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SOUHRN

Cilem prace bylo zjisténi nejnizs§i koncentrace ptirodnich latek, ktera je
schopna inhibovat rist vybranych kmentt Mycoplasma hominis. Uréeni minimalni
inhibi¢ni koncentrace jsme provadéli zkumavkovou diluéni metodou v PPLO bujonu.
Pro potvrzeni rastu Mycoplasma hominis jsme jednotlivé kmeny kultivovali na
PPLO agaru.

Testovali jsme 10 kmenitt Mycoplasma hominis, které byly vykultivovany ze
stért kr¢ku délozniho Zen.

Z prirodnich latek jsme testovali: karvakrol, thymol, arbutin, tea tree oil,
katechin hydrat, limonen, hydrochinon monomethylether, p-cymen, methylgallat,
ethylgallat, Lavandulae aetheroleum, Rosmarini aetheroleum, Carvi aetheroleum,
Eucalypti aetheroleum a Foeniculi aetheroleum. Latky jsme rozpoustéli v 96% nebo
24% ethanolu nebo 2,5% dimethylsulfoxidu, popf. jsme pouzili kombinaci obou
rozpoustédel. U latek vytvarejicich emulze jsme zvolili postup pfimého pipetovani
Cistych piirodnich latek do jednotlivych zkumavek. Bylo nutné zjistit zda jsou
mykoplazmata rezistentni vic¢i vyslednym koncentracim rozpoustédel, proto jsme
stanovili taktéZ inhibi¢ni koncentraci ethanolu a dimethylsulfoxidu.

Nejnizsi inhibi¢ni koncentrace jsme zaznamenali u karvakrolu, bakterialni
kmeny inhiboval pifi koncentraci 300 pg/ml pfi rozpousténi v 24% ethanolu a
59,2-236,7 pg/ml pii rozpouSténi v PPLO bujonu. Vysledky byly ovlivnény

rozpustnosti pfirodnich latek v pouzitych rozpoustédlech.

Kli¢ova slova: Mycoplasma hominis, ptirodni latky, zkumavkovéa dilu¢ni metoda,

minimalni inhibi¢éni koncentrace



SUMMARY

The aim of this study was to determine the lowest concentration of natural
substances inhibiting the growth of selected strains of Mycoplasma hominis. The
minimum inhibitory concentration was determined by the tube dilution method in
PPLO broth. For confirmation of growth we cultivated strains of Mycoplasma
hominis on PPLO agar.

We tested ten strains of Mycoplasma hominis, which were isolated from
female genital tract.

The following natural substances we tested: carvacrol, thymol, arbutin, tea
tree oil, catechin hydrate, limonene, hydroqunione monomethylether, p-cymene,
methylgallate, ethylgallate, Lavandulae aetheroleum, Rosmarini aetheroleum, Carvi
aetheroleum, Eucalypti aetheroleum and Foeniculi aetheroleum. We dissolved
substances in 96% or 24% ethanol or in 2.5% dimethylsulfoxid, eventually we used
combination of these solvents. Natural substances which formed emulsions were
added straight to each tube. It was necessary to find if mycoplasmas are resistant to
used concentration of the solvents. We determined inhibitory concentration of
ethanol and dimethylsulfoxid too.

The lowest inhibitory concentration was found for carvacrol. Bacterial strains
were inhibited concentration 300 pg/ml after dissolving in 24% ethanol and
59.2-236.7 pg/ml after dissolving in PPLO broth. The results were affected by

solubility of natural substances in used solvents.

Keywords: Mycoplasma hominis, natural substances, tube dilution method,

minimum inhibitory concentration
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1 UVOD

1 UVOD

Mycoplasma hominis je mikroorganismus vyskytujici se v urogenitalnim
traktu muzi 1 zen. MiiZze byt soucésti bézné genitalni mikroflory nebo se podili na
vzniku riznych onemocnéni genitalniho traktu. Mycoplasma hominis je nejéastéji
spojovano s bakterialni vaginézou. Byva izolovano také pii endometritidach,
salpingitidach a z krve pfi horeckach po porodu nebo potratu. U muzi byva davano
do souvislosti s uretritidou, epididimitidou a chronickou prostatitidou. Vzhledem
k objevujici se rezistenci Mycoplasma hominis na antibakteridlni 1é¢iva by bylo
vhodné vyuzit antibakterialniho G¢inku ptirodnich latek.

Biologicka aktivita pfirodnich latek je ¢astym pfedmétem zkoumani v mnoha
laboratofich. Neékteré rostlinné extrakty nebo jejich slozky maji prokézané
antimikrobialni u¢inky. Ptirodni latky by bylo mozné vyuzit k 1é¢ebnym tceltim jako
nahradu antibiotik, pfipadné vyuzit jejich vzdjemnou kombinaci. Latky ptirodniho
pivodu jsou pro organismus mnohem mensi zatézi, jsou mén¢ toxické a snadnéji se
odbouravaji.

Krom¢ antimikrobidlnich €inkii mohou mit 1 ucinky antioxidacni,
protizanétlivé nebo antikancerdzni.

Dalsi uplatnéni nachazeji jako konzervacni prostiedky ve farmaceutickém
primyslu, jako aditiva v potravinarském primyslu a v neposledni fad€ se vyuzivaji
v primyslu kosmetickém.

Jsou obsazeny v mnoha bézné se vyskytujicich rostlinach, jsou izolovany a

identifikovany modernimi analytickymi metodami.

Cilem diplomové prace je zjiSténi antimikrobidlnich ucinkd vybranych

prirodnich latek na kmeny bakterie Mycoplasma hominis.

-12 -



2 TEORETICKA CAST

2 TEORETICKA CAST

2.1 VYZNAM A ZiSKAVANI PRIRODNICH LATEK

Ptirodni latky maji potencidlni biologicky ucinek, nejen antibioticky,
antikarcinogeni, ale i tlumivy G¢inek proti stresu. PouZzivaji se také v potravinach
jako pfirodni antioxidanty (Hong a kol., 2004).

Rostliny maji prakticky neomezenou moznost syntetizovat aromatické latky.
Vétsina z téchto latek jsou fenoly nebo jejich derivaty. Casto se jedna o sekundarni
metabolity. V mnoha ptipadech tyto latky slouZzi rostlin¢ jako obranny mechanismus
proti utoku mikroorganismti, hmyzu a bylozravcti (Cowan, 1999.)

Rostlinné oleje jsou smési mnoha latek. Jedna se hlavné o terpeny, zejména
monoterpeny a seskviterpeny. Déale se mohou vyskytovat nizkomolekularni alifatické
uhlovodiky (linearni, rozvétvené, nasycené a nenasycené), kyseliny, alkoholy,
aldehydy, acyklické estery nebo laktony, slouc¢eniny obsahujici atomy dusiku nebo
siry, kumariny a homology fenylpropanoidu (Dorman a Deans, 2000).

Ptirodni latky jsou izolovany znedfevnatych ¢asti rostlin nejcastéji
destilacnimi metodami, obvykle se jedna o destilaci s vodni parou (Dorman a Deans,
2000). Dalsim zptsobem izolace je methanolova ¢i ethanolova extrakce (Cowan,
1999).

Pro analyzovani jednotlivych slozek nebo celych smési se pouzivaji metody
chromatografické (plynova chromatografie, vysokou¢innd  kapalinova
chromatografie), hmotnostni spektrometrie, tandemova hmotnostni spektrometrie,
kapilarni zonova elektroforéza, nuklearni magnetickd rezonance nebo rentgenova

krystalografie (Cowan, 1999).

-13 -



2 TEORETICKA CAST

2.2 VYBRANE SKUPINY PRIRODNICH LATEK

2.2.1 Fenoly a polyfenoly

2.2.1.1 Jednoduché fenoly a fenolové kyseliny

Tyto latky maji substituovany fenolicky kruh. Mezi tyto latky patii napft.
kyselina kavova, katechol nebo pyrogallol. Bylo prokazano, ze s rostoucim poctem
hydroxylovych skupin roste toxicita. Fenolové kyseliny zplsobuji naruSeni

cytoplazmatické membrany (Cowan,1999).
2.2.1.2 Chinony

Jedna se o fenolické latky obsahujici 2 karbonylové skupiny. V piirod¢ se
vyskytuji zcela bézné, jsou barevné. Vytvaii irreverzibilni komplex s nukleofilnimi

aminokyselinami v proteinech. (Cowan, 1999).
2.2.1.3 Flavonoidy

Jsou to derivaty fenylchromanu a odvozuji se od 3 zakladnich skelett: flavan
isoflavan, neoflavan. Lze je nalézt pouze v rostlinné tisi (Moravcova, 2006). Aktivita
pravdépodobné spociva ve schopnosti vytvaret komplexy s extraceluldrnimi proteiny,

mohou se také vazat na bakteridlni bunéénou sténu (Cowan, 1999).
2.2.14 Trisloviny

Jedna se o polymerické fenolické slouceniny. Existuji 2 typy:
hydrolyzovatelné a nehydrolyzovatelné. Cilovou strukturou v mikrobialnich bunkach

jsou povrchové adheziny, polypeptidy bunécné stény a membranoveé vazané enzymy

(Cowan,1999).

- 14 -



2 TEORETICKA CAST

2.2.2 Terpeny

Zakladni chemicka struktura je CioHjs. Vyskytuji se také jako diterpeny
(Cyo), triterpeny (Cjy), tetraterpeny (Cag), hemiterpeny (Cs) a seskviterpeny (Cis).
Pokud tyto latky ve své molekule obsahuji kyslik, nazyvaji se terpenoidy. Jsou
ucinné proti bakteriim a prvoklim. Mechanismus u¢inku neni dosud zcela objasnén,
ale pfedpoklada se, Ze lipofilnimi soucastmi porusuji cytoplasmatickou membranu

(Cowan, 1999).

223  Glykosidy

Glykosidy jsou derivaty sacharidil, u nichz je hydroxylova skupina v poloze 1
pyranosového nebo furanosového kruhu nahrazena zbytkem necukerné molekuly,
tzv. aglykonem nebo geninem. Glykosidy jsou hojné rozsitené v celé rostlinné fisi.
Pro rostlinu ma tvorba glykosidi pravdépodobné vyznam detoxika¢niho mechanismu

(Moravcova, 2006).

2.24 Alkaloidy

Jedna se o heterocyklické dusikaté slouceniny (Cowan,1999). Jsou lipofilni,
ve vod¢ Spatn€ rozpustné, vétSinou pevné a bezbarvé. Jsou obsaZeny v riznych
castech rostlin, jejich obsah se méni zevnimi vlivy puasobicimi na rostlinu
(Moravcova, 2006). Antibakteridlni ucinky jsou ptredpokladany u vysoce
aromatickych planarnich kvartérnich alkaloidli jako je napi. berberin, ktery je

schopen se vmezefit do bakteridlni DNA (Cowan, 1999).

2.2.5 Silice

Silici nazyvdme komplex vonnych a té€kavych pfirodnich sloucenin
ptitomnych v rostlindch, ktery je lipofilni, olejovity a zpravidla ve vod¢ nerozpustny.
Za normalni teploty byvaji tekuté konzistence. Jsou v nich zastoupeny slouceniny

snad vSech chemickych skupin, zejména nizkomolekularni a bez vazby na cukry.

-15-



2 TEORETICKA CAST

V silicich vétSinou prevladd obsah jednoho typu sloucenin (napf. terpenické
uhlovodiky), ptipad, Ze dominantni je jen jedina sloucenina, je vzacny (Moravcova,
2006). Maji antimikrobialni a antiinvazivni aktivitu (Opletal a Simerda, 2005). Silice
mohou inhibovat syntézu DNA, RNA, proteinli a polysacharidii v bunikdch hub a
bakterii. Napf. tea tree oil denaturuje membranové proteiny, coz ma za nasledek
prasknuti vnej$i membrany, dochazi k iniku draselnych iontt, inhibici bunééného

dychani a 1yzi buniky (Kalemba a Kunicka, 2003.).

-16 -



2 TEORETICKA CAST

2.3 CHARAKTERISTIKA TESTOVANYCH
PRIRODNICH LATEK

231 Thymol

oH

Sumarni vzorec: C;oH;40
Molekulova hmotnost: 150,22 g.mol™

Obrazek 1 : strukturni vzorec thymolu

Synonyma: 2-isopropyl-5-methylfenol
5-methyl-2-isopropylfenol
5-methyl-2-(1-methylethyl)-fenol

(http://sigmaaldrich.com)

Thymol tvoii bezbarvé krystalky, je velmi tézce rozpustny ve vode¢, velmi
snadno rozpustny v 96% ethanolu a v etheru, snadno rozpustny v silicich a olejich,
mirné rozpustny v glycerolu. Rozpousti se také ve zfedénych roztocich alkalickych
hydroxidi (Cesky lékopis, 3.dil, 1997). Jedna se o fenolicky monoterpen ziskavany
pfirodné z tymidnového oleje (nebo z jinych tékavych oleji). Je pritomen v fadé
silic, jedna se zejména o silice ziskdvané z rostlin rodd Thymus (tymién,
matefidouska) Origanum (dobromysl) a Ocimum (bazalka). Vyrdbi se také

synteticky. Je pouzivan jako stabilizator ve farmaceutickém primyslu a ma

antiseptické, antibakteridlni a antifungalni Uc¢inky (http://chemicalland21.com

Nlifescience/phar/THYMOL.htm, stazeno 21. 11. 2008; Opletal a Simerda, 2005).

Hanbali a kol. (2005) provedli analyzu esencialniho oleje z kotene Pulicaria
odora (bleSnik vonny) a identifikovali vném 27 komponent. Thymol tvofil
47,83 %. Pomoci GC a GC-MS Angelini a kol. (2003) analyzovali silice ziskané

z rozmarynu, tymidnu a saturejky. Urcili, ze hlavni slozkou Thymus (T.) vulgaris

-17 -



2 TEORETICKA CAST

(matefidouska obecnd) je thymol (44 %). Alma a kol. (2003) pomoci metody GC-MS
stanovili obsah thymolu v Syrian oreganum (dobromysl syrska) na 2,12 %.

Slouceniny s fenolickou strukturou, jako jsou karvakrol, eugenol a thymol
jsou vysoce u¢inné proti mnoha mikroorganismiim. Mohou putsobit baktericidné
nebo Dbakteriostaticky, v zavislosti na pouzit¢ koncentraci. Poloha hydroxylové
skupiny ve fenolické struktuie mé souvislost s antibakteridlnimi u¢inky (Dorman
a Deans, 2000).

Burt a kol. (2005) testovali U¢inek na Escherichia (E.) coli O157:H7,
inhibi¢ni koncentraci stanovili na 1,2 mmol/l. Olasupo a kol. (2003) uvadéji, ze
ucinné koncentrace thymolu na Salmonella (Sal.) enterica serovar Typhimurium je 1
mmol/l a inhibi¢ni koncentrace na E. coli je 1,2 mmol/l. 1. Nostro a kol. (2007)
zkoumali jeho UCinky na biofilmy Staphylococcus (S.) aureus a S. epidermidis,
inhibi¢ni koncentraci stanovili 0,031-0,125 %. Kisk6é a Roller (2005) zkoumali
ucinek thymolu na E. coli O157:H7 v jablecném dzusu. Zjistili, Ze pii koncentraci

1,25 mM redukoval bakterialni bunky na nedekovatelné¢ mnozstvi.

2.3.2 Karvakrol

HO

Sumarni vzorec: C;oH 4O
Molekulova hmotnost: 150,22 g.mol™

Obrazek 2: strukturni vzorec karvakrolu

Synonyma: 5-isopropyl-2-methylfenol
(http://sigmaaldrich.com)

Jedna se o latku nerozpustnou ve vode¢, je rozpustny v ethanolu a etheru. Za

bézné teploty se vyskytuje v kapalném stavu.

- 18 -



2 TEORETICKA CAST

Karvakrol je pfitomen v fad¢ silic, ziskanych pfedev$im z nadzemnich ¢ésti
rostlin rodt Thymus, Origanum (Ori.) a Ocimum. V T. herba-barona je obsazeno
73-75,4 % karvakrolu, v Ori. compactum (dobromysl) je jeho obsah 49,52 %. Také
se vyskytuje v listech Lippia multiflora (Opletal a Simerda, 2005).

Skocibusi¢ a Bezi¢ (2004) provedli fytochemickou analyzu nadzemnich ¢asti
rostlin Satureja (Sat.) montana (saturejka horskd) a Sat. cuneifolia pomoci metody
GC-MS. Jako hlavni slozku Sat. montana stanovili karvakrol (45,7 %). Stejnou
metodou analyzovali Angelini a kol. (2003) silice ziskané z tymidnu, rozmarynu a
saturejky. Zjistili, Ze hlavni slozkou oleje z Sat. montana byl karvakrol (47 %).
Zastoupeni latek v silici ze Syrian oreganum zjistovali pomoci GC-MS Alma a kol.
(2003). Mnozstvi karvakrolu stanovili na 27,79 %.

Karvakrol je uc¢inny na Siroké spektrum mikroorganismt. Wong a kol. (2008)
uvadéji, ze inhibi¢ni koncentrace karvakrolu na Mycobacterium (My.) avium ssp.
paratuberculosis je 72,2 pg/ml. Burt a kol. (2005) testovali t¢innost karvakrolu na
E. coli O157:H7, inhibi¢ni koncentraci stanovili na 1,2 mmol/l. Nostro a kol. (2007)
zkoumali U¢innost na biofilmy S. aureus a S. epidermidis, inhibi¢ni koncentraci
stanovili 0,031-0,125 %.

Mechanismus ucinku oreganového esencialniho oleje obsahujiciho karvakrol
a thymol na Pseudomonas (Ps.) aeruginosa a S. aureus je zalozen na poruSeni
membranové integrity, uniku iontli a je zkouman také vliv na vnitini pH téchto

mikrobt (Lambert a kol., 2001).

233 p-cymen

CH,

CH

Hqlz .
Sumarni vzorec: CioHi4
Molekulova hmotnost: 134,22 g.mol™

obrazek 3: strukturni vzorec p-cymenu
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Synonyma: 1-isopropyl-4-methylbenzen
4-isopropyltoluen

(http://sigmaaldrich.com)

p-cymen patii do skupiny monoterpentli, je nerozpustny ve vodé¢, ale je
misitelny s ethanolem a etherem. p-cymen je v piirodé nejbéznéji se vyskytujici
forma cymenu (http://chemicalland21.com/specialtychem/perchem/LIMONENE%20
OXIDE .htm, stazeno 22. 12. 2008).

Goren a kol. (2004) stanovili pomoci GC-MS obsah p-cymenu v Sat.
thymbra na 16,39 %. Stejnou metodou analyzovali Skocibusi¢ a Bezi¢ (2004)
esencidlni olej ze Sat. montana, obsah p-cymenu stanovili na 12,6 %. Salgueiro a
kol. (2004) prokazali v silici z Thymbra capitata 7,5 % p-cymenu.

Burt a kol. (2005) zkoumali ucinek p-cymenu na E. coli O157:H7, inhibi¢ni
koncentraci stanovili na >50mmol/l. Kisko6 a Roller (2005) také testovali jeho ucinek
na E. coli O157:H7. Uvadé&ji, ze pifi koncentraci 1,25 mM redukoval bakteridlni

buiiky na nedekovatelné mnozstvi.

234 Arbutin

HO

10 O
10OH

HO  OH

Sumarni vzorec: C;,H ;607
Molekulova hmotnost: 272,25 g.mol™

Obrazek 4: strukturni vzorec arbutinu
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Synonyma: 4-hydroxyfenyl-p-D-glukopyranosid
p-arbutin
hydroquinon B-D-glukopyranosid
(http://sigmaaldrich.com)

Nachazi se v listech volné rostouci medvédice lékaiské (Arctostaphylos
uva-ursi ) v mnozstvi 5-12 % (Moravcova, 2006).

Arbutin je bily praSek, bez zépachu, je rozpustny ve vodé€. Jedna se o
glykosylovany hydrochinon, plisobi jako antiseptickd a antibakterialni latka zejména
na sliznici moc¢ového ustroji — v ledvinach je pfeménén na antibakterialné pusobici
hydrochinon, ktery se snadno oxiduje i vzdusnym kyslikem ale i piisobenim oxidas a
poskytuje ¢erné zbarvené oxidacni produkty. Piisobi také jako depigmentacni ¢inidlo
— zabrafiuje syntéze melaninu inhibici tyrosinazové aktivity
(http://chemicalland21.com/lifescience/foco/ARBUTIN.htm, stazeno 21. 11. 2008 ;
Moravcova, 2006 ).

Robertson a Howard (1987) testovali efekt arbutinu na rast Mycoplasma (M.)

hominis. Zjistili, ze v koncentraci 2,2 mM vykazoval inhibi¢ni u€inky, ale pouze na

nckteré kmeny.

2.3.5 Katechin hydrat

OH

OH
s « H,0
HO O
OH
OH
Sumarni vzorec: C5H 404
Molekulova hmotnost: 290,27 g.mol™
Obrazek 5: strukturni vzorec catechin hydratu (bezvody)
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Synonyma: trans-3,3¢,4¢,5,7-pentahydroxyflavan
trans-2-(3,4-dihydroxyfenyl)-3,4-dihydro-1(2H)-benzopyran-3,5,7-triol

(http://sigmaaldrich.com)

Katechin tvofi bezbarvé jehlickovité krystaly, dobte rozpustné v horké vod¢ a
ethanolu, mirné rozpustné ve studené vodé a etheru (Cesky 1ékopis, 1. dil, 1997).

Radi se do skupiny flavonoidi. Jedna se o polyfenolické
slouCeniny syntetizované mnoha rostlinami. Je obsaZzen zejména v cCajovniku.
(http://Ipi.oregonstate.edu/infocenter/phytochemicals/flavonoids/index.html, stazeno

25.11. 2008).

Katechin vykazuje rozdilny ucinek enantiomerd. (-)-katechin je
allelochemické agens, vylu€ované koteny chrpiny, plni roli fytotoxinu, ma Sirokou
herbicidni aktivitu (postrada antimikrobidlni ucinky). (+)-katechin neni fytotoxicky,
ma vSak antibakterialni aktivitu vi€i agens napadajicim kotfeny rostlin. Opticka
aktivita je vyznamnym faktorem urcujicim antimikrobidlni (antiinvazivni) aktivitu
t&chto polyfenolt (Opletal a Simerda, 2005).

Mabe a kol. (1999) testovali t¢innost katechinu na Helicobacter (H.) pylori,

inhibi¢ni koncentraci stanovili na 64 pg/ml.

2.3.6 Hydrochinon monomethylether

CH

HEC
Sumarni vzorec: C7HgO,

Molekulova hmotnost: 124,14 g.mol™

Obrazek 6: strukturni vzorec hydroginone monomethyetheru

Synonyma: 4-methoxyfenol
p-methoxyfenol
4-hydroxyanisol

(http://sigmaaldrich.com)
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Jedna se o krystalickou latku vlockovitého charakteru, bilé az zlutohnédé
barvy, s vliini po karamelu a fenolu. Je jen velmi malo rozpustny ve vodé, dobte vSak
rozpustny v organickych rozpoustédlech jako je 96% ethanol, ether nebo benzen
(http://www.osha.gov/SLTC/healthguidelines/4-methoxyphenol/recognition.html,
stazeno 15. 12. 2008).

Je pouzivan jako inhibitor ve vinylovych a akrylovych monomerech, ma
antioxidac¢ni vlastnosti. Také je pouZzivan jako meziprodukt pii vyrobé stabilizatord,
barviv nebo 1é¢iv (http://chemicalland21.com/specialitychem/perchem/4-

METHOXYPHENOL .htm, stazeno 15. 12. 2008).

2.3.7 Methylgallat
@)
HO
OCH.
HO
OH Sumarni vzorec: CgHgOs
Molekulova hmotnost: 184,15 g.mol

Obrazek 7: strukturni vzorec methylgallatu

Synonyma: methylester kyseliny gallové
methyl-3,4,5-trihydroxybenzoat
(http://sigmaaldrich.com)

Je to bila krystalicka latka dobfe rozpustnd v 96% ethanolu.

Radi se mezi vyznamné antioxidanty. Ma protektivni uginek proti
oxidativnimu stresu zprostfedkovaném H,0,. Velmi u¢inny je zejména pii
dlouhodobé;jsi expozici pti nizké koncentraci H,O, (Whang a kol.,2005).

Kane a kol. (1988) testovali jeho aktivitu proti herpetickym viram. Je u¢inny
proti viru Herpes simplex 2.

Choi a kol. (2008) testovali jeho ucinky na bakterie rodu Salmonella

z klinickych izolath. Uvadeéji, Ze inhibi¢ni koncentrace je v rozmezi 3,9-125 pg/ml.
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Kang a kol. (2008) stanovili u¢innou koncentraci na oralni bakterie na 1-8 mg/ml, a

na biofilmy Streptococcus (Str.) mutans na 1 mg/ml.

2.3.8 Ethylgallat

O
HO PN

HO

OH Sumarni vzorec: CoH{¢Os
Molekulova hmotnost: 198,17 g.mol™

Obrazek 8: strukturni vzorec ethylgallatu

Synonyma: ethylester kyseliny gallové
ethyl-3,4,5-trihydroxybenzoéat
(http://sigmaaldrich.com)

Jedna se o bilou krystalickou latku dobte rozpustnou v 96% ethanolu.

Ivanova a kol. (2002) izolovali ethylgallat z kofent rostlin Paeonia (P.)
peregrina (pivonka balkanskad) a P. tenuifolia (pivonka uzkolista). V P. peregrina se
kol. (2006) izolovali ethylgallat metodou HPLC-APCI-MS z rostliny Rhodiola
(rozchodnice).

Johnstone a Little (1953) zkoumali u¢innost ethylgallatu na My. tuberculosis,

nad koncentraci 200 pg/ml vykazoval baktericidni G¢inky.

2.3.9 Melaleuceae aetheroleum (tea tree oil)

Tee tree oil je esencidlni olej ziskdvany destilaci s vodni parou z listli stromu
Melaleuca alternifolia. Je slozen zvice nez 100 latek, jednd se zejména o

monoterpeny a seskviterpeny. Hlavni slozkou je terpinen-4-ol (jeho obsah tvofii
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30-40 %). Vykazuje antifungalni, antiseptické, germicidni a antibakteridlni vlastnosti

(http://chemicalland21.com/lifescience/foco/TEA%20TREE%200IL.htm,  stazeno

16. 12. 2008). Je bezbarvy az lehce nazelenaly, jeho viné pfipomina kafr

(http://www.wisegeek.com/what-is-tea-tree-oil.htm, stazeno 16. 12. 2008).

Tato silice ma vybornou penetrac¢ni schopnost a lipoidni rozpustnost. Bylo
pozorovano, ze organickd rozpoustédla a povrchové aktivni latky, ¢asto pouzivané
pro solubilizaci jsou nevyhodné, protoze snizuji jeji aktivitu. I kdyz nepatii mezi
nejaktivng&jsi silice, ma velmi Siroky radius zasahu mikroorganismii. U¢inkuje mj. na
E. coli, S. aureus, S. epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Candida (Can.) albicans,
Clostridium perfringens (Opletal a Simerda, 2005).

Carson a kol. (2006) uvadéji jeho G€innost na mnoho bakterii. Rast Bacillus
(B.) cereus inhiboval tea tree oil pti 0,3% koncentraci, S. aureus (MRSA) pfi 0,04-
0,35%, E. coli a Proteus vulgaris pti 0,08-0,2%, Enterococcus faecalis pti 0,5->8%,
Ps. aeruginosa pti 1-8%. Furneri a kol. (2006) zkoumali jeho aktivitu na M. hominis.
Inhibi¢ni koncentraci stanovili na 0,12 %. LaPlante (2007) testoval jeho ucinek na
methicilin-resistentni S. aureus (MRSA). Inhibi¢ni koncentraci stanovil na 1024
mg/l. Mondello a kol. (2009) uvéadéji, ze inhibi¢ni koncentrace tea tree oil na

Legionella pneumophila je 0,125-0,5 %.

2.3.10 Rosmarini aetheroleum (rozmarynova silice)

Je to bezbarvd az nazloutld cird kapalina, charakteristického pachu a
aromaticky hotké chuti. Je velmi téZce rozpustna ve vodé, misitelna s ethanolem,
s etherem a oleji. Silice je izolovana z listi druhu Rosmarinus officinalis (rozmaryn
1ékatsky) destilaci s vodni parou. Obsahuje 10-15 % volného 1 vazaného borneolu
(Cesky 1ékopis, 3.dil, 1997).

Dalsimi komponentami jsou kafr, 1,8-cineol, a-pinen. Kromé monoterpenti
obsahuje diterpenové fenolické latky karnosolovou kyselinu, karnosol, rosmarol a
fadu jejich derivati. Celkovy biologicky ucinek je zavisly na vSech obsaZenych
latkéach, proto nejucinnéjsi je alkoholovy extrakt. Silice je pomérné siln€ Gi€inna proti
fadé¢ rtznych mikroorganismt (bakterie, kvasinky, mikromycety). Alkoholovy

extrakt je ucinny proti Listeria monocytogenes, S. aureus, Str. mutans, B. cereus.
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Celkovy antibakteridlni uc¢inek je pravdépodobné z vétsi ¢asti zplisoben diterpeny
(Opletal a Simerda, 2005).

Soylu a kol. (2006) zjistovali jeji ucinek na Phytophora infestans, inhibi¢ni
koncentraci ur€ili na 12,8 pg/ml. Mahady a kol. (2005) uvadéji, ze extrakt z listd
Rosmarinus  officinalis  ucinkoval na H.  pylori pii  koncentraci
25 pg/ml. Fu a kol. (2007) stanovili inhibi¢ni koncentraci proti Propionibacterium

acnes na 0,56 mg/1.

2.3.11 Eucalypti aetheroleum (eukalyptova silice)

Je to bezbarva nebo svétle zluta kapalina aromatického pachu a pronikavé
kafrové, pozdéji chladivé chuti. Silice blahoviéniku je ziskavéana destilaci s vodni
parou a naslednou rektifikaci z Cerstvych listi nebo Cerstvych koncovych vétévek
riznych druh@t rodu Eucalyptus (Euc.), které jsou bohaté na 1,8-cineol (Cesky
1ékopis, 2.dil, 1997).

Hlavnimi zéstupci jsou Euc. globulus (blahovicnik kulatoplody), Euc.
fruticetorum, Euc. polybractea, Euc. smithii (Opletal a Simerda, 2005). 1,8-cineol
(eukalyptol) je pfitomen v mnozstvi 80-90 %, dalSimi pfitomnymi latkami jsou
p-cymen (2,7 %), a-pinen (2,6 %), limonen (0,5 %), geraniol a kafr (Committee for
veterinary medicinal products, 1998).

Tato silice ma antimikrobidlni G¢inky na E. coli, Str. faecalis, S. aureus,
Ps. aeruginosa a zvlast€¢ vaci My. avium. Tlumi také rist nékterych mikromyecet.
Kromé antimikrobiédlnich efektii tlumi syntézu prostaglandini, ptisobi expektoracné,

antitusicky a méa povrchové smacivy Géinek (Opletal a Simerda, 2005).

2.3.12 Lavandulae aetheroleum (levandulova silice)

Lavandulae aetheroleum je tékavy olej ziskdvany z Lavandula angustifolia
(levandule uzkolistd) - trvalkovity ket rostouci ve stfedozemni oblasti. Rostlinny
vytazek obsahuje hydroxykumariny (umbelliferon, herniarin), tanin, derivaty
kyseliny kavové a tékavy olej (1-3 %). Hlavnimi slozkami oleje jsou (-)-linalool (20-

50 %) a linalyl acetat (30-40 %). Tyto dvé slozky tvoii 60-75 % Lavandulae
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aetheroleum. Dal$imi slozkami jsou levandulyl acetat, cis-ocimen, terpinen-4-ol a
B-karyofylen (Committee for veterinary medicinal products, 1999).

D’Auria a kol. (2005) stanovili inhibi¢ni koncentraci na Can. albicans 0,69-
1,04 %. Mahady a kol. (2005) uvad¢ji, Ze inhibi¢ni koncentrace extraktu z kvéti
Lavandula angustifolia na H. pylori byla 100 pg/ml. Soylu a kol. (2006) testovali jeji

ucinek na Phytophora infestans, u¢inny byl pfi koncentraci 25,6 pg/ml.

2.3.13 Carvi aetheroleum (kminova silice)

Je to bezbarva az nazloutla ¢ira kapalina, charakteristického pachu a chuti. Je
velmi téZce rozpustna ve vodé, misitelna s ethanolem, s etherem a oleji. Jedna se o
silici ziskavanou ze zralych plodi Carum carvi (kmin kotfenny) destilaci s vodni
parou (Cesky lékopis, 2.dil, 1997).

Hlavnimi slozkami oleje jsou (S)-(+)-karvon (45-65 %) a limonen (30-40 %).
Déle obsahuje 0,2-1,5 % terpenl, jako jsou myrcen, a-felandren, p-cymen,
B-karyofylen, cis- a trans-karveol, cis- a trans-dihydrokarvon a trans-dihydrokarveol
(Committee for veterinary medicinal products, 1998).

Mahady a kol. (2005) uvadéji, Ze inhibi¢ni koncentrace extraktu ze semen

Carum carvina H. pylori byla 100 pg/ml.

2.3.13.1 Limonen

CH,

HaC

-H L,
3 Sumarni vzorec: CioHjs

Molekulova hmotnost: 136,23 g.mol™

Obrazek 9: strukturni vzorec limonenu ((£)-limonen)

Synonyma: (£)-Limonene
p-Mentha-1,8-diene
(http://sigmaaldrich.com)

_27 -



2 TEORETICKA CAST

Limonen je bezbarva kapalina siln€ vonici po pomeranci a citronu. Jedna se o
chiralni molekulu. (R)-enantiomer (d-limonen) je hlavni slozkou extraktl z citrusové
ktry. Narozdil od citronové viin¢ d-limonenu, l-limonen zapachd po terpentynu.
Racemicka smes obou enantiomert se nazyva dipenten
(http://chemicalland? 1.com/specialtychem/perchem/LIMONENE%200XIDE.htm,
stazeno 22. 12. 2008).

O’Bryan a kol. (2008) testovali u¢inek d-limonenu proti bakteriim rodu

Sallmonella, jako u¢innou koncentraci uvadéji 1 %.

2.3.14 Foeniculi aetheroleum (fenyklova silice)

Jedna se o bezbarvou az slab& nazloutlou ¢irou kapalinu. M4 charakteristicky
pach, zprvu nasladlou a pozdéji hotkou chut’. Je velmi tézce rozpustna ve vode, ale
misitelna s 96% ethanolem, etherem a mastnymi oleji (Cesky 1ékopis, dil, 1997).

Tato silice se ziskava destilaci s vodni parou ze zralych plodi Foeniculum
vulgare Miller var. vulgare (fenykl obecny). Olej obsahuje trans-anethol (60-75 %),
(+)-fenchon (12-30 %), estragol (2-7 %), a-pinen, limonen, p-cymen a dalsi terpeny
v malém mnozstvi (Committee for veterinary medicinal products).

Opletal a Simerda (2005) uvadéji, ze fenyklova silice vykazuje i¢innost proti
E. coli, Str. pyogenes, S. aureus, My. avium a B. cereus. Uéinné koncentrace zde
vSak neuvadéji. Mahady a kol. (2005) testovali u¢inek extraktu ze semen Foeniculi

vulgare na H. pylori. Inhibi¢ni koncentraci stanovili na 100 pg/ml.
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24 METODY STANOVENI CITLIVOSTI
MIKROORGANISMU K ANTIMIKROBIALNIM
LATKAM

Pfi zjistovani uCinnosti antimikrobialnich latek se vyuzivaji kvalitativni a
kvantitativni metody stanoveni.

Kvalitativni metody jsou metody diftzni, slouzi k orientacnimu zjisténi
antimikrobialni aktivity dané latky. Jednd se o pomérné spolehlivé metody, kterymi
1ze urcit i semikvantitativni vysledky.

Mezi kvantitativni metody patii agarové a bujonové diluéni metody. Tyto
metody poskytuji piesnéj§i informace nejen o UuUCinku antimikrobidlni latky
(baktericidni, bakteriostaticky), ale i 0 mnozstvi uc¢inné latky inhibujici rust, pfipadné
zcela usmrcujici testované mikroorganismy. Jsou vSak pracnéjsi nez metody diftizni
(Vytrasova, Bilkova, 1998).

Oba typy uvedenych metod se vyuzivaji pii stanoveni Uc¢innosti ptirodnich

latek.

241 Kvalitativni metody

24.1.1 Diskova difuzni metoda

Zkouseny mikroorganismus se naockuje na agarovou pudu v Petriho misce.
Poté se na povrch agarové pady prilozi papirové disky (impregnované piedem presné
stanovenymi koncentracemi antibiotika (ATB)). ATB difunduje z diski do okoli a
vytvafi na povrchu plidy rizné velké kruhové zoény, v nichZ je plisobenim ATB
potlacovan rust mikroorganismu (tzv. inhibi¢ni zony). Ostatni pida na plotné je
koloniemi testovaného mikroorganismu pravidelné¢ porostla (Vytrasova, Bilkova,
1998).

Tento test se ke kvalitativnimu prukazu pouziva nejbéznéji.

Alma a kol. (2003) diskovou difuzni metodou zkoumali wcinnost

oreganového esencidlniho oleje. Wilkinson a Cavanagh (2005) touto metodou
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zjistovali ucinnost tea tree oil. Aktivitu oleje, jehoz hlavni slozkou byl karvakrol,

stanovovali timto zpisobem Unlii a kol. (2009).

24.1.2 Agarova difizni metoda

Je zalozena na stejném principu jako difuzni diskova metoda. Rozdil spociva
pouze v nanaSeni antimikrobidlni latky, ktera se pipetuje ptimo do jamek v agarové
vrstvé (Jandova a Kotouckova, 1996).

Agarovou difuzni metodu pouzili Dorman a Deans (2000) pfi testovani
ucinnosti nékolika esencialnich olejti. Venturini a kol. (2002) touto metodou testovali

ucinek thymolu a eugenolu.

24.2 Kvantitativni metody

24.2.1 Bujonova diluéni metoda

Do fady zkumavek s bujonem obsahujicim snizujici se koncentraci daného
ATB (fedéni se provadi dvojkovou fadou) se naockuje pfislusny kmen. Po urcité
dobé inkubace se odecitaji vysledky, hledd se zkumavka ve které jiz nedoslo
k pomnozeni mikroorganismu. Koncentrace v této zkumavce se nazyva minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC). Pro vétSinu mikroorganismii se pouziva Mueller-
Hintonliv bujén a pomnozeni je charakterizovano vznikem sedimentu nebo zédkalu.
V ptipadé¢ M. hominis je pouzivan PPLO bujon a rlst je indikovan zménou jeho
zbarveni.

Zjisténi MIC vyjadiuje pfimo miru citlivosti daného mikroba (Bednaf a kol.,
zabrani rlstu pfislusSného mikroba. Jako MIC 90 se oznacuje koncentrace, ktera
potlaci rast 90 % testovanych kmenii daného druhu (Votava a kol., 2005).

Za citlivy se povazuje kmen, jehoz MIC je 2x-4x mensi nez koncentrace

dosahovana terapeuticky v krvi (breakpoint) (Cizek, 1999).
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Bujonovy diluéni test se bézn¢ provadi v polystyrénovych mikrotitracnich
destickach. Vétsinou se pro jedno ATB pouziva 8 koncentraci. Zjisténé vysledky se
interpretuji podle tabulek obsahujicich hrani¢ni koncentrace pro jednotlivd ATB a
daného mikroba (Bednar a kol., 1996).

Bujonovou mikrodiluéni metodou zkoumali Skocibusi¢ a Bezi¢ (2004) uc¢inek
saturejkového esencialniho oleje. Lambert a kol. (2001) testovali mikrodilu¢ni
metodou aktivitu thymolu a karvakrolu. Uginky thymolu a eugenolu bujénovou

dilu¢ni technikou zkoumali 1 Venturini a kol. (2002).

24.2.2 Agarova dilu¢ni metoda

Do tady Petriho misek se naliji agarové pudy s riznou koncentraci daného
ATB. Na jednu agarovou pidu se bodové naockuje jehlovym reziduem
30-40 kmenl najednou. Po inkubaci se odecitd rist ve form& uzaviené kolonie.
Plotna, kde jiz neni pozorovan rust, obsahuje MIC ATB. Hodnoty se interpretuji
podle tabulkovych hodnot. Agarova metoda plati jako referencni. Je presnéjsi, 1épe
se stanovuje inhibice ristu (Bednar a kol., 1996).

Utinky thymolu a karvakrolu testovali agarovou dilu¢ni metodou Nostro a
kol. (2004). Venturini a kol. (2002) zkoumali touto metodou ucinky thymolu a

eugenolu.
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2.5 MYCOPLASMA HOMINIS

2.5.1 Charakterizace rodu Mycoplasma

Mykoplazmata se tadi do tfidy Mollicutes (mollis = meékky, cutis =
ktze)(Kalban, 2005). Jsou to nejmens$i mikroorganismy schopné samostatné
replikace. Narozdil od ostatnich bakterii nemaji pevnou bunécnou sténu. Buiiky jsou
obaleny pouze tfivrstevnou membranou, kterd je tvofena lipidy a proteiny.
Vyznamnou slozkou membrany je cholesterol.

Pro buiikky mykoplazmat je charakteristicka riizna velikost a pleomorfismus.
Zakladni formou je malé kokovité télisko, ale zralé kultury obsahuji i buiiky vétsi,
ovalné, protahlé a vlaknité, nékdy s vétvenim (Bednat a kol., 1996).

Diky nepfitomnosti kompletni bunééné stény se metodou dle Grama
prakticky nebarvi (Votava a kol., 2003).

Mykoplazmata maji nejmensi genom ze vSech bakterii. Nemohou proto
syntetizovat fadu pro né vyznamnych sloucenin. Jejich chovani je proto parazitické,
potiebné ziviny ziskavaji z hostitelské bunky.

Mykoplazmata jsou nejmens$i mikroorganismy schopné ristu na
bezbunéénych médiich (Kalban, 2005). M. hominis na agarovych pidach vyrtsta

v charakteristickych koloniich vzhledu ,,sdzeného vejce™ (ptiloha, obrazek 10).

2.5.2 Ultrastruktura bunék Mycoplasma hominis

Anderson a Barile (1965) studovali elektronovou mikroskopii M. hominis
typu L. Zjistili, Ze morfologie je velmi variabilni a patrné zavisla na stari kultury.
Vnitrobunééné komponenty jsou také rozmanit¢é — nékteré formy obsahuji
ribosomim podobnd granula, nékteré maji nepravidelnou hustotu, jiné obsahuji
cytoplasmatickd téliska podobnd elementarnim téliskim. Hlavné ve starSich

kulturach jsou viditelné vakuoly.
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2.5.3 Adheze na hostitelské bunky

Schopnost osidlit organismus vazbou na specifické receptory hostitelské
bunky je prvnim a zdkladnim krokem k umoznéni kolonizace hostitele. Receptory, na
které se M. hominis vaze, zejména v lidském urogenitalnim traktu z néhoz jsou velmi
Casto izolovany, jsou hlavné, ne-li vyhradné sulfatované glykolipidy (Olson a
Gilbert, 1993).

Faktory zprostfedkovavajici adhezi jsou proteinové povahy. Jsou citlivé
k proteolytickym enzymutm, teplu a formalinu (Henrich a kol., 1993). Tito autofi
zkoumali mechanismus adheze M. hominis na hostitelské bunky urogenitalniho
traktu pomoci monoklonélnich protildtek namifenych proti povrchové lokalizovanym
polypeptidim P50, P60, P80 a P100. Zjistili, Ze pfinejmensim P100 a P50 jsou
adheziny.

Vaa adhesin (variable adherence-associated adhesin) je povrchove
lokalizovany, membrénové-asociovany protein souvisejici s pfipojenim k hostitelské
bunice. Na povrchu buiiky je velmi pocCetny a vyskytuje se ve 2 formach (Boesen a

kol., 2001).

2.54 Vyskyt Mycoplasma hominis v genitalnim ustroji

M. hominis byva izolovano z urogenitalniho traktu 1 klinicky zdravych muza
a zen. Kolonizace timto mikrobem stoupd po puberté¢ a Uzce souvisi se sexualni
aktivitou. Mira kolonizace se zvysujici se sexualni aktivitou stoupa vice u zen nez u
muzu, zeny jsou tedy ke kolonizaci citlivéj$i nez muzi (Imudia, 2008).

Elias a kol. (2005) zjistovali jeho vyskyt u skupiny asymptomatickych Zen.
M. hominis izolovali pouze u 1 z90 Zen (1,1 %). Arya a kol. (2001) izolovali
M. hominis u 31 z 249 (12 %) Zen bez klinického nalezu. Castellano-Gonzales a kol.
(2007) sledovali jeho vyskyt u skupiny t€hotnych zen a Zen bez probihajicicho
téhotenstvi. U téhotnych Zen izolovali M. hominis v 10 % ptipadii, u druhé skupiny
se jednalo o 35,38 % pozitivnich izolatd.

Takahashi a kol. (2006) zjistovali jeho vyskyt u asymptomatickych muzi. Ze

100 testovanych muzii byly na M. hominis pozitivni 4%.
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2.5.5 Onemocnéni vyvolana Mycoplasma hominis

Pti uplatnéni M. hominis v onemocnéni clovéka hraje nepochybné
vyznamnou roli celd fada podpirnych faktord, jako je v€k, pohlavni aktivita, pocet
sexualnich partneri, socialné-ekonomické zazemi apod. (Bednat a kol., 1996).

Mykoplazmové infekce urogenitdlniho traktu byvaji casto sdruzovany
sjinymi bakteridlnimi onemocnénimi, pfedev§im pak sinfekty vyvolanymi
Chlamydia trachomatis a Str. agalactiae (Votava a kol., 2003).

M. hominis muze byt soucasti abnormdlni poSevni mikroflofy u Zen
s bakteridlni vaginézou. Smayevsky a kol. (2001) prokazali u Zen s timto
onemocnénim M. hominis u 42 % zen, Masata a kol. (2004) u 48-63 % Zen a Arya a
kol. (2001) prokézali piitomnost v 59 % ptipadu.

Dale je M. hominis asociovano s intraamnidlni infekci, poporodni
endometritidou a zdnétem panve (PID - pelvic inflammatory disease). Také je
mozné, ze usnadiiuje ascendentni Sifeni infekce do horni ¢asti genitilniho traktu.
Vzéacné je M. hominis diagnostikovano samostatné. VéEtSinou je prokazovano
s ostatnimi mikroorganismy, které jsou soucasti abnormalni mikroflory (Masata
a kol., 2004).

Schlicht a kol. (2004) oznacuji M. hominis za jednu z pti¢in vzniku potratu,
predc¢asného porodu, respiracni tisné novorozenci a neonatalni meningitidy. Podle
Cummingse a McCormacka (1990) je jednou z pfic¢in akutni salpingitidy, a mize
zpusobit endometritidu nasledovanou potratem nebo porodem. Déle je M. hominis
asociovano s  pyelonefritidou, chorioamnionitidou, s poporodnimi  nebo
popotratovymi horeckami (Imudia a kol., 2008). Je izolovano asi u 1/5 ptipadi
negonokokovych uretritid, ale neni povazovano za ptvodce (Greenwood a kol.,
1999).

V soucasné dobé je M. hominis Casto studovano jako potencidlné mozZna
pri¢ina neplodnosti.

Fenkci a kol. (2002) izolovali M. hominis u 8 % Zen s infertilitou, Rodriguez
a kol. (2001) prokazali jeji pfitomnost u 4,8 % Zen. Martens a kol. (1993) izolovali

z cervikalnich kultur M. hominis v 6 % ptipadi. Meller a kol. (1985) stanovili u zen

-34 -



2 TEORETICKA CAST

s neplodnosti v 13,5 % piipada protilatky proti M. hominis. Zda se skute¢né podili na

vzniku infertility je stale pfedmétem zkoumani (Imudia a kol., 2008).

2.5.6 Citlivost k antimikrobialnim latkam

Jelikoz mykoplazmata nemaji buné¢nou sténu, nejsou citliva na penicilin a
ostatni ATB s obdobnou strukturou — -laktamova ATB.

Jsou vsak citlivé k Sirokospektrym ATB. VétSina z téchto antibiotik pouze
inhibuje rist mykoplazmat, ale nezabiji je (Taylor-Robinson a Bébéar, 1997).

Plisobi na né¢ ATB zasahujici do syntézy proteind. Jsou citliva na linkomycin
a klindamycin, chloramfenikol, rezistentni na erythromycin a rimfapin. Casto
pouzivanymi antimikrobidlnini 1é¢ivy jsou tetracykliny. Cummings a McCormack
(1990) vsak zjistili, Zze nékteré kmeny M. hominis jsou jiz rezistentni na toto
antibiotikum. V nékterych oblastech je resistence na tetracykliny az 30 % (Taylor-
Robinson a Bébéar, 1997). M. hominis je in vitro prirozené rezistentni na
erythromycin. Citlivé je vSak k modernim makrolidim jako je josamycin nebo
miocamycin (Furneri a kol., 2000).

Waites a kol. (2008) testovali Uc¢innost né€kolika ATB. Nejucinnéj$im
antimikrobidlnim 1é¢ivem byl klindamycin.

Byly testovany také ucinky ptirodnich latek na M. hominis.

Furneri a kol. (2006) stanovili MIC tea tree oil na M. hominis na 0,12 %. MIC
oleuropeinu (latky obsazené v olivovém oleji) stanovili Furneri a kol. (2002) na
20 mg/l. MIC hydroxytyrosolu (také latka obsazena v olivovém oleji) byla
stanovena na 0,03 pg/ml (Furneri a kol., 2004).

2.5.7 Kultivace

Kultivace se provadi na komplexnich kultivaénich médiich PPLO agaru
nebo PPLO bujonu. Hlavnimi zdroji nutri¢nich komponent jsou kvasni¢ny extrakt a
koniské sérum. Kvasni¢ny extrakt je zdrojem vitaminil a aminokyselin. Koiiské sérum
je zdrojem cholesterolu, bilkovin a nenasycenych mastnych kyselin. Jako inhibi¢ni

slozky se pridavaji octan thalny a ATB zasahujici do syntézy bunécné stény
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nezadoucich bakterii — napi. ampicilin. Do PPLO bujonu se dale pfidava L-arginin,
ktery je M. hominis schopno utilizovat a fenolova cerven jako acidobazicky
indikator. M. hominis rozloZi arginin za vzniku amoniaku NHj3, tim dojde ke zvySeni
pH a fenolova Cervenn zméni barvu ze Zluté na rizovou. Riazové zbarveni PPLO
bujonu indikuje rist.

Inkubace se provadi pii 37 °C za ptitomnosti 5 % CO..

2.5.8 Detekce a identifikace

Ptitomnost mykoplazmat 1ze prokazat vySe uvedenou kultivaéni metodou na
PPLO agaru.

DalSim zptisobem jejich identifikace jsou biochemické testy. Detekce je
zaloZena na specifickych metabolickych vlastnostech — v ptipadé M. hominis je to
hydrolyza argininu. Pro detekci genitdlnich mykoplazmat se pouzivaji komeréné
dostupné testy Mycoplasma Duo. Ty vyuZili napt. Evans a kol. (2007) a uvadégji, ze
tyto testy maji vyssi miru detekce nez kultivaéni metody. Kilic a kol. (2004) pouzili
komeréni testy Mycoplasma IST, kterymi lze urcit nejen typ mykoplazmat, ale také
jejich citlivost k antimikrobidlnim latkam.

Lze vyuzit i sérologické typizace. Hirai a kol. (1991) vyuzili pro prikaz
M. hominis ve vaginalnich stérech metodu nepfimé imunoflorescence. Lin a kol.
(1975) ho detekovali ristove inhibicnim testem. Disky napusténé antisérem
s protilatkami proti prototypovym kmenim M. hominis inhibuji rast mikroba na
agarové pude.

Velmi specificka je typizace molekuldrné biologickymi metodami. Jedna se
zejména o PCR a jeji rizné modifikace. Baczynska a kol. (2004) pouzili pro detekci
M. hominis metodu real-time PCR.

Poslednim typem je nepfimd diagnostika. Baczynska a kol. (2005)
stanovovali protilatky proti M. hominis u infertilnich Zen metodou ELISA a
immunoblottingem. Yang a kol. (1996) identifikovali M. hominis metodou nepiimé
hemaglutinace. Déle 1ze pouzit test inhibice metabolismu nebo komplement fixa¢ni

reakci.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 MATERIAL
3.1.1 Bakterialni kmeny

Testované kmeny M. hominis byly vykultivovany ze vzorkii odebranych
z genitalniho ustroji Zen (Lyskova, 2004). Kmeny pomnoZené v PPLO bujonu byly
uchovévany pii teploté -20 °C.

Ze souboru kment M. hominis jsme nahodné vybrali deset kmenti u kterych

jsme zjistovali citlivost k pfirodnim latkam.
3.1.2 Prirodni latky

Antimikorbidlni aktivitu jsme ovétovali u 15 pfirodnich latek. VétSinu z nich
jsme ziskali od Doc. RNDr. Lubomira Opletala, CSc. z Farmaceutické fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Ostatni latky byly zakoupeny od firmy
Sigma-Aldrich.

Seznam pouZitych pfirodnich latek a rozmezi testovanych koncentraci je

uvedeno v tabulce L.

Tabulka I: Pfehled testovanych pfirodnich latek a rozmezi pouzitych koncentraci

piirodni latka Sislo arze rozmezi koncentraci
(ng/m))
arbutin 17522388 6000-750
karvakrol 456690/1 21005279 473,4-7,4
600-9,375
p-cymen S33159-386 38400-1200
Carvi aetheroleum 0329/1004/517 38400-600
ethylgallat 1160551 22005084 2400-75
Eucalypti aetheroleum 0337/1203/517 38400-600
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Tabulka I: pokra¢ovani

Foeniculi aetheroleum 0045/0105/517 38400-600
hydrochinon monomethylether 221135 581 9600-150
katechin hydrat 86474 6000-375
Lavandulae aetheroleum 0180/0604/517 38400-600
limonen 1360549 38400-600
methylgallat 12313 EB/MNO 4453 2400-37,5
Rosmarini aetheroleum 0278/0904/517 38400-600
tea tree oil neuvedeno 9600-600
38400-600
thymol SUKL 2001 75 1200-9,375

3.1.3 Kultivaéni média

% PPLO bujon
2,1 g Difco"™PPLO Broth (&.5. 5221158) jsme rozpustili ve 70 ml redestilované
vody a sterilizovali jsme 15 min v autoklavu pii 121 °C. Po ochlazeni na
50-60 °C jsme ptidali dalsi slozky:

20 ml neinaktivovaného konského séra

10 ml kvasni¢ného extraktu

0,5 g argininu

0,5 ml ampicilinu

0,8 ml 10% roztoku octanu thalného

200 pl fenolové cervené
Po ptidani vSech slozek jsme upravili pH pomoci 10% roztokti HCl a NaOH na

6,5-6,8. Bujonové médium jsme skladovali v lednici pii 4 °C.
Pro pomnozeni kmenti M. hominis jsme pouzivali PPLO bujon kompletniho

sloZeni, pro testovani pfirodnich latek jsme pouzivali PPLO bujon bez ptidavku

ampicilinu a octanu thalného.
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% PPLO agar
3,5 g Bacto'MPPLO agaru (&.8. 2126603) jsme rozpustili v 70 ml redestilované
vody, pH jsme upravili pomoci 10% roztokti HCI a NaOH na hodnotu 6,3. Poté
jsme roztok sterilizovali v autokldvu pti 121 °C po dobu 15 min. Po ochlazeni na
teplotu 50-60 °C jsme ptidali dalsi slozky:

20 ml neinaktivovaného konského séra

10 ml kvasni¢ného extraktu

0,5 ml ampicilinu

0,8 ml 10% roztoku octanu thalného
Ptipravenou pidu jsme rozlévali do polystyrenovych Petriho misek o priméru

60 mm do vySky 4 mm a déle jsme skladovali v chladnicce pii 4 °C.

3.14 Slozky pro pripravu kultivaénim médii

¢ Rozpousténi piirodnich latek
ethanol (96%, 50%, 24%,) — 50% a 24% pfipravovan z 96% ethanolu
(¢.8.301006) fedénim redestilovanou vodou

dimethylsulfoxid (DMSO, 2,5%) — 99,9% DMSO (Sigma-Aldrich, ¢.5. 41641)

fedén redestilovanou vodou

« Kvasni¢ny extrakt

1 kg Cerstvych pekérenskych kvasnic jsme dikladné homogenizovali v 500 ml
redestilované vody a nésledné¢ doplnili do 1000 ml redestilovanou vodou.
Suspenzi jsme za stalého michani zahtivali na 80 °C po dobu 45 min. Po
ochlazeni jsme smés centrifugovali 30 min pifi 3000 otackach/min. Supernatant
jsme opakované (3x) sterilizovali v autoklavu pfi teploté¢ 80 °C. Sterilni extrakt

jsme skladovali v lahvickéach (80 ml) pti -20°C.
s Koriské sérum

Konské sérum bylo dodano firmou MVDr. T. Krej¢iho. Neinaktivované KS jsme

uchovévali v 80 ml sterilnich lahvickéch pii -20 °C.
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% roztok ampicilinu
Do lahvicky ampicilinu (BIOTIKA, ¢.8. 0605005) o obsahu 1 g u¢inné latky jsme
pfidali 5 ml sterilni redestilované vody. Po dikladném rozpusténi jsme roztok

skladovali pfti -20 °C.

% 10% roztok octanu thalného
V 50 ml sterilni redestilované vody jsme rozpustili 5 g octanu thalného (Sigma-

Aldrich, ¢.8. 71K1395 ). Roztok jsme skladovali v chladnicce pii 4 °C.

% 1% roztok fenolové ervené

1 g fenolové Cervené (firma LACHEMA) jsme rozpustili ve 25 ml 0,1 mol/l
NaOH, v odmé&rné batice jsme doplnili na objem 100 ml sterilni redestilovanou
vodou a mirn€¢ jsme zahtivali do uplného rozpusténi. Roztok jsme sterilizovali

v autoklavu 10 min pti 115 °C. Dale jsme skladovali pfi laboratorni teplotg.

+ L-arginin (MERCK, ¢.8. K27674142 347)
% 10% roztok HCI (¢.8. neuvedeno)

% 10% roztok NaOH (¢.5. 0308006)

3.15 Pristroje a pomiicky

s Zkumavky, silikonové zatky, polystyrenové Petriho misky, automatické
pipety, Spicky, Erlenmayerovy baiiky, kadinky, odmérné vélce, 1ékovky,
alobal, eppendorfky, stficka, stojanky na zkumavky, plynovy kahan

s pH metr (HANNA, pH 210), laminarni box (Jouan, MSC 12),

autoklav (BMT PS 20 A, Sterilab), horkovzdusny sterilizator (BMT, Sterimat

5104.2), termostat s 5 % CO, (SalvisLab, Biocenter), svételny mikroskop

(PZO, Warszava), predvazky, analytické vahy, chladni¢ka, mraznicka, tiepaci

vodni lazeni
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3.2 PRACOVNI POSTUP

3.2.1 Testované kmeny Mycoplasma hominis

Testované kmeny M. hominis, které byly uchovavany pii -20 °C, jsme
nejprve rozmrazili a nasledné napipetovali 200 pl do 2 ml PPLO bujoénu. Zkumavky
jsme inkubovali pii 37 °C v 5 % CO; po dobu 24-48 hodin. Béhém inkubace jsme
sledovali zménu zabarveni acidobazického indikdtoru v médiu z oranzové na tmavé
rizovou, coz je znamkou pomnozeni M. hominis utilizujiciho arginin.

Pomnozené kmeny jsme pipetovali do jednotlivych zkumavek kazdé tedici
fady. Soucasné jsme kmeny naockovali na PPLO agar pro potvrzeni jejich
zivotaschopnosti. Po inkubaci, kterd je shodnd s inkubaci tekut¢ho média, jsme
prohlizeli charakterictické kolonie M. hominis ve svételném mikroskopem pii 150x

zveétSeni.
3.2.2  Redéni prirodnich latek

Zasobni roztok ptirodni latky jsme piipravili rozpusténim navazky testované
latky ve vypo€teném mnoZstvi 96%, 24% ethanolu nebo v 2,5% DMSO (pro thymol
jsme pouzili kombinaci 50% ethanol a 2,5% DMSO). Pfi rozpousténi v 96%
ethanolu jsme tento roztok poté natedili redestilovanou vodou na 24% roztok.
Rozpusténou latku jsme doplnili PPLO bujénem na piislusny objem. Tim vznikl
zasobni roztok pfirodni latky o nejvyssi testované koncentraci.

Pro latky vytvéiejici emulze jsme pouzili zptisob pfimého pipetovani Cistych

latek do jednotlivych zkumavek tedici fady.
3.2.3 Zkumavkova dilu¢ni metoda

Nejprve jsme pripravili fadu sterilnich zkumavek. Do prvni zkumavky jsme
napipetovali 2 ml zasobniho roztoku pfirodni latky, do ostatnich zkumavek jsme

napipetovali 1 ml ¢ist¢tho PPLO bujonu. Poté jsme Iml z prvni zkumavky ptenesli
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do druhé zkumavky, obsah jsme promichali a opét jsme Iml ptenesli do dalsi
zkumavky. Stejnym zplsobem jsme fedéni provadeli az do posledni zkumavky, z niz
jsme 1 ml odpipetovali do odpadu. Timto zpisobem vznikla tzv. dvojkova fedici
fada, vniz kazdd nasledujici zkumavka méla poloviéni koncentraci testované
prirodni latky nez zkumavka piedchazejici (ptfiloha, obrazek ¢. 11).

Poté jsme do kazdé zkumavky fedici fady ptidali 100 pl testovaného kmene
M. hominis.

Inkubace zkumavek probihala v termostatu pti 37 °C v 5 % CO; po dobu 24
hodin. Poté jsme vizualn¢ hodnotili rist M. hominis. Pomnozeni kmene bylo
provazeno zménou zbarveni indikdtoru v médiu z oranzové na rizovou nasledkem
zvySeni pH pfi utilizaci argininu (pfiloha, obrazek €. 12). Stejny zptisob hodnoceni
jsme provedli jest¢ po 48 hodinach. V ptipadé nejasného zbarveni jsme obsahy
zkumavek naockovali na PPLO agar. Po inkubaci jsme ptitomnost M. hominis
sledovali pod mikroskopem pfi 150x zvétSeni.
potlacila rlst bakteridlniho kmene, tj. prvni zkumavka ve sméru vzristajicich

koncentraci kde nedoslo ke zméné zbarveni.

3.24 Zkumavkova dilu¢ni metoda — primé pipetovani prirodni
latky

Pfipravili jsme si fadu sterilnich zkumavek. Do kazdé zkumavky jsme
napipetovali 1 ml ¢istého PPLO bujonu. Poté jsme do jednotlivych zkumavek ptidali
vypoctené mnozstvi Cisté ptirodni latky, kazda nasledujici zkumavka méla poloviéni
koncentraci pfirodni latky nez zkumavka pifedchdzejici. Nasledné¢ jsme pridali
100 pl testovaného kmene. Inkubaci a hodnoceni jsme provadé€li stejné jako u

zkumavkové dilucni metody.
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4.1 UCINNE KONCENTRACE PRIRODNICH LATEK
NA KMENY MYCOPLASMA HOMINIS

Testovali jsme antimikrobidlni ucinky 15 vybranych pfirodnich latek na

10 kment bakterie M. hominis zkumavkovou dilu¢ni metodou.

Nejprve jsme zjistili citlivost M. hominis ke zvolenym koncentracim
rozpoustédel. V PPLO bujonu jsme natfedili ethanol tak, aby vysledné mnozstvi
ethanolu bylo v rozmezi 0,094-6 %. Zjistili jsme, ze ¢ast kment byla inhibovéana 3%
roztokem ethanolu. Stejnym zplsobem jsme postupovali pfi testovani inhibi¢niho
pusobeni roztoku DMSO. Z testovaného rozmezi 0,625-10 % nam inhiboval kmeny
M. hominis 5% roztok DMSO. Kompletni vysledky jsou uvedeny v tabulkach II a III.

Nami pouzivané vysledné procentudlni koncentrace rozpoustédel v PPLO

bujonu byly vyrazné nizsi nez stanovené procentudlni hodnoty.

Tabulka II: Uginna procentualni koncentrace ethanolu na kmeny M. hominis
stanovené zkumavkovou dilu¢ni metodou (testované

procentudlni koncentrace 0,094-6 %)

.. x% roztok ethanolu*
kmen M. hominis YA Tod | 1S hod
21M 6 6
62M 3 3
77TM 6 6
80M 6 6
82M 3 6
83M 3 6
89M 6 6
92M 3 3
99M 6 6
128M 3 6

* objemova procenta
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Tabulka III: Uginna procentudlni koncentrace DMSO na kmeny M. hominis
stanovené zkumavkovou dilu¢ni metodou (testované

procentudlni koncentrace 0,625-10 %)

— x% roztok DMSO*

kmen M. hominis >4 hod | 48 hod
21IM 10 10
62M S 2
7IM 10 10
SOM 10 10
82M 10 10
83M S 10
SOM S 2
92M 10 10
99M S >
128M S 2

* objemova procenta

testovanych zkumavkovou diluéni metodou, které inhibovali rast ptislusnych kment
M. hominis. Karvakrol rozpustény pouze v ¢istém PPLO bujonu inhiboval rist
testovanych kment nejlépe a to pii koncentracich 59,2-236,7 pg/ml. Karvakrol
rozpustény v 24% ethanolu inhiboval rast pfi 300 pg/ml. Ztoho je zifejmé, ze
ucinnost je ovlivnéna pouzitym rozpoustédlem, karvakrol rozpustény pouze v PPLO
bujonu vykazoval vyssi ucinnost. Tea tree oil rozpustény v 24% ethanolu mél
vyrazné nizsi antimikrobialni aktivitu, inhiboval rist pii 9600 a > 9600 pg/ml.
Methylgallat, ethylgallit a hydrochinon monomethylether rozpustény v 96%
ethanolu vykazovali pomérné dobré antimikrobidlni Uc¢inky. Methylgallat a
ethylgallat inhibovali rist pfi 1200-2400 pg/ml, hydrochinon monomethylether pfi
2400 pg/ml. Thymol jsme rozpoustéli v 50% ethanolu a nasledné 2,5% DMSO. Jeho
aktivita byla také velmi vysokd, inhiboval rast pfi 600-1200 pg/ml. Arbutin
rozpustény v 2,5% DMSO neprojevil vyznamnou antimikrobialni aktivitu. Jeho
ucinné mnozstvi nebylo stanoveno, nebot nejvyssi testovand koncentrace
6000 pg/ml neinhibovala rist zadného kmene. Katechin hydrat jsme rozpoustéli

v 2,5% DMSO, po 24 hod jsme MIC stanovili na 1500-3000 pg/ml, po 48 hod jsme
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vSak inhibi¢ni koncentraci nemohli stanovit, pfesahovala nejvyssi testovanou

koncentraci 6000 pg/ml. Katechin hydrat je tedy na M. hominis malo G¢inny.

Tabuka IV: Minimalni inhibi¢ni koncentrace karvakrolu rozpusténého v PPLO

bujonu na kmeny M. hominis stanovené zkumavkovou dilu¢ni metodou

(testované koncentrace 7,4-473,4 pg/ml)

.. MIC [pg/ml]

kmen M. hominis TATod 1S Tod
2IM 1184 118.4
62M 1184 118.4
77M 1184 118,4
80M 1184 118,4
82M 59,2 59,2
83M 59,2 59,2
89M 1184 118,4
92M 59,2 59,2
99M 1184 118.4
128M 236,7 236,7

Tabulka V: Minimalni inhibi¢ni koncentrace karvakrolu rozpusténého v 24%

ethanolu na kmeny M. hominis stanovené¢ zkumavkovou dilu¢ni

metodou (testované koncentrace 9,375-600 pg/ml)

.. MIC [pg/ml]
kmen M. hominis TATod 18 Tod
21M 300 300
62M 300 300
7™M 300 300
80M 300 300
82M 300 300
83M 300 300
89M 300 300
92M 300 300
99M 300 300
128M 300 300
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Tabulka VI: Minimalni inhibi¢ni koncentrace tea tree oil rozpusténého v 24%
ethanolu na kmeny M. hominis stanovené¢ zkumavkovou dilu¢ni

metodou (testované koncentrace 600-9600 pg/ml)

— MIC [pg/ml]

kmen M. hominis 24 hod 48 hod
21M >9600 >9600
62M 9600 >9600
0 9600 >9600
30M >9600 >9600
SN 9600 9600
83M 9600 2600
89M >9600 >3600
92M >9600 >9600
99M >9600 >9600
128M 9600 >9600

Tabulka VII: Minimalni inhibi¢ni koncentrace methylgallatu rozpusténého v 96%
ethanolu na kmeny M. hominis stanovené¢ zkumavkovou diluéni

metodou (testované koncentrace 37,5-2400 pg/ml)

— MIC [pg/ml]

kmen M. hominis 24 hod 48 hod
21M 2400 2400
62M 1200 2400
77TM 2400 2400
SOM 2400 2400
M 2400 2400
83M 2400 2400
89M 2400 2400
9N 1200 1200
9OM 2400 2400
128M 2400 2400
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Tabulka VIII: Minimdalni inhibi¢ni koncentrace ethylgallatu rozpusténého v 96%

ethanolu na kmeny M. hominis stanovené¢ zkumavkovou dilu¢ni

metodou (testované koncentrace 75-2400 pug/ml)

— MIC [pg/ml]

kmen M. hominis 24 hod 48 hod
21M 2400 2400
62M 2400 2400
77M 2400 2400
SO 200 2400
o 200 2400
83M 2400 2400
8OM 2400 2400
IV 1200 1200
on 200 2400
128M 1200 1200

Tabulka IX: Minimalni inhibi¢ni koncentrace hydrochinon monomethyletheru

rozpuSténého v 96% ethanolu na kmeny M. hominis stanovené

zkumavkovou

150-9600 pg/ml)

diluéni metodou

(testované koncentrace

kmen M. hominis MIC [pg/ml]

24 hod 48 hod
21IM 2400 2400
62M 2400 2400
77M 2400 2400
80M 2400 2400
82M 2400 2400
83M 2400 2400
8OM 2400 2400
92M 2400 2400
99M 2400 2400
128M 2400 2400
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Tabulka X: Minimalni inhibi¢ni koncentrace thymolu rozpusténého v 50% ethanolu

a 2,5% DMSO na kmeny M. hominis stanovené zkumavkovou dilu¢ni

metodou (testované koncentrace 9,375-1200 pg/ml)

— MIC [pg/ml]

kmen M. hominis 24 hod 48 hod
2IM 1200 1200
62M 1200 1200
7IM 600 1200
80M 600 600
SN 600 600
83M 600 600
89M 1200 1200
oM 600 1200
99M 600 600
128M 600 600

Tabulka XI: Minimalni inhibi¢ni koncentrace arbutinu rozpusténého v 2,5% DMSO

na kmeny M. hominis stanovené¢ zkumavkovou dilu¢ni metodou

(testované koncentrace 750-6000 pg/ml)

— MIC [pg/ml]

kmen M. hominis 24 hod 48 hod
21M >6000 >6000
62M >6000 >6000
o ~6000 >6000
SOM ~6000 >6000
82M >6000 >6000
83M >6000 >6000
8OM >6000 >6000
92M >6000 >6000
oM ~6000 >6000
128M >6000 >6000
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Tabulka XII: Minimdalni inhibi¢ni koncentrace katechin hydratu rozpusténého
v 2,5% DMSO na kmeny M. hominis stanovené zkumavkovou

diluéni metodou (testované koncentrace 375-6000 pg/ml)

— MIC [pg/ml]

kmen M. hominis 24 hod 48 hod
21M 3000 > 6000
62M - > 6000
o 3000 > 6000
SOM 1500 > 6000
N 3000 > 6000
83M 3000 > 6000
89M 3000 > 6000
i 3000 > 6000
oM 3000 > 6000
128M 3000 > 6000

Cv v

které inhibovali rist pfislusSnych kmentt M. hominis pii stanoveni zkumavkovou
diluéni metodou s pfimym pipetovanim ptirodnich latek do jednotlivych zkumavek.
Vétsina z takto testovanych latek vykazovala dobré antimikrobidlni ucinky.
Lavandulae aetheroleum a Carvi aetheroleum inhibovali rist pii koncentraci
1200 pg/ml. Rosmarini aetheroleum a Foeniculi aetheroleum vykazovali aktivitu pti
1200-2400 pg/ml. Eucalypti aetheroleum se také projevil jako dobfe ucinny,
inhibi¢ni koncentraci jsme urcili na 1200-4800 pg/ml. Naopak limonen nevykazoval
vyraznou antimikrobidlni aktivitu, G¢innou koncentraci jsme stanovili na 9600-
38400 pg/ml, mezi testovanymi kmeny byly tedy pomérné velké rozdily. Aktivita tea
tree oil stanovena touto metodou byla velmi dobrd, testované kmeny inhiboval pfi
1200-2400 pg/ml. Tato hodnota je podstatn€ niZsi neZ pfi rozpusténi v 24% ethanolu.
Utinky p-cymenu byly odlidné od viech predchazejicich. Inhibiéni koncentraci jsme
stanovili az po 5-ti dnech inkubace na 2400-19200 pg/ml, do té doby nebylo mozné

nariist M. hominis odecist. I zde jsou vyznamné rozdily mezi testovanymi kmeny.
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Tabulka XIII: Minimalni inhibi¢ni koncentrace Lavandulae aetheroleum na kmeny

M. hominis stanovené zkumavkovou diluéni metodou s pfimym

pipetovanim  piirodnich

latek do

jednotlivych  zkumavek

(testované koncentrace 600-38400 pg/ml)

kmen M. hominis MIC [ug/ml]
24 hod 48 hod
21M 1200 1200
62M 1200 1200
77TM 1200 1200
80M 1200 1200
82M 1200 1200
83M 1200 1200
89M 1200 1200
92M 1200 1200
99M 1200 1200
128M 1200 1200

Tabulka XIV: Minimdlni inhibi¢ni koncentrace Eucalypti aetheroleum na kmeny

M. hominis stanovené zkumavkovou dilu¢ni metodou s pfimym

pipetovanim  pfirodnich

latek do

jednotlivych  zkumavek

(testované koncentrace 600-38400 pg/ml)

.. MIC [pg/ml]
kmen M. hominis >4 hod 8 hod
21M 2400 4800
62M 1200 1200
7™M 1200 1200
80M 1200 1200
82M 1200 2400
83M 1200 2400
89M 1200 1200
92M 2400 2400
99M 1200 1200
128M 2400 2400

-50 -




4 VYSLEDKY

Tabulka XV: Minimalni inhibi¢ni koncentrace Rosmarini aetheroleum na kmeny

M. hominis stanovené¢ zkumavkovou dilu¢ni metodou s pfimym

pipetovanim  pfirodnich  latek do  jednotlivych  zkumavek
(testované koncentrace 600-38400 pg/ml)
kmen M. hominis MIC [ug/ml]
24 hod 48 hod

21M 2400 2400
62M 2400 2400
77TM 1200 2400
80M 1200 1200
82M 1200 1200
83M 1200 1200
8OM 2400 2400
92M 1200 1200
99M 1200 1200
128M 1200 1200

Tabulka XVI:

Minimélni inhibi¢ni koncentrace Carvi aetheroleum na kmeny

M. hominis stanovené zkumavkovou diluéni metodou s pfimym

pipetovanim pfirodnich latek do jednotlivych zkumavek
(testované koncentrace 600-38400 pug/ml)
.. MIC [pg/ml]
k M. h
e A fomins 24 hod 48 hod

21M 1200 1200
62M 1200 1200
7TM 1200 1200
80M 1200 1200
82M 1200 1200
83M 1200 1200
8OM netestovano netestovano
92M 1200 1200
99M 1200 1200
128M 1200 1200
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Tabulka XVII: Minimdlni inhibi¢ni koncentrace limonenu na kmeny M. hominis
stanovené zkumavkovou diluéni metodou s ptimym
pipetovanim pfirodnich latek do jednotlivych zkumavek (testované

koncentrace 600-38400 pg/ml)

kmen M. hominis MIC [ug/ml]

24 hod 48 hod
21IM 19200 19200
02M 19200 19200
77M 19200 19200
8OM 19200 19200
82M 19200 19200
83M 9600 9600
89M 38400 38400
92M 9600 9600
M 9600 9600
128M 38400 38400

Tabulka XVIII: Minimalni inhibi¢ni koncentrace Foeniculi aetheroleum na kmeny
M. hominis stanovené zkumavkovou dilu¢ni metodou s piimym
pipetovanim  pfirodnich latek do jednotlivych zkumavek

(testované koncentrace 600-38400 pg/ml)

- MIC [pg/ml]
kmen M. hominis A hod 78 hod
21IM 1200 1200
62M 1200 1200
77M 1200 1200
80M 1200 1200
82M 1200 1200
83M 2400 2400
89M 1200 1200
92M 2400 2400
99M 1200 1200
128M 2400 2400
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Tabulka XIX: Minimdlni inhibi¢ni koncentrace tea tree oil na kmeny M. hominis
stanovené zkumavkovou diluéni metodou s pfimym pipetovanim
ptirodnich latek do jednotlivych zkumavek (testované koncentrace

600-38400 pg/ml)

kmen M. hominis MIC [ug/ml]
24 hod 48 hod
21M 1200 1200
62M 1200 1200
77TM 1200 1200
80M 1200 1200
82M 1200 1200
83M 1200 1200
89M 1200 1200
92M 1200 1200
99M 1200 1200
128M 2400 2400

Tabulka XX: Minimdlni inhibi¢ni koncentrace p-cymenu na kmeny M. hominis
stanovené zkumavkovou diluéni metodou s pfimym pipetovanim
ptirodnich latek do jednotlivych zkumavek (testované koncentrace

600-38400 pg/ml)

kmen M. hominis MIC [pg/mi]

5 dni
21M 2400
62M 4800
77M 4800
80M 4800
82M 4800
83M 9600
8OM 4800
92M 9600
99M 19200
128M 19200
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Tabulka XXI: Rozpustnost a vzhled rozpusténych testovanych latek

ptirodni latka rozpoustédlo rozpustnost vzhled
karvakrol 24% ethanol dobfe rozpustny bezbarvy roztok
tea tree oil 249% ethanol Spatné rozpustny bezbarva emulze
methylgallat 96% ethanol dobfe rozpustny nazloutly roztok
ethylgallat 96% ethanol dobfe rozpustny bezbarvy roztok
hydrochinon
96% ethanol dobfte rozpustny bezbarvy roztok
monomethylether
Hvmol 50% ethanol a dob begh .
thymo obte rozpustny ezbarvy rozto
2,5% DMSO
arbutin 2,5% DMSO dobfe rozpustny bezbarvy roztok
katechin hydrat 2,5% DMSO Spatné rozpustny bézova suspenze
) neovlivnil zbarveni
karvakrol PPLO bujon Spatné rozpustny .
PPLO bujonu

Tabulka XXII: Vzhled testovanych latek po pfimém pipetovani do jednotlivych

zkumavek

piirodni latka vzhled

Lavandulae aetheroleum

Eucalypti aetheroleum

Rosmarini aetheroleum vSechny latky vytvofili

Carvi aetheroleum emulze neovliviiujici barvu

Foeniculi aetheroleum PPLO bujonu

tea tree oil

limonen
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Cilem diplomové prace bylo zjisténi antimikrobidlnich G¢inkd vybranych
ptirodnich latek na kmeny M. hominis. Testovali jsme ucinek 15ti pfirodnich latek na
10 riznych kment M. hominis. VSechny testované kmeny byly vykultivovany ze

stéra kréku délozniho zen.

Pfi testovani zkumavkou diluéni metodou jsme vybrané latky rozpoustéli
v ethanolu nebo DMSO. Abychom zajistili, Ze vysledna koncentrace obou pouzitych
rozpoustédel nebude ovliviiovat rist M. hominis, stanovili jsme nejprve inhibi¢ni
procentudlni koncentraci obou solventl. Vysledné pouzité koncentrace rozpoustédel
v PPLO bujonu nijak neovliviiovali rGst M. hominis a tedy ani stanoveni
antimikrobidlni aktivity testovanych latek.

Pfi testovani latek vytvarejicich emulze jsme pouzili zplusob piimého
pipetovani Cistych latek do jednotlivych zkumavek. Tim jsme zajistili, Ze v kazdé
zkumavce byla pfesné pozadovand koncentrace dané latky. Pfi testovani dilu¢ni
metodou, tedy pfi fedéni emulze, bychom si nemohli byt jisti, ze skute¢na

koncentrace odpovida koncentraci pozadované.

Zjisténé inhibicni koncentrace byly ovlivnény pouzitym rozpoustédlem a
metodou testovani. Srovndni ucinnosti danych latek v riznych rozpoustédlech nebylo
predmétem této prace. U dvou testovanych latek lze vSak provést srovnani pii
testovani s pouzitim rozpoustédla a bez n¢j. U obou latek jsme bez pouziti

rozpoustédla zjistili vyssi antimikrobidlni aktivitu.

Porovnani vysledkii s jiz publikovanymi udaji o antimikrobialni aktivité
pfirodnich latek na M. hominis bylo mozné jen u tea tree oil a arbutinu. Studie
zabyvajici se antibakterialnim uc¢inkem ostatnich ndmi testovanych ptirodnich latek
na bakterii M. hominis jsme v dostupné literatuie nenalezli. Vysledky jsme tedy
porovnali alespont s antimikrobialni aktivitou danych pfirodnich latek proti riznym

druhiim mikroorganismii. Toto srovnani je vSak pouze orientacni.
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Jako nejucinnéjsi se projevili fenolické monoterpeny karvakrol a thymol.
Dorman a Deans (2000) uvadéji, Ze antimikrobialni aktivita téchto sloucenin zavisi

na poloze hydroxylovych skupin v molekule.

Karvakrol byl v24% ethanolu pomérné dobie rozpustny a vytvarel
bezbarvy roztok. VSechny nami testované kmeny inhiboval pii koncentraci
300 pg/ml.

V ¢Cistém PPLO bujonu se karvakrol rozpoustél pomérné Spatné€, ale jeho
inhibi¢ni koncentrace byla nizsi, pohybovala se v rozmezi 59,2-236,7 pg/ml. VétSina
kment byla inhibovana pfi koncentraci 118,4 png/ml.

Wong a kol. (2008) uvadégji, ze t€¢inna koncentrace karvakrolu na My. avium
ssp. paratuberculosis je 72,2 ng/ml. Testovani provadéli bujonovou diluéni metodou,
pouzité rozpoustédlo vSak neuvadéji. Burt a kol. (2005) testovali uc¢innost karvakrolu
na E. coli O157:H7, MIC stanovili na 1,2 mmol/l. Nostro a kol. (2007) zkoumali
ucinnost na biofilmy S. aureus a S. epidermidis, inhibi¢ni koncentraci stanovili

0,031-0,125 %.

Velmi dobie Ginny byl také thymol. V 50% ethanolu a 2,5% DMSO se
rozpoustél pomérné dobte, ale po piidani DMSO se vytvotila mirna emulze.

Utinnad koncentrace se pohybovala vrozmezi 600-1200 pg/ml. Vétsina
kment byla inhibovana pii koncentraci 600 pg/ml.

Olasupo a kol. (2003) uvadéji, Zze ucinnd koncentrace thymolu na Sal.
enterica serovar Typhimurium je 1 mmol/l a inhibi¢ni koncentrace na E. coli je
1,2 mmol/l. Burt a kol. (2005) testovali ucinek na E. coli O157:H7, inhibi¢ni
koncentraci stanovili na 1,2 mmol/l. Tyto udaje jsou niz§i nez nami zjisténé inhibicni
koncentrace na M. hominis. Nostro a kol. (2007) zkoumali jeho ucinky na biofilmy
S. aureus a S. epidermidis, inhibi¢ni koncentraci stanovili 0,031-0,125 %. Kisko
a Roller (2005) zkoumali u¢inek thymolu na E. coli O157:H7 v jable¢ném dzusu.
Zjistili, ze pti koncentraci 1,25 mM redukoval bakteridlni buitky na nedetekovatelné

mnozstvi.
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Methylgallat se v 96% ethanolu rozpoustél velmi dobfe, doslo ke vzniku
mirné naZloutlého roztoku.

Néami zjisténd ucinnost byla pomérné dobra, testované kmeny M. hominis
inhiboval pfi koncentracich 1200-2400 pg/ml. Pouze 1 kmen byl inhibovan pfi
1200 pg/ml, ostatni pii 2400 pg/ml.

Choi a kol. (2008) testovali jeho ucinky na bakterie rodu Salmonella
z klinickych izolath. Uvadéji, Ze inhibi¢ni koncentrace je v rozmezi 3,9-125 pg/ml.
Kang a kol. (2008) stanovili u¢innou koncentraci na oralni bakterie na 1-8 mg/ml, a

na biofilmy Str. mutans na 1 mg/ml.

Ethylgallat se v 96% ethanolu také rozpoustél velmi dobfe, vznikl
bezbarvy roztok.

Néami zjisténa ucinnost byla stejnd jako u methylgallatu, tedy 1200-2400
ug/ml. Téméf vSechny testované kmeny byly inhibovany pti 2400 pg/ml, pouze 2 pfi
koncentraci 1200 pg/ml.

Johnstone a Little (1953) zkoumali G¢innost ethylgalldtu na My. tuberculosis,
nad koncentraci 200 pg/ml vykazoval baktericidni G¢inky. Jiné publikace zabyvajici

se inhibi¢nimi G¢inky ethylgallatu jsme nenalezli.

Hydrochinon monomethylether se v 96% ethanolu dobfe rozpoustél a
vytvarel bezbarvy roztok.

Jeho zjisténd ucinnost byla pomérn¢ dobra, vsechny testované kmeny
inhiboval pfi koncentraci 2400 pg/ml.

V dostupné literatufe jsme nenalezli Zadné publikace zabyvajici se

inhibi¢nimi u€inky hydrochinon monomethyletheru.

Arbutin jsme rozpoustéli v2,5% DMSO, jeho rozpustnost byla velmi
dobra, vytvarel bezbarvy roztok.

Nami zji$ténd inhibi¢ni aktivita byla pomérné nizka. Hodnota byla vyssi nez
nejvyssi testovanéd koncentrace 6000 pg/ml.

Robertson a Howard (1987) testovali efekt arbutinu na rast M. hominis.

Zjistili, ze v koncentraci 2,2 mM vykazoval inhibi¢ni G¢inky, ale pouze na nékteré
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kmeny. Jiné studie zabyvajici se u¢inkem arbutinu na jakékoliv jiné mikroby jsme

nenalezli.

Katechin hydrat se v2,5% DMSO rozpoustél pomérné $patng, ani po
zahtati nedoslo k uplnému rozpusténi, vznikla mirné nahnédla suspenze.

Néami zjisStény ucinek byl pomérmné nizky. Po 24 hodinové inkubaci jsme
stanovili inhibi¢ni koncentraci na 1500-3000 pg/ml, po 48 hod vSak u vSech kment
stoupla nad nejvyssi testovanou koncentraci 6000 pg/ml.

Mabe a kol. (1999) testovali ucinnost katechinu na H. pylori,
MIC 90 stanovili na 64 pg/ml. Jiné publikace tykajici se katechinu jsme v dostupné

literatuie nenalezli.

Pfi pouziti zkumavkové diluéni metody s pfimym pipetovanin do
jednotlivych zkumavek vSechny testované latky vytvarely bezbarvé emulze, resp.
emulze nijak nezménili vzhled PPLO bujonu. V dostupné literatufe jsme nenalezli
zadné publikace, v nichz by autofi vyuzili pfimého pipetovani testovanych latek bez
predchoziho rozpousténi. Proto zde neni mozné porovnani nami zjisténych ucinki
na M. hominis sU¢inky na jiné bakterie. Pro pfedstavu zde uvadime alesponl

ucinnosti pfirodnich latek na rizné bakterie pii pouziti jinych testovacich metod.

Tea tree o0il se v24% ethanolu rozpoustél pomérné $patné. Nami uréena
inhibi¢ni aktivita nebyla vysoka. Rist dvou testovanych kmenl potlacoval pfi
koncentraci 9600 pg/ml, u ostatnich kmenti nebyla inhibi¢ni koncentrace stanovena,
presahovala hodnotu 9600 pg/ml.

Pfi testovani metodou pfimého pipetovani do jednotlivych zkumavek byla
jeho antimikrobidlni aktivita vyrazné vyssi, riist testovanych kment inhiboval pii
koncentraci 1200-2400 pg/ml.

Furneri a kol. (2006) zkoumali jeho aktivitu na M. hominis. MIC 90 stanovili
0,12 %. LaPlante (2007) testoval jeho ucinek na methicilin-resistentni S. aureus
(MRSA). Inhibi¢ni koncentraci stanovil na 1024 mg/l. Mondello a kol. (2009)
uvadéji, ze inhibi¢ni koncentrace tea tree oil na Legionella pneumophila je 0,125-

0,5 %. Carson a kol. (2006) uvadéji jeho u¢innost na mnoho bakterii. Rist B. cereus

- 58 -



5 DISKUSE A ZAVER

inhiboval tea tree oil pii 0,3% koncentraci, S. aureus (MRSA) pti 0,04-0,35%, E. coli
a Proteus vulgaris pti 0,08-0,2%, Enterococcus faecalis pti 0,5->8%, Ps. aeruginosa

pii 1-8%.

Inhibi¢ni G¢innost Lavandulae aetheroleum byla pii pouziti metody
pfimého pipetovani jednotlivych zkumavek velmi dobrd, u vSech kmenii jsme ji
stanovili na 1200 pg/ml.

Soylu a kol. (2006) testovali jeho uc¢inek na Phytophora infestans, G¢inny byl
pfi 25,6 pg/ml. D’Auria a kol. (2005) stanovili inhibi¢ni koncentraci na
Can. albicans 0,69-1,04 %. Mahady a kol. (2005) uvad¢ji, Ze inhibi¢ni koncentrace
extraktu z kvéth Lavandula angustifolia na H. pylori byla 100 pg/ml.

Eucalypti aetheroleum byl také dobie (¢inny, jeho inhibi¢ni koncentraci
jsme stanovili na 1200-4800 pg/ml.

Opletal a Simerda (2005) uvadé&ji, Ze tato silice ma in vitro vyznamny
antimikrobidlni G¢inek vici E. coli, Str. faecalis, S. aureus, Ps. aeruginosa a zv1asté

na My. avium, tlumi také rist nékterych mikromycet.

Rosmarini aetheroleum vykazoval dobrou aktivitu, jeho inhibi¢ni
koncentrace byla také velmi dobra, rlst testovanych kmenil zabratioval pfi
koncentraci 1200-2400 pg/ml.

Soylu a kol. (2006) zjistovali jeho ucinek na Phytophora infestans, inhibi¢ni
koncentraci urcili na 12,8 pg/ml. Mahady a kol. (2005) uvadéji, ze extrakt z listd
Rosmarinus  officinalis  Gfinkoval na H.  pylori pfi  koncentraci
25 pg/ml. Prabussenivasan a kol. (2006) zjistovali jeho uc¢inky agarovou dilucni
metodou na nékolik bakterii. Koncentrace inhibujici rist S. aureus a Klebsiella
pneumonie byla >12,8 mg/l, u B. subtilis, E. coli a Proteus vulgaris byla >6,4 mg/l.

Fu a kol. (2007) stanovili aktivitu proti Propionibacterium acnes na 0,56 mg/1.

Carvi aetheroleum se také projevil jako dobie G¢inny, viechny testované

kmeny M. hominis inhiboval pti 1200 pg/ml.
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Mahady a kol. (2005) uvadéji, Zze inhibi¢ni koncentrace extraktu ze semen
Carum carvi na H. pylori byla 100 pg/ml. Jiné publikace zabyvajici se ucinnosti

kminové silice jsme v dostupné literatufe nenalezli.

Foeniculi aetheroleum vykazoval podobné t¢inky jako ostatni testované
esencialni oleje, rist kmeni inhiboval pii koncentraci 1200-2400 pg/ml.

Opletal a Simerda (2005) uvadéji, ze fenyklova silice vykazuje i¢innost proti
E. coli, Str. pyogenes, S. aureus, My. avium a B. cereus. U&inné koncentrace zde
vSak neuvadéji. Mahady a kol. (2005) testovali u¢inek extraktu ze semen Foeniculi
vulgare na H. pylori. Inhibi¢ni koncentraci stanovili na 100 pg/ml. Jiné studie
zabyvajici se antimikrobidlni aktivitou fenyklové silice jsme v dostupné literatuie

nenalezli.

Limonen a p-cymen se projevili jako latky pomérné malo ucinné.

Limonen, resp. R(+)-limonen inhiboval rist testovanych kment v pomé&rné
Sirokém rozmezi koncentraci, 9600-38400 pg/ml. Rist poloviny kment byl
inhibovan pti 19200 pg/ml, u ostatnich limonen zabranil ristu pfi koncentracich
9600 pg/ml nebo 38400 pg/ml.

O’Bryan a kol. (2008) testovali u¢inek d-limonenu proti Sallmonella sp., jako

ucinnou koncentraci uvadeji 1 %.

Pii testovani p-cymenu musela byt inkubacni doba prodlouzena na 5 dni,
nebot’ do t¢ doby se vysledky rlstu nedaly odecist. Po této dobé jsme inhibi¢ni
koncentraci stanovili na 2400-19200 pg/ml. I zde byly ponékud vyraznéjsi rozdily
mezi jednotlivymi testovanymi kmeny.

Kiskdé a Roller (2005) testovali ucinek p-cymenu na E. coli O157:H7
v jable¢ném dZusu. Uvadéji, Ze koncentrace 1,25 mM redukovala pocet bakterialnich
bunck. Burt a kol. (2005) také zkoumali jeho ucinek na E. coli O157:H7, inhibi¢ni

koncentraci stanovili na >50mmol/l.
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Hledénim pfirodnich latek s antimikrobidlni aktivitou a testovanim citlivosti
mikrobil k témto latkdm se v souCasnosti zabyva mnoho laboratofi po celém svéte.
Ptirodni latky by totiz bylo vhodné vyuZzit klécebnym ucelim jako néahradu
antibiotik, pfipadné vyuzit jejich vzajemnou kombinaci.

Duvodii pro pokradovani vtéchto studiich je hned nékolik. Jednim
z nejdulezitéjsich je, ze v soucasné dob¢ je velkym problémem vzristajici rezistence
mikrobli na antibiotika. Vyznamné je také hledisko nezadoucich dopadii na
organismus. Antibiotika jsou pro lidsky organismus pomérné toxicka. Oproti tomu
jsou pfirodni latky mnohem mensi zatézi, jsou méné toxické a snadnéji se
odbouravaji. Pfirodni latky jsou také pomérné snadno dostupné, nebot” jsou obsazeny

ve velkém mnozstvi rostlin.
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Obrazek 10: Rist M. hominis na PPLO agaru (vzhled charakteristického ,,sdzen¢ho

vejce’, zvétSeni 150x)

Obrazek 11: Redéni ptirodni latky v PPLO bujonu

2 ml zasaobniho roztoku
pfiradni latky

{koncentrace 1200 mgd | oferadl se 1ml roztokuy

Y N N N R VAV

odpad

S oo oo @

12EIV GO0 300 140 Fis 75 18,75

1 ml koncentrace pfirodni [atky [rmg]
FFLO bujdnu
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Obrazek 12: Inhibice ristu M. hominis ve zkumavkach s klesajici koncentraci

ptirodni latky
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