena (Mazurova et Vinter, 1991). Také nartistd pocet kment
rezistentnich ke glykopeptidim a linezolidu, rezervnim antibiotikim urenym k 1écbé
zavaznych infekci u lidi (Hollenbeck et Rice, 2012; Ntokou et al., 2012; Kristich et al., 2014).
Enterokoky pouzité v nasi praci byly izolovany jak z kancich ejakulatd, tak z humanniho
klinického materidlu. Enterokoky vykultivované z kancich ejakulatd nebo z humanniho
klinického materialu jsme ve vysledcich neodliSovali (viz Tab. 7a, b), jelikoz vysledky
citlivosti k ptirodnim latkam byly totozné.

Z mikroorganismti  zafazenych do studie tedy povazujeme z hlediska rezistence
antibiotik, ke kterym jsou uvedené bakterie pfirozené rezistentni, vede k selekci a dalsimu
navysSovani jejich rezistence na antimikrobidlni 1éCiva.

S cilem nahrady antibiotik ptfidavanych do konzervacnich roztokidi pouzivanych pti ptipravé
inseminacnich davek jsme po zavedeni a vybrani vhodnych metod ovéfili antimikrobidlni
u¢inky velkého poétu ptirodnich latek, z nichz v této praci jich uvadime 19 vcetné silic
aEDTA. Na podklad¢ ziskanych vysledkd jsme vybrali 10 pfirodnich latek (thymol,
karvakrol, eugenol, kyselina gallovd, methyl-gallat, ethyl-gallat, propyl-gallat, oktyl-gallat,
kyselina usnova, knicin) a EDTA, u kterych jsme dale zjist'ovali jejich MIC, MBC a toxicitu
pro kan¢i spermie.

U téchto sloucenin jsme mikrodiluéni metodou rovnéz zjistovali hodnoty MIC a MBC jejich
dvojkombinaci. Pro hodnoceni ucinkti dvojkombinaci jsme pro zjednoduseni pouzivali
hodnoty MICsy a MBCsp. Vzajemné interakce dvojkombinaci pfirodnich latek a EDTA jsme
hodnotili zjisténim indexu frak¢éni inhibi¢ni a baktericidni koncentrace (FICI, FBCI).
V testech jsme pouzivali referencni kmeny E. faecalis CCM 4224, Ps. aeruginosa CCM
3955, St. aureus CCM 4223 a E. coli CCM 3954, dale kmeny enterokokd (n = 19)

a Ps. aeruginosa (n = 17) vykultivované zkancich ejakulati a kmeny dalsi. Pfirodni
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slouceniny jsme béhem pocatecnich méteni rozpoustéli v 5% DMSO a 1% ethanolu, pozdé&ji
pouze v ethanolu.

Nekteré slouceniny jsme vyradili, ¢asto z divodu Spatné rozpustnosti (kvercetin) nebo
pro velmi vysoké hodnoty ucinnych koncentraci na mikroorganismy (vétSina silic, p-cymen,
kvercetin, kyselina rozmarynova). Dale jsme z dalSiho testovani vyfadili silice z diivodu

Spatné opakovatelnosti méteni pro variabilni mnozstvi uc¢innych slozek, které obsahuji.
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5.1 ZHODNOCENI METOD PRO STANOVENI ANTIMIKROBIALNICH
UCINKU TESTOVANYCH LATEK

Pro zjistovani antimikrobialnich ucinki ptirodnich latek jsme pouzili ti1 metodické postupy —
mikrodiluéni metodu, diluéni metodu a agarovou diluéni metodu. Nejlépe se nam z hlediska
reprodukovatelnosti, casové, pracovni i ekonomické naro¢nosti osvédCilo stanoveni
antimikrobialnich G¢inka pifirodnich latek mikrodiluéni metodou, kdy Ize v jedné 96-jamkové
desti¢ce otestovat az 10 rtznych koncentraci jedné ptfirodni latky a provadéni opakovani
v ramci jedné desticky. Vlastni provedeni vyznamné urychluje pouziti vicekanalové pipety.
Dalsi pozitivem je o fad niz$i spotieba chemikalii a zivnych médii ve srovnani s dilu¢ni
metodou ve zkumavkach. Nevyhodou mize byt mensi objem smési média, ptirodni latky
a mikrobidlni suspenze v jamkach (150 pl), kdy po prolongované inkubacni dobé dochazi
K vysychani média a tim zkreslovani vysledkd. V naSem testovani jsme vSak za hraniéni
inkubac¢ni dobu zvolili 72 hodin, pfi které objem jamek ziistava konstantni. Vzhledem k vyse
uvedenému jsme tuto metodu zvolili rovnéz pro testovani antimikrobialnich a¢inki ptirodnich
latek v kombinacich.

Mikrodiluéni metodu zvolili Francolini et al. (2001) pro stanoveni MIC kyseliny usnové pro
kmeny Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus. Ingélfsdottir (2002) rovnéZ pouzil
tuto metodu pro stanoveni MIC kyseliny usnové. Také Ili¢ et al. (2014) pouzili mikrodilu¢ni
metodu pro stanoveni antimikrobialnich Gi¢inkt slozek esencialnich oleji a chloramfenikolu
v kombinaci. Bujonovou metodu i mikrodiluéni metodu pouzivali ve své studii i autofi prace
Mazurova et al. (2007).

poctu testovanych ptirodnich latek na velkém souboru mikroorganismill. Vysledky ziskané
bujonovou diluéni metodou se vyznamné neliSily od vysledkii dosazenych mikrodiluéni
metodou. Pfi ovéfovani této metody jsme rovné€z zaznamenali vysokou spotiebu piirodnich
latek.

Zvlastni postaveni ma agarova dilu¢ni metoda, nebot” se jedna o metodu referencni. Vyhodou
je moznost otestovat az 32 mikrobidlnich kmend na agarovém médiu s jednou koncentraci
jedné piirodni latky. Nevyhodou je casovd ndrocnost a pracnost metody. U tékavych latek
(thymol, karvakrol, eugenol) existuje riziko vypatfovani latek z agarového média pii ptipravé
a Vv prubéhu inkubace, coz muze vést ke snizovani mnozstvi pfitomné latky a zkreslenym

vysledklim. Nicméné& nase vysledky ucinnych koncentraci vybranych ptirodnich latek zjisténé
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agarovou diluéni metodou byly velmi konzistentni s vysledky ziskanymi mikrodilu¢ni

metodou.
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5.2 ANTIMIKROBIALNI UCINKY TESTOVANYCH LATEK

MIC a MBC latek zjisténé mikrodilucni metodou v jednotlivych Casovych intervalech po 24,
48 a 72 hodinach jsme zaznamenali do Tabulek 5a — 7b. Hodnoty MIC a MBC jsme odecitali
po 24, 48 a 72 hodinach inkubace, abychom ovéfili, zda ucinky testovanych latek pretrvavaji
nebo se méni v Case. U vétSiny sloucenin jsme nezjistili vyznamné rozdily mezi 24 a 48
hodinovou inkubaci. Hodnoty MIC a MBC po 72 hodindch byly az na vyjimky shodné

S hodnotami po 48 hodinach inkubace.

Thymol

Z vysledki uvedenych v Tabulkach 5a — b, 6a, 7a je zfejmé, Ze nejucinngjsimi latkami
pro vétsinu testovanych mikroorganismti byly thymol a karvakrol. Ob¢& slouceniny lze
povazovat za antimikrobialni latky s Sirokym spektrem ué¢innosti. Hodnoty MIC thymolu pro
kmeny Ps. aeruginosa (n = 17) se pohybovaly v rozmezi 300 — 2400 pg.ml™. Podobné
vysledky publikovali Walsh et al. (2003), ktefi jako rozpoustédlo rovnéz pouzivali ethanol.
Uvedeni autofi prokazali MIC thymolu pro Ps. aeruginosa 1000 pg.ml™ stejné jako Sokovié
et al. (2010). Didry et al. (1998), Cosentino et al. (1999) a Zarrini et al. (2010) zjistili
hodnoty MIC pro Ps. aeuruginosa 400 — 900 pg.ml™. Rust enterokoki - E. faecalis (n = 6),
E. faecium (n = 10), E. gallinarum (n = 1) a E. durans (n = 2), které jsme zatadili v testech
stanoveni MIC byl inhibovan thymolem v koncentraci 300 — 1200 pg.ml™. Obdobné vysledky
publikovali Gutiérrez-Fernandez et al. (2013a). Autofi uvedli MIC thymolu pro kmeny
E. faecalis 800 — 1600 pg.ml™. Rast kvasinek C. albicans a C. catenulata byl inhibovan
thymolem v mnoZstvi 300 pg.ml™. Braga et al. (2007) a Botelho et al. (2007) zjistili hodnoty
MIC pro C. albicans 125 pg.ml™ respektive 625 pg.ml™.

Karvakrol

V pribéhu testovani antimikrobidlnich wc¢inkti karvakrolu pii inkubacni teploté 37°C
pro kmeny Ps. aeruginosa jsme prokazali, ze uvedend sloucenina inhibovala kmeny
v koncentracich 150 — 1200 pg.ml™. Rozmezi hodnot MBC bylo 150 — 2400 pg.ml™
Podobnych vysledku dosahli Sokovié et al. (2010), ktefi uvedli hodnotu MIC 500 pg.ml™
pro Ps. aeruginosa.

U referenéniho kmene Ps. aeruginosa jsme zjistili vyznamny rozdil v hodnotach MIC
Vv zavislosti na pouzitém rozpoustédle. U karvakrolu rozpusténém v 5% DMSO jsme

zaznamenali niZ§ antibakterialni uginky (MIC 2400 pg.ml™) ve srovnani s karvakrolem
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rozpuiténém v 1% ethanolu (MIC 150 pg.ml™), porovnani u&innosti rozpoustédel
ve vysledcich neuvadime. Hodnoty MIC pro kmeny E. faecalis, E. gallinarum a E. durans
se pohybovaly Vv pomé&rné tzkém rozmezi 300 — 600 pg.ml™. Vyjimkou byly kmeny
E. faecium, které jsou pfirozené rezistentni k ampicilinu. U téchto kmend bylo rozmezi
hodnot MIC 75 — 150 pg.ml™. Obdobné vysledky (MIC 600 — 800 pug.ml™) pro E. facalis

uvedli autofi Gutiérrez-Fernandez et al. (2013a).

Eugenol

Eugenol je hlavni slou¢eninou obsazenou v silici z hiebicku. Jiz difive byl znamy pro své
(2000), Hemaiswarya et Doble, (2009). K inhibici ristu mikroorganismu byly ve srovnani
s thymolem a karvakrolem nutné vys$i koncentrace, coz jsme potvrdili i vna$i praci
(viz Tabulky 5a — b, 6a, 7a). Pro kmeny Ps. aeruginosa jsme stanovili hodnoty MIC eugenolu
1200 — 4800 pg.ml™, pro enterokoky se rozmezi MIC pohybovalo mezi 1200 — 2400 pg.ml™,
hodnoty MBC byly shodné. Vyrazné&jsi ucinky eugenolu jsme prokazali proti Bacteroides
fragilis, MIC 75 pg.ml™, MBC 150 pg.ml™. Dle vysledkd studii Medina et al. (2009) a Joshi
(2013) eugenol inhiboval Ps. aeruginosa v rozmezi 1200 — 2400 pg.ml™, coz se shoduje
s nasimi vysledky. Signifikantng niz$i hodnoty MIC 273 pg.ml™ a MIC 200 pg.ml™ zjistili
Bassol¢ et al. (2010) pro E. faecalis. Zminéni autofi rovnéz pouzili K rozpousténi pfirodnich
latek ethanol.

Tippayatum et Chonhenchob (2007), ktefi rozpoustéli eugenol v DMSO, zjistili pro E. coli
a St. aureus hodnoty MIC 8000 pg.ml™, coz jsou ve srovnani s nasimi vysledky (MIC 1200
ng.ml™ pro E. coli a 2400 pg.ml™ pro St. aureus) hodnoty podstatn& vyssi.

Kyselina gallova

Z nami ziskanych vysledku, které jsou piehledné zpracovany v Tabulkach 5a — b, 6b a 7b, je
zfejmé, ze kyselina gallova byla na enterokoky mnohem méné G¢inna ve srovnani s kmeny
Ps. aeruginosa. Nase zjisténi potvrzuje studie autorti Barcelo et al. (2014), ktefi uvedli MIC
kyseliny gallové pro E. faecalis 62,5x10° pg.ml™ a pro Ps. aeruginosa 500 pg.ml™. Hodnoty
MIC kyseliny gallové zjisténé v nasi praci se pro vétsinu kment PS. aeruginosa pohybovaly
vrozmezi 150 — 300 pg.ml?®, MBC byly vyrazn& vys$si (2400-4800 pg.ml™). Piesto
povazujeme kyselinu gallovou za latku uc¢innou zejména na Ps. aeruginosa. Binutu et Cordell
(2000) zjistili MIC kyselina gallové 1000 pg.ml™ pro kmeny P. aeruginosa. Borges et al.
(2013) uvedli pro tento druh MIC a MBC kyseliny gallové shodn¢ 500 ug.ml'l. DalS§im
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kladem kyseliny gallové je jeji velmi dobra rozpustnost ve vod€. Velmi silné inhibi¢ni u¢inky
kyseliny gallové jsme zaznamenali na Alcaligenes faecalis, kde MIC a MBC byly shodné
75 ug.ml’l.

Zajimavé bylo zjisténi zmény zbarveni kyselina gallové, viedéném ejakulatu i v MHB
pfi zjistovani MIC, z odstinu svétle zelené na hnédou. Tuto skutecnost lze vysvétlit tim, Ze se
kyselina gallova fadi mezi antioxidanty, tedy latky se silnymi redukujicimi ucinky. Kyselina
gallova je nachylna k oxidaci za vzniku semichinond a dalSich sloucenin, coz vede ke zméné
zbarveni (Eslami et al., 2010). Stejné tak jsme u této slou¢eniny ¢asto pozorovali dvé hodnoty
MIC pro jeden testovany kmen, prvni MIC pii velice nizké hodnoté 75 — 150 pg.ml™, druha
hodnota MIC 2400 pg.ml™. Proto jsme provadéli opakovana stanoveni MIC a MBC zejména
pro kmeny Ps. aeruginosa. Tuto skute¢nost lze vysvétlit schopnosti nékterych bakterii
metabolizovat kyselinu gallovou za vzniku katecholu a 4-(hydroxymethyl)fenolu,
4-hydroxybenzaldehydu a dalich sloucenin, jejichz antimikrobidlni efekt mize prevySovat

ucinky samotné kyseliny gallové (Alberto et al., 2004).

Gallaty

Pro své antioxidacni vlastnosti jsou zndmé i estery kyseliny gallové — methyl-, ethyl-, propyl-
a oktyl-gallat, které rovnéz disponuji antimikrobialni aktivitou. Byly publikovany jejich
synergické ucinky s antibiotiky i na MRSA kmeny (Stapleton et al., 2004; Choi et al., 2009).
Pii ovéfovani antimikrobialnich u¢inki esterti kyseliny gallové jsme zjistili variabilni hodnoty
MIC v zavislosti na druhu mikroorganismt. Gallaty jsme v nasi studii pouzili do ovéfovani
ucinki kombinaci pfirodnich sloucenin. Podobné udaje jsme zjistili i pro ethyl-gallat
a propyl-gallat. O antimikrobialnich 0¢incich methyl-gallatu a ethyl-gallatu je v odborné
literatufe prozatim velmi malo informaci. U propyl-gallatu, ktery je o néco hiife rozpustny
ve vodé nez piedchozi dvé slouceniny jsme zjistili hodnoty MIC a MBC pro St. aureus,
E. coli aPs. aeruginosa shodn& 2400 pg.ml™ (viz Tabulky 5b, 6b a 7b). Nami zjisténé
hodnoty koresponduji s udaji od autori Kubo et al. (2002), ktefi u propyl-gallatu zjistili
nasledujici: pro St. aureus MIC 1600 pg.ml™, MBC 3200 pg.ml™, pro E. coli MIC i MBC
1600 pg.ml™, pro Ps. aeruginosa MIC 3200 pg.ml™, MBC > 3200 pg.ml™. Rozdily ve

srovnani s nasimi vysledky nepovazujeme za vyznamné.

Oktyl-gallat
Cetnégjii jsou informace o oktyl-gallatu zaméfené na jeho antimikrobialni Gi¢inky. Jedna se

0 slouceninu, kterd je v Evropé a Spojenych statech americkych ptidavana do vybranych
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potravin k potlaceni oxidace nenasycenych mastnych kyselin. Dale byly u této latky
prokazany vyrazné antimykotické, antibakterialni i antivirové u¢inky (Kubo et al., 2002; Ha
et al., 2004; Gutiérrez-Larrainzar et al., 2013b). V nasi praci jsme u oktyl-gallatu potvrdili
vyrazné ucinky proti grampozitivnim aerobnim a anaerobnim bakteriim a kvasinkam.
Hodnota MIC pro St. aureus, C. albicans, Clostridium perfringens a Bacteroides fragilis byla
shodné 18,8 pg.ml™. Odolngjsi byly enterokoky s MIC 37,5 — 150 pg.ml™. Nage vysledky
se shoduji s poznatky Kubo et al. (2001). Autofi uvadéji MIC oktyl-gallatu pro St. aureus
a Candida albicans 25 pg.ml™.

Rust gramnegativnich bakterii ovliviioval oktyl-gallat v mnohem vyssich koncentracich
(MIC > 1200), vyjimkou byl Alcaligenes faecalis, u néhoz jsme zjistili MIC 75 pg.ml™ (viz
Tab. 5b). U Ps. aeruginosa jsme zjistili MIC oktyl-gallatu v rozmezi 1200 — 4800 pg.ml™,
Kubo et al. (2001) uvadgji MIC > 800 pg.ml™, vyssi koncentrace autofi netestovali.
Mechanismus tuéinku je davan do souvislosti s pfitomnosti lipofilniho postranniho fetézce
v kombinaci s hydrofilnimi hydroxylovymi skupinami na benzenovém kruhu. Tyto vlastnosti
umoznuji slouceniné penetrovat pres bunéénou membranu mikroorganismii a inhibovat
respiraci na membranové trovni. Dalsi vlastnosti oktyl-gallatu je schopnost potlacit funkci
effluxnich pump u nékterych kvasinek (Kubo et al., 2004; Kubo et al., 2010; Rangel et al.,
2010).

Kyselina usnova

Kyselina usnova je jedinou znami testovanych latek, ktera se prirozené vyskytuje
v lisejnicich, zejména rodu Parmelia nebo Usnea. U této latky jsme prokazali nejsilnéjsi
inhibi¢ni uginky v rozmezi MIC 4,7 — 37,5 pg.ml™ na grampozitivni a anaerobni bakterie.
Stejné hodnoty MIC jsme zjistili u 19 kmeni enterokokt (viz Tabulka 4a). Tyto poznatky
odpovidaji vysledkiim studie Lauterwein et al. (1995), kteti uvadéji MIC kyseliny usnové
pro E.faecalis i E. faecium 4 — 16 pg.ml™. Podobné hodnoty zaznamenali Rankovi¢ et al.
(2008) pro St. aureus. Vysledky MIC kyseliny usnové pro gramnegativni bakterie se naopak
rozchazeji, Rankovié et al. (2008) uvadi rozmezi hodnot MIC 3,7 — 31 pg.ml™ pro E. coli,
KI. pneumoniae a Enterobacter cloacae. Lauterwein et al. (1995) vSak nezjistili inhibi¢ni
ucinky kyseliny usnové na E. coli, Ps. aeruginosa a C. albicans ani pti koncentraci 32 pg.ml™
a vyssi, coz je ve shod€ s nasimi tidaji uvedenymi v Tabulkach 5a, 6a.

Uvedena sloucenina prokazatelné inhibuje rast bakterii v nizkych koncentracich, ale rozdily
V hodnotaich MIC a MBC u nékterych bakterii byly vice nez dvojnasobné, cCasto az

stondsobné. Z uvedeného usuzujeme, Ze U€inky kyseliny usnové nejsou baktericidni ale pouze
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bakteriostatické. Proto v nasi praci uvadime u vybranych druht pouze hodnoty MIC kyseliny
usnové. Vyjimkou jsou Bacillus subtilis a anaerobni druhy Clostridium perfringens
a B. fragilis, na které tato latka pusobila baktericidné. Nami zjisténé vysledky zjisténé
na velkém souboru kmend Ps. aeruginosa i dalsich gramnegativnich bakteriich potvrzuji, ze
kyselina usnovd na tyto druhy neplsobi viibec nebo jen ve vysokych koncentracich

(viz Tab. 6a). Shodné poznatky publikovali Lauterwein et al. (1995).

Knicin

V nasi praci jsme testovali knicin, ktery byl extrahovany ze semen Benediktu lékatského
(Cnicus benedictus), sloupcovou chromatografii. Latku nam poskytl profesor Lubomir
Opletal z Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Antimikrobialni
ucinky uvedené latky jsme zjistovali na ve studii zafazenych mikroorganismech, vétSinou
opakované pro potvrzeni vysledkli. Jednd se o latku s pomérn€¢ univerzalnimi uc¢inky
na grampozitivni i gramnegativni bakterie. Hodnoty MIC se pohybovali v rozmezi 300 — 600
pgml® s vyjimkou n&kterych enterokokt, KI. pneumoniae a kvasinek. Jak uvadime
v kapitole 2.3.1.10, na rozdil od ostatnich testovanych latek, ma knicin specificky
mechanismus ucinku na bakterie spocivajici v inhibici pocatecniho kroku biosyntézy
peptidoglykanu a tedy i bunécné stény bakterii (Bugg et al., 2011).

Dosud je v odborné literatufe velmi malo udaji 0 antibakterialnich ucincich knicinu, které
by byly srovnatelné s nasimi vysledky. Nevyhodou knicinu je jeho relativné naro¢na izolace
s nizkym vytézkem, vyssi cena a Spatna rozpustnost v ethanolu i DMSO. V roce 2003 testovali
uc¢inky knicinu na Ps. aeruginosa Bruno et al. (2003). Autofi uvedli hodnoty MIC pro St. aureus,
Proteus mirabilis, Ps. aeruginosa a E. coli 25, 25, 50, respektive 12,5 pg.ml™. Mazurova et al.
(2007) rovnéz ovétovali U€inky knicinu. Ve své studii uvadéji MIC knicinu rozpusténého

v ethanolu pro E. faecalis 600 — 2400 pg.ml™ a 300 — 600 pg.ml™ pro Ps. aeruginosa.
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53  ANTIMIKROBIALNI  UCINKY LATEK  TESTOVANYCH
V KOMBINACI

Hodnoty MIC a MBC piirodnich latek na mikroorganismy po 72 hodinach byly
az na vyjimky shodné s hodnotami po 48 hodinach inkubace. Pro uvedené skutecnosti jsme
do hodnoceni vzajemnych interakci ptirodnich latek ve smési pouzili hodnoty MICso a MBCsg
zjisténé¢ za 48 hodin. Cilem ovéfovani antimikrobidlnich u¢inkG pfirodnich latek
v dvojkombinacich bylo zjistit vzajemné interakce podobné, jako je casto uvadéno
u nékterych antibiotik. Analyzovali jsme, zda dochazi k synergickému pusobeni, kdy je FICI,
FBCI < 0,5; aditivnimu u¢inku (FICI, FBCI > 0,5 < 1), indiferenci (FICI, FBCI > 1 < 4) nebo
antagonistickym ucinktim (FICI, FBCI > 4). Vysledky G¢inka ptirodnich latek v kombinaci
jsou uvedeny v Tabulkach 8a — f.

Kmeny E. faecalis, E. faecium i Ps. aeruginosa dobie inhibovaly kombinace fenolickych
latek zejména karvakrolu nebo thymolu s EDTA. Uginné koncentrace fenolickych latek
ve smési s EDTA byly n¢kolikrat nizs§i v porovnani s MICsp a MBCsy samotné latky, coz
svéd¢i o synergickych ucincich. Tyto poznatky jsme u nékterych kombinaci potvrdili
vypoétem FICI a FBCI dle Hamoud et al. (2014). Jednalo se o kombinaci thymolu s EDTA
na kmeny Ps. aeruginosa, kdy jsme porovnanim hodnot MICsy a MBCs, jednotlivych latek
s MICsp, a MBCs kombinaci téchto latek zjistili FICI a FBCI 0,31 a 0,19, tedy synergické
pusobeni. Z téchto vysledku je ziejmé, Ze doslo vyraznému 3 — 5 nadsobnému snizeni MICsg
a MBCsg uvedenych latek v kombinaci ve srovnani s MICso a MBCs latek testovanych
jednotlivé. U kombinace thymolu s EDTA na kmeny E. faecalis a E. faecium jsme prokazali
spise aditivni u¢inky (viz Tab. 8a).

Vyrazné byla u kment E. faecalis snizena MICsy i MBCsg karvakrolu v kombinaci (z 300
pg.ml™ a 600 pg.ml™ na 37,5 pg.ml™) s EDTA (snizeni z 600 pg.ml™ a 1200 pg.ml™ na 150
pg.ml™?). Podobné vysledky jsme zaznamenali i pro Ps. aeruginosa, kdy doilok3 — 5
nasobnému snizeni hodnot MICsg a MBCsg karvakrolu s EDTA ve smési ve srovnani
s ucinnymi koncentracemi jednotlivych komponent (viz Tab. 8b). Synergické ucinky
karvakrolu s antibiotiky prokazali ve své studii Fadli et al. (2012). MIC antibiotik byly
Vv pfitomnosti karvakrolu sniZzeny 4 — 16X. Zajimavé bylo zjisténi, Ze u kombinace karvakrolu
s EDTA jsme prokazali synergické G¢inky na kmeny E. faecalis, ale pouze indiferentni
ucinky na E. faecium. Dtivodem je pravdépodobné to, ze samotny karvakrol jen na E. faecium

velmi ucinny, Gc¢innéjsi nez na E. faecalis.
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Jiz diive byly popsany tuspésné experimenty pii testovani EDTA s jinymi latkami ptirodniho
charakteru vcetné antibiotik (Hamoud et al., 2014). Autofi prokazali synergické ucinky
kombinace thymolu s EDTA na E. coli a na MRSA. U kazdé latky doslo v kombinaci
k ¢tyfnasobnému snizeni MIC ve srovnani s hodnotami MIC jednotlivych latek. Du et al.
(2015) overovali vzajemné uCinky kombinace thymolu s karvakrolem. Uvedeni autofi zjistili
hodnotu FICI 0,5 — 1 u této kombinace na E. coli, Clostridium perfringens a Salmonella sp.,
z ¢ehoz plyne, Ze se jedna o aditivni G¢inek. O aditivnich antibakterialnich ucincich thymolu
s karvakrolem na kmeny Ps. aeruginosa a St. aureus rovnéz informuji ve své praci
Lambert et al. (2001).

Aditivni a synergické u¢inky kombinace EDTA s thymolem nebo karvakrolem objasiiujeme
schopnosti EDTA zeslabit odolnost bakteridlni st€ény a umoznéni priniku pfirodnich latek
k cytoplazmatické membran¢ a dale do bunky.

EDTA je chelatatni ¢inidlo Ca**, Mg?* a dalSich iontd. Uvedené ionty jsou dilezité
pro ridigitu a normalni funkci bakterialni bunécné stény. Pokud dojde k vyznamnému snizeni
koncentrace téchto iontd vlivem plsobeni EDTA, dochéazi ke zméné propustnosti bakterialni
stény. U gramnegativnich bakterii dochdzi plsobenim EDTA k vyznamné ztraté
polysacharidli pfitomnych ve vnéj§i membrané. Pies porusenou bunécnou sténu pak snaze
pronikaji latky s antibakteridlnim ucinkem. Thymol a karvakrol primarné ovliviiuji
cytoplazmatickou membranu, zvySuji jeji propustnost, snizuji membranovy potencidl, coz
vede k tuniku intracelularnich latek a smrti bakterie (Xu et al., 2008; Hamoud et al., 2014).
Dale byly kmeny Ps. aeruginosa a E. feacalis dobfe inhibovany kombinaci karvakrolu
s thymolem. Podle uvedenych FICI vykazovala tato kombinace synergické Gc¢inky kmeny
E. feacalis a aditivni udinky na kmeny Ps. aeruginosa. Synergické U¢inky na kmeny
Ps. aeruginosa jsme zaznamenali u kombinace knicinu a kyseliny gallové. Také v tomto testu
doslo k signifikantnimu snizeni MICsp a MBCsy obou latek v kombinaci oproti MICsg
a MBCs latek testovanych jednotlivé. Tyto tdaje byly potvrzeny hodnotami FICI a FBCI
(viz Tab 8c). Vyrazné ucinky na enterokoky a to jak E. faecalis tak E. faecium jsme
zaznamenali u kombinace knicinu s EDTA, kde hodnoty FICI a FBCI byly velmi nizké.
Vysledny efekt jsme vyhodnotili jako synergicky. U uvedenych sloucenin v kombinaci doslo
k3 — 4 nasobnému snizeni MICsp a MBCsy ve srovnani s u¢innymi koncentracemi

jednotlivych latek (viz Tabulka 8e).
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54 SPERMIOTOXICITA TESTOVANYCH LATEK PRO KANCI
POHLAVNI BUNKY

Kanci ejakulat je smés sekreta piidatnych pohlavnich zl4z - seminalni plazmy a spermii, které
tvofi maximaln€ 5 % celkového mnozstvi objemu ejakulatu. U dospélého kance se objem
ejakulatu pohybuje v rozmezi 100 — 500 ml. Celkovy objem zahrnuje tfi frakce: prespermalni,
spermalni, kterd obsahuje nejvyssi koncentraci spermii a frakci postspermalni (King
et Macpherson, 1973; Shipley, 1999; Maroto Martin et al.,, 2010). Hodnota pH d&erstvé
odebraného ejakulatu je za fyziologickych podminek 7,2 — 7,5 (Ciornei et al., 2008).
Seminalni plazma obsahuje proteiny, sacharidy, ionty, kyseliny citrébnovou a askorbovou,
enzymy a biologicky aktivni latky, zejména prostaglandiny, estrogeny nebo androgeny.
Vyznamnym iontem je zinek, ktery ovliviiuje nejen proces spermiogeneze ale i pohyblivost
spermii (Frydrychova et al., 2007).

Ve spolupraci s pracovniky Vyzkumného ustavu zivo¢isné vyroby v Kostelci nad Orlici jsme
ovétovali toxické ucinky testovanych slouc¢enin na pohlavni buiiky kanct. Metodika je velice
naro¢na na provedeni, nebot’ kanci spermie jsou na rozdil od ostatnich sav¢ich spermii velmi
citlivé na teplotni Sok a oxida¢ni poskozeni cytoplazmatické membrany pro vysoky obsah
nenasycenych mastnych kyselin a relativné nizkou antioxida¢ni kapacitu semenné plazmy
(Ptinosilova et al., 2012).

Vysledky jsme vyjadfovali procentem pohyblivych spermii v ejakuldtu, které jsme zjistili
pozorovanim ve fdzovém mikroskopu v rliznych €asovych intervalech od pfidani rtznych
koncentraci pfirodni latky. Zavislosti motilit kan¢ich spermii na rtiznych koncentracich
testovanych latek v ¢asech jsou ptehledné znazornény v Obr. 25 — 35. Maximalni netoxicka
koncentrace byla definovana jako nejvysSi koncentrace pfirodni latky, pii které bylo
ve vzorku pozorovano alesponi 10 % motilnich spermii.

Z hodnot uvedenych v Obr. 25 — 35 je ziejmé, Ze pro kanéi spermie byla nejméné toxicka
EDTA. V fedéném ejakulatu obsahujicim 300 — 600 pg.ml™ této sloudeniny bylo
po 24 hodinach 55 — 60 %, po 48 hodinach 40 % a 72 hodinach 35 % pohyblivych spermii,
coz je takika shodné s kontrolou. Nejedna se vsak o pfirodni latku. Uvedena sloucenina
je znama pro své chelatacni vlastnosti, schopnosti tvorby komplexii s ionty nékterych kovi.
EDTA neni primarn€ povaZovana za antimikrobidlni slouceninu, casto je pouzivana
v kombinaci s antibiotiky nebo jinymi antimikrobialnimi slouc¢eninami (Lambert et al., 2004).
Nizkou toxicitu jsme zaznamenali také u karvakrolu, ktery zarovein patfi k nejucinnéjSim

antimikrobialnim latkam testovanym v nasi studii. V ejakulatu obsahujicim 150 pg.ml™ této
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slouGeniny bylo po 48 — 72 hodinach 40 % pohyblivych spermii. V koncentraci 300 pg.ml™
byl pocet pohyblivych spermii po 24 hodinach 40 %, po 48 hodinach 20 % a po 72 hodinach
15 %. Ve srovnani s kontrolou, kde bylo za 72 hodin pfitomno 40 % motilnich spermi, se
jedna o velmi dobry vysledek. Pohyblivé spermie jsme po 72 hodinach pozorovali v ejakulatu
s koncentracemi 150 a 300 pg.ml™ thymolu (10 %) a v koncentraci 300 pg.ml™ eugenolu
(20 %).

Kyselinu gallovou jsme hodnotili jako pomérné malo toxickou pro spermie. V ejakulatu
s kyselinou gallovou jsme po 24 hodinach pozorovali 30 % pohyblivych kancich pohlavnich
bunék p¥i koncentraci 300 pg.ml™, 25 % pii 600 a 1200 pg.ml™. Za 72 hodin pohyb spermii
Vv piitomnosti vSech testovanych koncentraci kyseliny gallové ustal (viz Obr. 28).

U dvou estert kyseliny gallové, methyl-gallatu a ethyl-gallatu jsme rovné€z zaznamenali niZ§i
toxicitu pro spermie. V ejakulatu obsahujicim 300 pg.ml™ a 600 pg.ml™ methyl-gallatu jsme
pozorovali 30 % a 15 % pohyblivych spermii za 72 hodin. U ethyl-gallatu v mnozstvi 300
pg.ml™ jsme za 72 hodin zjistili 45 % motilnich kan&ich pohlavnich bungk. Vyse uvedené
koncentrace gallati vSak nemaji dostatecné inhibi¢ni UCinky na vétSinu pouZzitych
mikrobidlnich kmenil. Perspektiva jejich pouziti k dekontaminaci inseminac¢nich davek neni
realna.

Zajimavé vysledky jsme zaznamenali pii oveéfovani spermiotoxicity oktyl-gallatu, v mnozstvi
75 — 150 pug.ml™ této slougeniny bylo po piidani do ejakulatu 60 — 65 % pohyblivych spermii,
po 1 hodin& pohyb ustal. V ejakulatu obsahujicim 300 pg.ml™ oktyl-gallitu jsme v &ase 0
pozorovali 60 % pohyblivych kanéich pohlavnich bunék, po 1 hodiné 30 % a po 4 hodinach
20 %, za 24 hodin nebyly patrny pohyblivé spermie. Pohyblivost spermii v ejakulatech
s kyselinou usnovou a knicinem dosahovala v ¢ase 0 ve vSech testovanych koncentracich
70 — 75 %. Jiz po 1 hodin¢ vSak doslo k sniZeni na 60 % a pfi kontrole po 4 hodinach jsme
zaznamenali pouze ojedinéle pohybujici se kan¢i pohlavni buiky (viz Obr. 32, 33).

NasSe zjisténi o toxicité piirodnich slou¢enin pro kan¢i spermie dale nediskutujeme, nebot

jsme v dostupné odborné literatute nenalezli podobné zaméiené studie.
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5.5 ANALYZA UCINKU VYBRANYCH PRIRODNICH LATEK, JEJICH KOMBINACI A VYHODNOCENI
MOZNOSTI POUZITI K DEKONTAMINACI KANCICH EJAKULATU

Tabulka 9: Porovnani nejucinnéjsich ptirodnich latek, jejich dvojkombinaci a vyhodnoceni moznosti pouziti k dekontaminaci kanc¢ich ejakulatt

MIC50(MBC50)

MIC50(MBC50) vybranych latek v kombinaci

Ano/ne’
(ug.ml™) (ng.ml™) /
1
Latka Enterococcus sp. Ps. aeruginosa MNK . Enterococcus sp. Ps. aeruginosa
) Kombinace
(n=12) (n = 10) (ug.m (n=12) (n = 10)
Thymol 600(600) 600(1200) 300 Thymol+EDTA 300+75(300+300) 150+75(150+75) ANO
Thymol+karvakrol 75+75(150+150) 300+600(300+600) (NE)*
Karvakrol 300(600) 600(1200) 300 Karvakrol+EDTA 150+150(150+150) 75+150(75+150) ANO
Oktyl-gallat 75(75) 4800(>4800) <75 Oktyl-gallat+EDTA 75+300(75+300) 600+600(1200+600) NE
Knicin 600(2400) 300(600) <50 Knicin+thymol 300+300(300+300) 600+300(1200+300) NE
Knicin+karvakrol 600+150(1200+150) 300+600(300+600) NE
Knicin+EDTA 75+75(75+75) - NE
. . Kyselina
Kyselina usnova 18,8(-) >9600(-) <75 . 9,4+18,8(-) - NE
usnova+knicin
EDTA 600(1200) 600(1200) 1200 - - - ANO

1 . , , . ,
Maximalni netoxicka koncentrace

2 Perspektivni pouziti k dekontaminaci ejakulatii kancii

3 ’ v ’ v . ’
Latka urcenda pro pouziti v kombinacich

* Pro ejakulaty neobsahujici Ps. aeruginosa by pouZiti bylo mozné
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V Tabulce 9 uvadime porovnani MICso a MBCsg jednotlivych slou€enin i jejich kombinaci,
které povazujeme v nasi praci za nejucinnéjsi. Thymol, karvakrol a knicin jsou latkami, které
inhibovaly rast vSech mikroorganismii pouzivanych vnaSi praci v pomérné uzkém
koncentracnim rozmezi. Do testovani dvojkombinaci pfirodnich latek a EDTA jsme zaradili
kromé& kment Ps. aeruginosa a enterokokt i dal$i druhy. V této praci uvadime vysledky
ucinnosti dvojkombinaci latek na kmeny Ps. aeruginosa a kmeny enterokoku (E. faecalis,
E. faecium), nebot’ je povazujeme z hlediska odolnosti k vn&jsim podminkam, metabolické
aktivité a prirozené rezistence k mnoha antibiotikiim za problematické. Druh Ps. aeruginosa
jako zastupce gramnegativnich bakterii je navic schopen rlstu v Sirokém rozmezi teplot,
vcetné 17 °C, tedy pii teploté, ve které se skladuji inseminaéni davky (La Bauve et Wargo,
2012).

Z vybranych vysledkd a porovnani v Tabulce 9 je ziejmé, Ze nékteré latky i1 pfes vyraznou
antibakterialni aktivitu nelze pouzit k dekontaminaci kancich ejakulétti, nebot’ jsou toxické
kyselinu usnovou a oktyl-gallat, které ve velmi nizkych koncentracich inhibuji grampozitivni
druhy bakterii. Vzhledem k jejich silnému antimikrobidlnimu G¢inku je nutné zvazit jejich
dal$i testovani pro jiné ucely. Knicin, ktery dobie uc€inkuje na druhy grampozitivnich
I gramnegativnich bakterii, je rovnéz v nizkych koncentracich toxickych pro kanc¢i spermie.
Jako nadgjné se jevi latky thymol a karvakrol v kombinaci s EDTA. Kombinace thymolu
s EDTA akarvakrolu s EDTA inhibuji Ps. aeruginosa i enterokoky v koncentracich nizsich
nez je maximalni netoxicka koncentrace (viz Tabulka 9). Tyto kombinace UCinkuji stejné
nebo 1épe ina ostatni druhy bakterii, které zde vSak pro rozsahlost vysledkli neuvadime.
Kombinace thymolu s karvakrolem rovnéz velmi dobfe ucinkuje na testované bakterie,
na Ps. aeruginosa bohuzel v koncentracich vysSich nebo stejnych nez je jejich maximalni
netoxicka koncetrace. Pfesto je vSak nutno kombinaci thymolu s karvakrolem
k dekontamianci kancich ejakulatd také zvazit, zejména u ejakulati, které nejsou
kontaminovany druhem Ps. aeruginosa. Logicky lze timto doporuéit pravidelné provadéni
kultiva¢niho vySetfeni ejakuldth kanci pro znalost pfitomnosti kontaminujicich druht

a nalezeni optimalniho feSeni.
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6 ZAVER

Dizertani prace byla zaméfena na zavedeni metod pro ovéfeni antimikrobidlni aktivity
a spermiotoxicity ptirodnich latek a silic s cilem jejich mozného vyuziti k validaci postupt
pro dekontaminaci kancich inseminacnich davek. Pro zjisténi antimikrobialni ucinka
pfirodnich latek i jejich kombinaci jsme vybrali mikrodiluéni metodu. Soucésti prace bylo
rovnéz zavedeni kultivacnich metod pro kvalitativni a kvantitativni prikaz mikroorganisma
v ejakulatech kanct. Znalost mikrobialni kontaminace je velmi dulezita a proto doporu¢ujeme
pravideln¢ provadét kultivacnich vySetieni ejakulatt kanct v inseminancich stanicich.

Na zéklad¢ literarnich udajii a naSich predbéznych vysledkli jsme zatadili do rozsahlych
experimentli 10 sloucenin (thymol, karvakrol, eugenol, kyselina gallova, methyl-gallat, ethyl-
gallat, propyl-gallat, oktyl-gallat, knicin, kyselina usnova) S nejvyraznéj$i antimikrobidlni
aktivitou a EDTA, které jsme testovali na velkém souboru mikrobialnich kment. U téchto
latek jsme stanovili hodnoty MIC a MBC.

Pro zjisténi antibakteridlnich G€inkl pfirodnich latek a EDTA ve smési jsme porovnavali
MICsyp a MBCsy dvojkombinaci testovanych latek s hodnotami MICsy a MBCsp latek
jednotlivych. Vzajemné ucinky kombinaci ptirodnich latek (synergické, aditivni, indiferentni
a antagonistické) jsme analyzovali na zakladé hodnot FICI. Z nami testovanych vzajemnych
kombinaci pfirodnich sloucenin byly na kmeny enterokokt i PS. aeruginosa nejucinngjsi
karvakrol ve smeési s EDTA (FICI = 0,19 — 1,25), thymol sEDTA (FICI = 0,19 — 0,63)
a karvakrol s thymolem (FICI = 0,38 — 1,5). Vzijemné interakce uvedenych dvojkombinaci
jsme hodnotili pfevazné jako synergické, piipadné aditivni. Hodnoty MICs; a MBCsg
uvedenych sloucenin ve smésich byly opakované snizeny 2 — 6x ve srovnani s latkami
testovanymi jednotlivé.

Pii ovérovani toxickych ucinkl pfirodnich latek jsme prokazali, Ze pouze thymol, karvakrol
a EDTA jsou pro spermie Vv koncentracich uc¢innych na mikroorganismy méné toxické nez
ostatni testované slouCeniny. Lze ptedpokladat jejich pouziti k dekontaminaci inseminacnich
davek kancl, a to zejména kombinace thymolu s EDTA a karvakrolu s EDTA. Tento
predpoklad je vSak nutno déale ovéfit na vétSim souboru ejakulati kanci. Je nutno dodat, Ze
thymol i karvakrol jsou latky, které se nachazi v silicich z mnoha rostlin ve vysokych
koncentracich. Jedna se tedy o latky dobie dostupné.

Ostatni latky (kyselina usnova, oktyl-gallat, knicin), u kterych jsme 1 pies jejich vyssi
spermiotoxicitu prokazali inhibi¢ni U¢inky na vétSinu testovanych mikroorganismli, mohou

najit uplatnéni v dalsim vyzkumu Vv oblasti veterinarni i humanni mediciny. Vyznam hledani
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novych zdroji antimikrobialnich 1é¢iv je ziejmy, nebot’ pouzivani antibiotik mimo 1é¢ebné
ucely podporuje vznik a Sifeni rezistentnich bakterii. U pfirodnich latek pro jejich
nespecificky mechanismus ucinku na bakterie a houby nedochdzi k vyvoji specifické

rezistence jako u antibiotik. Proto je lze fadit k perspektivnim antimikrobialnim latkam.
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