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SOUHRN

Diplomové prace je rozdélena do dvou na sebe navazujicich soubort. V prvni
¢asti byly ovéfovany inhibicni ucinky pfirodnich latek na mikroorganismy
vykultivované z kanéich ejakulatd. Ve druhé c¢asti sledovana schopnost tvorby
mikrobialniho biofilmu téchto mikroorganismu.

Cilem bylo ovéfeni antimikrobidlnich u¢inkli a stanoveni minimalni inhibi¢ni
koncentrace piirodnich latek a-pinenu, B-pinenu, karvakrolu, eugenolu, kyseliny
gallové, p-cymenu a thymolu zkumavkovou dilu¢ni metodou v Mueller-Hintonoveé
bujonu pii raznych teplotich a s riznou koncentraci bakteridlnich bun¢k v inokulu.
Slouceniny byly rozpoustény ve 24% etanolu.

Antimikrobialni aktivita byla ovéfovana u kmenu Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus sp., Candida lipolytica a Staphylococcus epidermidis.

150-600 pg.ml™ a karvakrolu s minimalni inhibiéni koncentraci 150-1200 pg.ml™
pro vSechny kmeny.

Tvorba biofilmu byla zjistovana modifikovanou Christensenovou metodou
v mikrotitra¢ni desti¢ce v mozko-srdcovém bujonu u druhtt Aeromonas sp., Candida
lipolytica, Enterococcus durans, Escherichia coli, Lactobacillus sp., Micrococcus sp.,
Morganella morganii, Proteus sp., Providencia stuartii, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Stahpylococcus simulans,
Streptococcus porcinus. Vetsina kmend byla vykultivovana z kanciho ejakulatu, pouze
Enterococcus sp. pochazel ze sbirky katedry biologickych a biochemickych véd.

Schopnost tvorby biofilmu byla prokazana u Pseudomonas aeruginosa, Proteus

sp., Providencia stuartii a Candida lipolytica.

kli¢ova slova:antimikrobialni ¢inky pfirodnich sloucenin, zkumavkova diluéni
metoda, minimdlni inhibiéni koncentrace, pfirodni latky, bakteridlni biofilm,
modifikovana Christensenova metoda, Enterococcus sp., Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Proteus sp.



SUMMARY

The thesis is divided into two consecutive sections. In the first part inhibitory
effects of natural substances were examined on microorganisms isolated from boar
semen. The second part was focused on the evaluation of the microbial biofilm
formation of these microorganisms.

The aim of the first part of this work was to verify the antimicrobial effects and
to determine minimum inhibitory concentration of a-pinene, B-pinene, carvacrol,
eugenol, gallic acid, p-cymene and thymol using broth tube dilution assay in Mueller-
Hinton broth at different temperatures and with varying concentration of bacterial cells
in the inoculum. Natural compounds were dissolved in 24% ethanol.

Antimicrobial activity was tested on strains of Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus sp., Candida lipolytica and Staphylococcus epidermidis.

The most effective concentration has been observed for the thymol their value
was 150-600 pg.ml® and carvacrol with minimum inhibitory concentration
150-1200 pg.ml™ for all tested strains.

Biofilm formation was measured by modified Christensen method in microtiter
plates in Brain Heart Infusion broth. Tested microorganisms were Aeromonas sp.,
Candida lipolytica, Enterococcus durans, Escherichia coli, Lactobacillus sp.,
Micrococcus sp., Morganella morganii, Proteus sp., Providencia stuartii, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Stahpylococcus
simulans, Streptococcus porcinus. Most strains were isolated from boar semen,
only Enterococcus sp. came from the collection of the Department of Biological
and Biochemical Science.

Ability of biofilm formation was established for Pseudomonas aeruginosa,

Proteus sp., Providencia stuartii and Candida lipolytica.

keywords: antimicrobial activity natural substances, broth dilution bioassay, minimum
inhibitory concentration, essential oils, bacterial biofilm, modified Christensen method,
Enterococcus sp., Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Escherichia

coli, Proteus sp.



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AGR accessory Gene Regulator

BHI Brain Heart Infusion bujon

C. Candida

CFU colony-forming unit

DMSO dimethylsulfoxid

E. Escherichia

EPS extracelularni polysacharidova substance
FFHK farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
G- gramnegativni

G+ grampozitivni

GC plynové chromatografie

HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
KBBV katerda biologickych a biochemickych véd
MBC minimalni baktericidni koncentrace
MHB Mueller-Hintontv bujon
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MRSA meticilin rezistentni kmeny Staphylococcus aureus
oD opticka denzita

PBS pufrovany fyziologicky roztok

Ps. Pseudomonas

QS guorum sensig
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Str. Streptococcus

VAN vankomycin rezistentni
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UVOD

Jednim z faktor negativné ovliviyjicich vysledky reprodukce v chovech prasat
muze byt pouziti kontaminovaného spermatu k inseminaci prasnic.

V soucasnosti je dekontaminace ejakulati provadéna antibiotiky. Z divodu
naristajici rezistence mikroorganismii na uvedena l1é¢iva a omezovani jejich pouzivani
mimo lé¢ebné ucely je snahou veterinarni sluzby antibiotika nahradit.

Jiz po staleti jsou zndmé 1éCivé ucinky latek obsazenych v raznych ptirodnich
zdrojich, zejména rostlinach, mezi které patii i antimikrobialni ucinky. Cilem
diplomové prace bylo ovéfit inhibiéni ucinky vybranych pfirodnich sloucenin
na mikroorganismy vykultivované z kancich ejakulatu.

Vyznamnym faktorem virulence bakterii 1 kvasinek je schopnost vytvaiet
na pevnych povrSich pfisedld, casto 1 mnohovrstevna spoleCenstva obalena
mezibunéénou polymerni substanci tzv. biofilm.

Rist ve formé biofilmu je pro mikroorganismy vyhodny, nebot je chrani
pfed neptiznivymi vlivy véetn¢ U€inku antimikrobidlnich latek. Tyto skuteCnosti byly
divodem pro ovéfeni schopnosti tvorby biofilmu u bakterii a kvasinek pochazejicich
z ejakulatu kanct, jelikoz umoznuji prezivani mikrobti Vv pomickéach a ve vybavenich

pouzivanych V provozu inseminac¢nich stanic.
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A. PRIRODNI LATKY

1. TEORETICKA CAST

1.1 VYZNAM STUDIA PRIRODNICH LATEK

Pfirodni latky jsou ziskavany z pfirodnich zdroji, mezi které patii rostliny,
zivoc¢ichové nebo mikroorganismy. Na zemi je znamo 250 000 az 500 000 druhi rostlin.
Rostliny maji téméf neomezenou schopnost syntetizovat aromatické latky, hlavné
fenoly nebo jejich kyslikaté derivaty. VétSina piirodnich latek ziskanych z rostlin
ma charakter isoprenoidu, fenylpropanoidi, alkaloidii nebo mastnych kyselin (Dixon,
2001).

V mnoha zemich jsou pouzivany lé¢ivé rostliny pro jejich antibakterialni,
antimykotické a antivirové U¢inky. Tyto latky slouZzi jako 1éCiva uz cela staleti. UZ nasi
piedkové znali byliny, které ulevovaly od bolesti nebo urychlovaly hojeni ran.

Mnoho dnes pouzivanych ptipravkil, vyznamnych pro medicinu a zdravotnictvi,
je pfipraveno Zz pfirodnich produkti. Ne vSechny vSak slouzi jako léCiva. Neékteré
ptirodni latky jsou zneuzivany jako drogy (Clark, 1996, Mohsenzadeh, 2007, Ji et al.,
2009).

Od poloviny 20. stoleti, kdy se zacala pouzivat antibiotika, doslo k vyraznému
snizeni pouzivani rostlinnych derivati (Cowan, 1999). Vzhledem k naristajici rezistenci
mikroorganisml na antibiotika, se opét zvySuje zdjem o studium antimikrobialnich

ucinkt ptirodnich sloucenin.
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1.2 ZDROJE PRIRODNICH LATEK A ZPUSOBY
JEJICH SEPARACE

Radu let byly nejvyznamngjsimi zdroji piirodnich slou¢enin predeviim rostliny
a ruzni Zivoéichové. Dnes se pozornost zaméfuje i na moiské produkty (Fullbeck
et al., 2006). Nejvyznamnéjsi zdroje piirodnich sloucenin, ze kterych byla vyrobena
rizna 1é¢iva, byly objeveny v letech 1800-1950 (Kupchan, 1971, Balandrin
et al., 1985). Jednalo se predev§im o rostliny, V nichz se vyskytuji Géinné latky bud’
Vv celé rostliné nebo jen v nékteré z jejich ¢asti.

Je znamo, Ze rostliny syntetizuji slouceniny, které maji 1écebné t¢inky, a nékteré
Znich inhibuji rist mikroorganismti. Terpeny jsou esencidlni oleje, které urcuji
charakteristické aroma rostlin a zaroven slouzi k odpuzovani hmyzu pfipadné
i bylozraven. Jsou znamy terpeny, které maji antimikrobialni Gcéinky proti
G+ i G- bakteriim a plisnim (Trombetta et al., 2005). Chinony a taniny jsou zodpovédné
za rostlinny pigment (Cowan, 1999). U fenolovych kyselin (skoficova, kavova) byly
prokézany inhibi¢ni ucinky proti bakteriim, virdm i houbdm. Skupina glykosidi
se u rostlin vyskytuje zejména ve formé zasobnich a ochrannych latek. Zatimco
flavonoidni glykosidy patii mezi rostlinna barviva zodpovidajici za zbarveni predev§im
kvéta.

Prehled nékterych rostlin obsahujicich slouceniny s antimikrobidlnimi G¢inky

je vypracovan v tabulce 1.
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Tab. 1: Pfehled rostlin obsahujicich slou¢eniny s antimikrobialnimi

ucinky
rostlina ucinna latka tiida ucinky
borovice lesni a -pinen, teroen /
(Pinus sylvestris L.) B-pinen P
cerny pepr Lo . . —
(Piper nigrum L) piperin alkaloid antipyretické
it al. Obecny berberin alkaloid antibakterialni
(Berberis vulgris)
eukalvptus antibakterialni,
(Eucalyp tus) p-cymen monoterpen antivirove,
yp fungicidni
hiebicek eugenol fenol antivirové,
(Syzygium aromaticum L.) g fungicidni
chilli papricky . . et e
(Chilies) kapsacin terpenoid antiflogistikum
nové kofeni eugenol fenol antivirove,
(Allspice) g fungicidni
oregano thymol, fenol antibakterialni,
(Origanum vulgare) karvakrol fungicidni
ofisky kyseli nfal karbox;_/lova antibakterialni
(Nuces) gallova kyselina
saturejka horska karvakrol fenol antibakteridlni,
(Satureja montana) fungicidni
Salvgj 1ékarska . o1
(Salvia officinalis L.) kafr monoterpen antibakterialni
tymian obecny kgx;ﬁ:ﬁ fenol antibakterialni,
(Thymus vulgaris L.) cymen ' fungicidni

Moznosti Separace pfirodnich sloucenin je nékolik. Nejcastéji pouzivanou
je destilace vodni parou. Navarro et al. (1996) a pozdé¢ji Kalemba a Kunicka
(2003) pouzivali metodu extrakce organickymi nebo vodnymi rozpoustédly.

Pii extrakci alkoholem jsou nejprve ¢asti rostliny ususeny a dale vyluhovany
v metanolu nebo etanolu. Nasleduje filtrace a vysuseni filtratu za snizeného tlaku.
Pii extrakci jsou ucinné latky eluovany do destilované vody (Cowan, 1999, Vaher
a Koel, 2003).
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Zastoupeni ucinnych slozek Vv esencialnich olejich identifikovali Kelen
et al. (2008) pozd¢ji Demirci et al. (2012) metodou plynové chromatografie (GC).

Baser et al. (1993), Vardar-Unlu et al. (2002) a Oke et al. (2009) pouzivali
metodu plynové chromatografie s hmotnostni detekci.

Analyzu metodou vysokou¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) popisuji
Chen et al. (2001). Burt et al. (2005) popisuji k identifikovani slozek esencialnich oleji
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s UV detekci a kapalinovou chromatografii
s hmotnostni detekci v tandemovém uspotadani.

Kromé chromatografickych metod je vyuzivana i kapilarni zonova elektroforéza
(Herrero et al., 2005). Vysokoucinnou kapalinovou chromatografii, nuklearni
magnetickou rezonanci, chemickou ionizaci shmotnostni detekci a rentgenovou
krystalografii publikuji ve svych studiich Cowan (1999) a Kiddle et al. (2001).

1.3 MECHANISMUS UCINKU PRIRODNICH LATEK
NA BAKTERIE A KVASINKY

Zptsoby antimikrobialni aktivity sloucenin pfirodniho pivodu jsou jiz delsi
dobu pfedmétem vyzkumu fady védeckych pracovist. Z publikovanych zprav vyplyva,
Ze inhibi¢ni G€inky téchto latek jsou ovliviiovany mnoha faktory.

V nékterych studiich je uvadéna souvislost se strukturou bunécné stény mikroba.
Na zakladé¢ barvitelnosti podle Grama jsou bakterie clenény do skupiny grampozitivné
(G+)-modie a skupiny gramnegativné (G-)-Cervené se barvicich bunék. Tyto rozdily

spo¢ivaji v rozdilném sloZeni bunééné stény. Jsou zfejmé z obrazku 1.
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Obr. 1: Struktura buné¢né stény grampozitivnich a gramnegativnich bakterii

Pievzato: (http://biomach.wz.cz/mikrobiologie bakterie.htm)

Bunéénéd sténa G+ bakterii obsahuje silnou vrstvu peptidoglykanu. Naopak
u skupiny G- bakterialnich bun¢k je tato vrstva tenka. Je ulozena pod vné&jsi
membranou, tvofenou fosfolipidy a lipopolysachridy, kterd brzdi prinik
antibakterialnich latek do buiiky (Hynie, 2003).

Sdéleni informujici o niz§i ucinnosti pfirodnich sloucenin na G- bakterie
publikovali Navarro (1996) i Stojanovic (2005). Dorman a Deans (2000) vsak tento
poznatek nepotvrdili. Autofi rozdily v barvitelnosti pficitaji vedle diagnostického
vyznamu rozdilné citlivosti na antibiotika. Nikaido (1996) i Kalemba a Kunicka
(2003) zjistili, Zze inhibi¢ni u¢inky souviseji také s hydrofilnimi a lipofilnimi vlastnostmi
pfirodnich latek.

Ucinnost  terpenoidii, vyznamnych slozek rostlinnych silic a pryskyfic,
podporuje jejich lipofilni charakter. Slouceniny se vazou na lipidy vnéj§i membrany,
¢imz negativné ovliviiuji jeji integritu. S tim souvisejici porucha funkce membranovych
proteind, inhibice dychéni a naruSeni iontové rovnovahy vede ke smrti bakterialni
bunky (Cowan, 1999, Dorman a Deans, 2000, Marino et al., 2001, Trombeta et al.,
2005)

Také slouceniny s fenolickou strukturou, z nichz nejznaméjsi jsou karvakrol,
eugenol a thymol, které jsou hydrofobni, poskozuji cytoplasmatickou membranu.

Nasledné poruseni transportu iontd a zivin vede k zaniku buiky (Helander et al.,
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1998, Ultee, 1999, Lambert et al., 2001, Marino et al., 2001, Kalemba a Kunicka,
2003, Bagamboula et al., 2004, Oyedemi, 2009).

Cowan (1999) a Ipek et al. (2005) prokazali, ze poloha a pocet hydroxylovych
skupin tzce souvisi s antimikrobidlni aktivitou uvedenych fenolickych sloucenin.
Zvyseni hydroxylace ma za nasledek vyssi toxicitu slouceniny. Tento poznatek potvrdili
Dorman a Deans 2000, Veldhuizen et al. 2006 i Afra et al. 2006.

Studie zabyvajici se inhibi¢nimi u¢inky thymolu a mentolu na kmeny
Staphylococcus (St.) aureus a Escherichia (E.) coli potvrdily, ze mentol byl ve srovnani
s thymolem ucinngjsi na E. coli a naopak thymol Iépe inhiboval rist St. aureus
(Trombetta et al., 2005).

Mechanismus uc¢inku eugenolu spociva v inhibici funkce cytoplazmatické
membrany (Oyedemi et al., 2009). Nedavna studie popisuje mechanismus ucinku
karvakrolu a eugenolu piiléébé oralni kandidozy vyvolané Candida (C.) albicans
u potkant se snizenou imunitou. Vysledky in vitro ukazaly, ze karvakrol a eugenol
Ize povazovat za mozna antimykotika (Chami et al., 2005).

Quercetin je vyznamnym zdstupcem skupiny flavonoidli, jehoZ mechanismus
ucinku je zalozen na inhibici enzymu DNA gyrazy. Tento enzym je dulezity
pro spravny pribéh replikace DNA (Cushnie et al., 2005, Opletal a Simerda, 2005).

Isochinolinovy alkaloid berberin je povazovan za DNA ligand, schopny
vmezefit se do DNA bakterii (Cowan, 1999). V publikované studii informuji Boberek
et al. (2010) 0 mozném inhibiénim G¢inku berberinu na FtsZ protein, ktery je klicem

pii déleni bakteridlnich bunék.
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14 VYBRANE SKUPINY PRIRODNICH LATEK
S ANTIMIKROBIALNIMI UCINKY

1.4.1 Alkaloidy

Alkaloidy tvofi nejpocetnéjsi skupinu sekundarnich metaboliti rostlin. Jedna
se 0 organické slouceniny zasadité povahy, obsahujici dusikaté heterocykly. Vétsinou
jsou bezbarvé, krystalické povahy, ve vod¢ malo rozpustné, ale dobie v alkoholu,
chloroformu, éteru. S organickymi kyselinami tvofi soli.

Maji vyrazné farmakologické ucinky. Ve vétSich davkach pusobi jako prudké
sloucenina byla izolovana z Maku setého (Papaver somniferum) jiz v 19. stoleti
a je nejcastéji pouzivana K tlumeni bolesti.

Jednim z vyznamnych zastupci této skupiny je berberin, ktery je ziskavan
z Dristalu  obecného (Berberis wvulgaris). Mechanismus jeho ucinku spociva
ve schopnosti pronikani do DNA bakterialni buiiky (Cowan, 1999, Vondrazka, 2002).

Podle chemické struktury jsou rozliSovany alkaloidy s pyridinovym cyklem,
z nichz nejznaméjsi je nikotin. Mezi alkaloidy s tropanovym cyklem patii kokain.
Opium je tzv. fenantrenovy alkaloid. NejvyznamnéjSim zastupcem alkaloida

s purinovym cyklem je kofein (Ashihara et al., 2004).
1.4.2 Fenoly a polyfenoly

1.4.2.1 Jednoduché fenoly a fenolové kyseliny

Zékladem téchto slouenin je benzenové jadro, na kterém jSou navazané
substituenty. Antibakterialni G¢inky byly prokazany také u thymolu, karvakrolu,
kyseliny gallové a eugenolu. Je dokazano, ze s polohou a po¢tem hydroxylovych skupin
ve fenolické struktufe souvisi jejich toxicita. (Cowan et al., 1999, Ipek et al., 2005).
Mezi vyznamné zastupce této Siroké skupiny ptirodnich latek patii kyseliny skoficova

a kavova obsazené v Matetidousce obecné (Thymus serpyllum L.), Tymianu obecném
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(Thymus vulgaris), Estragonu (Artemisia dracunculus) a dalsih rostlinach. Jsou u¢inné
proti bakteriim, virim i houbdm (Cowan, 1999).

Mechanismus ucinku téchto latek spociva v poSkozovani cytoplazmatické
membrany bakterialnich bunék a v inhibici enzymové aktivity (Cowan, 1999, Dorman
a Deans, 2000).

1.4.2.2 Chinony

Chinony jsou vysoce reaktivni ptirodni slouceniny odvozené od aromatickych
uhlovodiki. Vyskytuji se v kiife stromt a rostlin. Jedna se o nejrozsifenéjsi skupinu
ptirodnich  barviv  (Cowan, 1999). Patfi sem derivaty p-benzochinonu,
1,4-nafchochinonu a antrachinonu.

Benzochinony jsou piedevsim barviva hub. Vyznamnym zastupcem je fumigatin
zZ kropidlaku nebo Spinulopsin ze §tétickovce.

Zastupcem skupiny naftochinond je junon vyskytujici se ve slupkach Ofesaku
kralovského (Juglans regia) (http://bioweb.webshake.cz/2-chinonova-barviva/).

Alizarin je Cervené barvivo ze skupiny antrachinonl, pouzivané V textilnim
pramyslu.

Oxidaci aminokyseliny tyrosinu vznikaji melaniny
(http://bioweb.webshake.cz/2-chinonova-barviva/, Cowan, 1999, Vodrazka, 2002).

O antimikrobidlni aktivit¢ chinonti informovali Moujir et al. vroce 1990.
Chinony izolované z Schaefferia cuneifolia a Maytenus horrida vykazovaly ucinky
proti G+ bakteriim a kvasinkam, ale na G- bakterie byly neti¢inné (Moujir et al., 1990).

Cowan (1999) uvadi, ze chinony se ireverzibilné¢ vazi na nukleofilni

aminokyseliny, coZ ma za nésledek inaktivaci proteini.

1.4.2.3 Flavonoidy

Jedna se o rozsahlou skupinu rostlinnych fenolll. V soucasné dob¢ je zndmo vice
nez 4000 flavonoidnich latek a jejich pocet se stile zvySuje. Maji antibakterilni,
antimykotické a antivirotické t¢inky (Cowan, 1999, Cushnie et al., 2005, Fang et al.,
2007).
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Strukturu flavonoidi tvoii flavan, slozeny ze dvou benzenovych kruht
spojenych heterocyklickym pyranem (Cowan, 1999, Vodrazka, 2002).

Nejznaméjsim flavonoidem je netoxicky rutin, ktery se vyskytuje i v zazivacim
traktu, kde zastiva urcitou antimikrobialni funkci (Opletal a Simerda, 2005).
Vyznamnym zastupcem skupiny flavonoida je quercetin, ktery ma vedle antioxidacnich
a protizanétlivych ucinkt také antimikrobni ucinky.
(http://www.phytochemicals.info/phytochemicals/quercetin.php).

Antimikrobialni aktivita flavonoidu je stale pfedmétem vyzkumu. Cushnie et al.
(2005) uvadéji, ze mechanismus jejich G¢inkt spocéiva v porusovani cytoplazmatické
membrany bakterialni buiiky a inhibici enzymatické aktivity. Nejznaméjsi slouceninou
je quercetin, ktery inhibuje enzym DNA gyrazu, nezbytnou pro spravny prubéh
replikace DNA. Antimikrobidlni U¢inky propolisu, jsou pfi¢itany vysokému obsahu

flavonoidu (Pietta, 2000, Cushnie et al., 2005, Opletal a Simerda, 2005)

1.4.3 Terpeny, terpenoidy

Terpeny  predstavuji ~ vyznamnou  skupinu  organickych  sloucenin,
které jsou soucasti rostlinnych silic a pryskyfic. Jejich strukturu tvoti pétiuhlikovy
isopren. Linearnim spojovanim isoprenovych jednotek vznikaji monoterpeny
(napf. geraniol), diterpeny (napf. geranylgeraniol), triterpeny (napf. skvalen),
seskviterpeny (napt. farnesol). Pokud je piitomnna heterogenni molekula kysliku, jedna
se o0 terpenoidy (Cowan, 1999, Vodrazka, 2002, Dorman et al., 2005, Trombetta et al.,
2005, Bakkali et al., 2008).

Tepreny maji inhibi¢ni U¢inky proti Sirokému spektru G+ i G- bakterii vetné
plisni. K nejuc¢innéjsim se fadi thymol a karvakrol. Jejich mechanismus G¢inku spociva
ve vazb¢ na lipidy cytoplazmatické membrany a nasledné poruse jeji funkce (Cowan,
1999, Trombetta et al., 2005, Bayati, 2009).

Znamymi terpenoidy jsou kafr a mentol. Mentol je bila krystalicka latka,
ktera inhibuje rist predevsim G+ bakterii. Na Pseudomonas (Ps.) aeruginosa je neucinny
(Bayati, 2009). Trombetta et al. (2005) prokazali inhibici ristu kmene E. coli.
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1.4.4 Glykosidy

Jedna se o derivaty sacharidi obsahujicich jednu nebo vice monosacharidovych
jednotek a alespon jednu nesacharidovou slozku, tzv. aglykon nebo také genin. Podle
struktury aglykonu délime glykosidy do rtznych skupin na fenolové glykosidy,
kumariny a jejich derivaty, flavonoidové glykosidy, kardioaktivni glykosidy, saponiny
a dalsi. (http://www.biotox.cz/naturstoff/chemie/ch-gly.html, Vodrazka, 2002).

Glykosidy se vyskytuji zejména v rostlinné iSi jako zasobni a ochranné latky.
Néekteré mohou byt syntetizovany i zivoCichy a mikroorganismy. VétSina z nich
je jedovatych. (http://www.biotox.cz/naturstoff/chemie/ch-gly.html).

Flavonoidni glykosidy patii mezi rostlinna barviva odpovédna za Zluté, cervené

¢i modré zbarveni predevs§im kvét.

1.4.5 Silice

Silice jsou t€kavé, vétSinou bezbarvé intenzivné vonici lipofilni slouéeniny
obtizn¢ rozpustné ve vod¢. Zpravidla jsou tvofeny terpeny, zejména monoterpenickymi
uhlovodiky, aldehydy, alkoholy, ketony, kyselinami, estery nebo seskviterpeny. Mohou
obsahovat i fenylpropanoidy (Trombetta et al., 2005).

Béhem skladovani mohou nasledkem oxidace tmavnout a pryskyfi¢natét.
Nekteré silice maji ptirozené zbarveni napft. silice hiebickova (Oleum caryophilli)
je zluta, hefmankova silice (Oleum chamomillae) obsahujici azuleny je zbarvena
do zelena aZ modra.

Silice se =ziskavaji zrostlinného materialu riznymi metodami, nejcastéji
destilace vodni parou. PouZity postup miliZze ovlivnit i sloZeni silice.

Vyznamnou vlatnosti silic je jejich antimikrobidlni aktivita, kterd je ovlivnéna
zastoupenim jednotlivych slozek. Nejvyraznéjsi jsou tyto Gc¢inky u silic obsahujicich
thymol, eugenol, cineol a karvakrol (http://www.biotox.cz/naturstoff/chemie/ch-
silice.html).

U nékterych silic byly potvrzeny i antivirové a antihelmintické ucinky (Opletal

a Smidera, 2005).
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1.5 VLASTNOSTI TESTOVANYCH PRIRODNICH

LATEK
1.5.1 Thymol
Synonyma:  6-isopropyl-m-cresol
2 isopropyl-5-methylphenol
3-p-Cymenol
o Molekulova hmotnost: 150,22 g.mol™

Sumarni vzorec: C10H140

Obr. 2: Strukturni vzorec thymolu (Lei et al. 2010)
(http://chemistry.about.com/od/factsstructures/ig/Chemical-Structures---T/Thymol.htm)

Krystalicka latka charakteristickych  vlastnosti byla objevena roku
1719 Casparem Neumanem. Jeji ¢istou formu syntetizoval v roce 1853 M. Lallemand
a oznacil ji jako ,,Thymol.*

Je to monoterpenovy hydrofobni derivat cymenu, ktery vytvari bezbarvé
krystalky vonici jako kafr. Obsahuje jednu hydroxylovou skupinu, jez zvySuje jeho
hydrofilitu a napomaha rozpousténi. Dobie se rozpousti v 96% etanolu, 1,0M NaOH,
ziedénych roztocich alkalickych hydroxyda, éteru, parafinovém oleji, glycerolu
a silicich, $patné ve vodé kde vytvaii emulzi. Ve vysSich koncentracich drazdi sliznice
a leptd povrchovou vrstvu pokozky (Stammati et al., 1999, Pavia et al., 2005,
Trombetta et al., 2005, Elissondo, 2008, Lee et al., 2008, Archana et al., 2011).

Ve smési s dal§imi slouCeninami se vyskytuje v Tymiadnu obecném (Thymus
vulgaris), Dobromysli obecné (Origanum vulgare), Matetidousce tzkolisté (Thymus
serpyllum), Saturejce zahradni (Satureja hortensis), Prze arnice (Arnica Montana),
Koriandru setém (Coriandrum sativum) a dalsich rostlinach (Sagdic et al., 2003, Ipek
et al., 2005).

Slozeni metanolovych extrakti z Matetidousky hiebenité (Thymus pectinatus)
oveétovali metodou GC-MS Vardar-Unlu et al. (2002). Autoii zjistili, ze silice
obsahovala 49,8% thymolu. Stejnym postupem prokazali Alma et al. (2003) v silici
z Dobromysli syrské (Syrian oreganum) pouze 2,1% thymolu. Vétsi mnozstvi thymolu

(47,8%) zaznamenali Hanbali et al. (2005) v silici ziskané z kofene blesniku (Pulicaria
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odora). Metodami destilace vodni parou a mikroviné extrakce (SFME) ziskané
esencialni oleje z Dobromysli (Origanum glandulosum) analyzovali Bendahou et al.
(2008). Plynovou chromatografii prokazali obsah thymolu 46,1-81,1%. Autofi hodnoti
metodu SFME jako selektivnéjsi pro extrakci této slouCeniny.

Thymol stejn¢ 1 karvakrol a eugenol patii mezi slouceniny s fenolickou
strukturou. U téchto latek byly zjiStény inhibi¢ni ucinky na rast G+ i G- bakterii,
kvasinek 1 vlaknitych hub. V zavislosti na koncentraci u¢inné latky pusobi
bakteriostaticky az baktericidné. Slouceniny poskozuji cyplazmatickou membranu,
nasledné dochazi k poruseni transportu iontli a zivin, coz vede k zaniku bakteridlni
bunky (Dirdy et al., 1993, Helander et al., 1998, Lambert et al., 2001, Kalemba
a Kunicka, 2003, Hanbali et al., 2005, Trombeta et al., 2005, Kosar et al., 2008, Silva
a Fernandes, 2010).

Utinné koncentrace thymolu byly ovéfovany pievazné diluénimi metodami.
Janssen et al. (1986) zjistili, ze kmeny St. aureus, E. coli a Proteus vulgaris byly
inhibovany mnozstvim 125-5000 pg.ml™, Ps. aeruginosa 2000-4000 pg.ml™ Zivného
média.

V roce 1993 uvedli Didry et al. hodnoty minimalnich inhibi¢nich koncentraci
(MIC) thymolu pro St. aureus a E. coli 250 pg.ml™, pro Ps. aeruginosa > 500 pg.ml™.

Dilu¢ni metodou zjistili Consetino et al. (1999) minimalni baktericidni
koncentraci (MBC) 225 pg.ml™ u St. aureus. Ps. aeruginosa vyristal i v mediu
obsahujicim 900 pg.ml™ . Testovani provadsli v Zivné padé s 0,5% Tween 80.

Stejnou metodou stanovili MIC pro referencni kmeny St. aureus 140 pg.ml™
a Ps. aeruginosa 385 pg.ml™ Lambert et al. (2001). Podobné vysledky zaznamenali
i Walsh et al. (2003).

Ve svém sdéleni publikovaném v roce 2005 uvedli Trombetta et al. inhibi¢ni
koncentraci thymolu pro referenéni kmen St. aureus 310 pg.ml™ a pro kmen E. coli
5000 pg.ml™. Testovani provadéli diluéni mikrometodou a sloudeninu rozpoustsli
v 5% Tweenu 20. Zivnym médiem byl Mueller-Hintontiv bujon (MHB). Cristani et al.
(2007) vysledky této studie potvrdili.

Burt et al. (2005) ovétovali inhibiéni G¢inky thymolu, karvakrolu a jejich
vzajemné kombinace na verotoxigenni E. coli O157 H7. Jednotlivé latky shodné
inhibovaly kmeny v mnozstvi 180 pg.ml™. P¥i testovani kombinace obou sloudenin
nezaznamenali synergicky ani antagonisticky efekt.
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Inhibiéni ucinky thymolu rozpousténého ve 25% DMSO ovérovali Kosar et al.
(2008). Rast Meticilin rezistentnich kment St. aureus (MRSA) byl potlacen koncentraci
250 ug.ml’l. MIC Ps. aeruginosa piesahoval 500 ug.ml’l. Také tito autoii pouzivali
MHB.

U polyrezistentnich kmenti St. aureus (rezistence na ampicilin, penicilin,
bacitracin) zjistovali Palaniappan et al. (2010) citlivost k thymolu, rozpusténém ve 25%

etanolu. Mikrodilu¢ni metodou v MHB stanovili t¢innou koncentraci 1,25 mM.

1.5.2 Karvakrol
Synonyma:  5-isopropyl-2-methylphenol
OH
Isothymol

Sumarni vzorec: C1gH140

Molekulova hmotnost: 150,22 g.mol™

Obr. 3: Strukturni vzorec karvakrolu (Lei et al. 2010)

(http://chemistry.about.com/od/factsstructures/ig/Chemical-Structures---/carvacrol.htm)

Karvakrol je kapalna latka bezbarva az svétle Zluta s charakteristickym
Stiplavym zapachem. Je pfirozenou slozkou silice aromatickych rostlin. (Vincenzi et al.,
2004).

Patfi mezi monoterpenické fenoly. Je hydrofobni, Spatné rozpustny ve vode¢,
ale dobie v 96% etanolu a éteru (Veldhuizen et al., 2006). Vaddi et al. (2002) uvadéji
dobrou rozpustnost i v50% etanolu. Peltzer et al. (2009) potvrzuji, ze karvakrol
je vyznamnym antioxidantem a jeho rozpustnost je vySsi v oleji nez ve vodé.

Karvakrol se vyskytuje ve smési se slouceninami, nejcastéji s thymolem
v Dobromysli obecné (Origanum vulgare), Tymianu obecném (Thymus vulgaris),
Matetidousce uzkolisté (Thymus serpyllum), Saturejce zahradni (Satureja hortensis).
Je obsazen také v Tymianu bilém (Thymus zygis), Dobromysli (Origanum dictamnus),
Majorance (Origanum majorana) a dalsich rostlinach (Vincenzi et al., 2004, Liolios
et al., 2009).
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Slozeni silice ziskané z Majoranky (Origanum majorana) testovali metodou
GC-MS (Baser et al., 1993). Autofi zjistili, ze jeji zakladni slozkou je karvakrol
0 obsahu 78,2%. Gormez et al. (2012) analyzovali silici extrahovanou ze Saturejky
(Satureja tymbra), ktera obsahovala 52,6% karvakrolu. Metodou GC-MS ovéfovali Oke
et al. (2009) slozeni silice ze Saturejky klinolisté (Satureja cuneifolia) a zjistili,
7ze obsahovala 45% karvakrolu. Silice extrahovana z Tymianu obecného (Thymus
vulgaris) Dafererem et al. (2000) obsahovala 2,2% karvakrolu a dale thymol, p-cymen
a vy-terpinen. Kordali et al. (2008) zjistili plynovou chromatografii v silici z Origanum
acutidens 87% karvakrolu a zaroven potvrdili jeho vyraznou antimykotickou aktivitu.
Stejnou metodu pouzili Ebrahimi et al. 2008 a zjistili, ze silice z Thymus caramanicus
obsahovala 58,9-68,9% karvakrolu. Eftekhar et al. 2009 vysledky této studie potvrdili.

Jak bylo uvedeno karvakrol, thymol i eugenol patii mezi fenolické slouceniny,
které porusuji cytoplazmatickou membranu bakteridlnich bunék. Nasledné dochazi
ke zvysené propustnosti K™ a H* iontii do buiiky (Ultee a Smid, 2001, Pasqua et al.,
2007, Silva a Fernandes, 2010). Studie tykajici se antimikrobialni aktivity karvakrolu
prokazaly jeho inhibi¢ni G¢inky na G+ i G- bakterie, houby, parazity a hmyz,
ale jen slabé proti viram (Afra et al., 2006). Veldhuizen et al. 2006 informovali,
ze karvakrol vykazuje nizkou aktivitu ve studiich mutagenity.

Olasupo et al. (2003) a Preuss et al. (2005) publikovali hodnoty minimalnich
inhibi¢nich koncentraci (MIC) karvakrolu pro Salmonella typhimurium 1000 pg.ml™,
E. coli 1500 pg.ml™ a St. aureus 250 pg.ml™ .

Dilu¢ni metodu publikovali Veldhuizen et al. (2006) a zaroven uvedli hodnoty
MIC a MBC u E. coli a St. aureus. Pro E. coli byla MIC 1200 pg.ml™ a MBC 1300
pg.ml™ . Pro St. aureus byla MIC 1700 pg.ml™ a MBC 1800 pg.ml™ .

Cristino et al. (2007) uvedli hodnoty MIC Kkarvakrolu, zjisténé dilu¢ni
mikrometodou v MHB pro kmeny St. aureus a E. coli. St. aureus 1250 pg.ml™,
pro E. coli 2500 pg.ml™. Sloudeninu rozpoustéli v 5% Tweenu 20.

Sleha et al. 2012 ovétovali inhibi¢ni G¢inky karvakrolu na kmen Mycoplasma
hominis. Autofi zjistili, e hodnota MIC 600 pg.ml™ je shodna s hodnotou MBC.

Kmeny C. albicans inhiboval karvakrol v mnozstvi 1250 pg.ml™
U Streptococcus (Str.) mutant, Str. mitis a Str. salivarius byla hodnota MIC
2500 ug.ml™ (Botelho et al., 2007).
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1.5.3 Eugenol
Synonyma:  2-methoxy -4-allylphenol

R
4-(2-propenyl)phenol
Sumarni vzorec: C1gH120,
D’f -1
Molekulova hmotnost: 164,20 g.mol
OH

Obr. 4: Strukturni vzorec eugenolu (Hammer et al. 2012)
(http://www.chemnet.com/dict/dict--97-53-0--cz.html)

Eugenol patii mezi vyznamné fenylpropanoidy. Je to ¢ira az nazloutla olejovita
kapalina piijemné kofenéné viné. Velké uplatnéni nalezl ve vyrobé parfému a zejména
ve stomatologii, kde se pouziva jako tmel do zubnich kanalkd, k lokalni dezinfekci
I jako analgetikum (Cowan, 1999, Miller et al., 2000, Bassolé¢ et al., 2010).

Je omezené rozpustny ve vod€, ale dobie v etanolu a dalSich organickych
rozpoustédlech.

Eugenol je obsazen v hiebi¢kovém oleji (Eugenia caryophyllata), muskatovém
ofisku (Myristica fragrans), bobkovém listu (Laurus nobilis), skofici (Cinnamomum
zeylanicum) a také v cigaretovém kouii (LaVoie et al., 1986).

Rada studii prokazala bakteriostatické, antimykotické a analgetické ucinky
eugenolu. Inhibi¢ni u¢inky eugenolu spocivaji v poskozeni cytoplazmatické membrany
bakterialnich bun¢k (Cowan, 1999, Miller et al., 2000, Olbert-Majkut et al., 2008, Silva
a Fernandes, 2010). Walsh et al. (2003) prokazali, Ze inhibiéni u¢inek eugenolu
u E. coli je 530 ug.ml™. Gill a Holley (2004) zjistili, e eugenol potladuje rist Listeria
monocytogenes a Lactobacillus sakei.
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1.5.4 Kyselina gallova
Synonyma:  monohydrat kyseliny 3,4,5-

Os OH
trihydroxybenzoové
Sumarni vzorec: C7HgOs
HO OH
OH Molekulova hmotnost: 170,12 g.mol™

Obr. 5: Strukturni vzorec kyseliny gallové
(http://www.pentachemicals.eu/bezp_listy/k/bezplist_569.pdf)

Kyselina gallova je organickd kyselina s antioxidacnimi vlastnostmi. Bila
az svétle nazloutld krystalickd latka, kterd je ptfitomna ve vétSin¢ léCivych rostlin.
Vyskytuje se ve dvou formach: konjugovand s molekulou taninti, ze kterych se ziskdva
kyselou hydrolyzou nebo ve formé volné.

Kyselina gallovd je fenolicka sloucenina, ktera ma na benzenovém jadfe
umisténé dva druhy funkénich skupin. Je to skupina hydroxylova a karboxylova (Kar
et al., 2000, Niho et al., 2001, Strli¢ et al., 2002). Inoue et al. (1995) zjistili, ze tii
sousedici hydroxylové skupiny jsou zodpovédné za cytotoxicitu a karboxylova skupina
se muze podilet na bujeni normalnich i nadorovych bunék.

Kyselina gallova je dobie rozpustna ve vod¢, 96% etanolu, metanolu, glycerolu
a v ethylacetatu (Kar et al., 1999). Daneshfar et al. (2008) potvrdili, Ze jeji rozpustnost
stoupa s rostouci teplotou.

Niho et al. (2001) prokazali, ze se kyselina gallova vaze na bilkoviny a klicové
mineralmi latky (zelezo, vapnik, zinek) a ovliviiuje jejich biologickou aktivitu tim,
Zze snimi tvofi nerozpustné komplexy. Mutagenni UCinky nebyly prokdzany.
V publikovanych studiich bylo uvedeno, Ze kyselina gallova indukuje buné¢nou smrt
(Strli¢ et al., 2002, Ow YY et al., 2003).

Kyselina gallova a jeji derivaty tvoti dlleZitou slozku cerného 1 zeleného Caje.
Je obsazena v dubénkach, dubové kure, ofeSich, chmelu a dalSich rostlinach. (Niho

etal., 2001, Strli¢ et al., 2002).
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Kromé ochrany pied oxidacnim stresem ma kyselina gallova Siroké spektrum
dalgich 0¢inkti, mezi néz muizeme zafadit ucinky kardioprotektivni, antivirové,
antibakterialni, protiplisnové a protinadorové (Sergedien et al., 1999). Kawada et al.
(2001) zjistili, ze kombinace kyseliny gallové s Iékem proti rakoviné muze byt u¢inna
v 1é¢be rakoviny plic.

Chursi et al. (2001) zjistovali MIC a MBC kyseliny gallové pro Meticilin
rezistentni kmeny St. aureus (MRSA) a St. aureus. Hodnota MIC pro MRSA byla
600 pg.ml™. MBC u St. aureus byla shodna.

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

obsahujicim 8000 pg.ml™ .

1.5.5 a-pinen
Synonyma: 2,6,6-trimethylbicyclo[3.1.1]hept-2-ene
CH
H,C 3

/ Sumarni vzorec: CioH1s

s Molekulova hmotnost: 136,23 g.mol'1
3

Obr. 6: Strukturni vzorec a-pinenu
(http://www.chemnet.com/dict/dict--80-56-8--cz.html)

a-pinen je nenasyceny uhlovodik ze skupiny monoterpent. Jedna se o bezbarvou
olejovitou tekutinu, nemisitelnou svodou S charakteristickym  zapachem
(http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.6402.html).

Tato sloucenina se vyskytuje v pryskyfici jehli¢natych stromil ptevadzné borovic,
ale i v Pelynku velkém (Artemisia tridentata) a Rozmarynu lékaiském (Rosmarinus
officinalis) (http://www.lekopis.cz/Kap_4 1 1.htm).

Metodou GC-MS prokazali Alma et al. 2003 slozeni silice z Dobromysli syrské

(Syrian oreganum). Autofi zjistili, Ze silice obsahovala pouze 1,2% a-pinenu.
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Parni destilaci extrahovali Atti-Santos et al. (2005) silici z Rozmarynu
Iékaiského (Rosmarinus officinalis) a zjistili, ze hlavni slozkou byl a-pinen
(40,6-45,1%) dale 1,8-cineol a kafr. Ostatni slou¢eniny byly zastoupeny v mnozstvi
mensSim nez 2%.

V silici Tymianu obecného (Thymus vulgaris) zjistili Imelouane et al. (2009)
metodou plynové chromatografie s hmotnostni detekci a plynové chromatografie
s plamenovou ioniza¢ni detekci 9,3% a-pinenu. In vitro puasobi antibakterialné
na stafylokoky, Ps. aeruginosa, E. coli i n¢které druhy kvasinek.

Demirci et al. (2012) zjistovali slozeni silice ziskané ze Salvia cryptantha.
Jednotlivé slozky identifikovali metodou plynové chromatografie. Mezi hlavni pattily
1,8-cineol (16-37%) a kafr (6-13%). a-pinen se vyskytoval v 1-12%.

Mechanismy antimikrobialnich G¢inkd pinend jsou stale zkoumany. Gao
et al. (2011) uvedli souvislost s porusenim cytoplazmatické membrany vazbou lipidy,

nebot’ tato sloucenina je lipofilni.

1.5.6 B-pinen
i Synonyma: 6,6-dimethyl-2-metylene-
higG ; bicyclo(3.1.1)heptan
Sumarni vzorec: CioHis

Molekulova hmotnost: 136,23 g.mol™

CH,

Obr. 7: Strukturni vzorec B-pinenu

(http://www.chemnet.com/cas/cz/127-91-3/beta-pinene.html)

B-pinen je bezbarva olejovita kapalina, pachnouci po terpentynu, prakticky
nerozpustnd ve vod¢, ale dobfe rozpustna v etanolu a éteru. Stejné jako a-pinen
je obsazen predevsim v rostlinach s charakteristickou vini
(http://www.lekopis.cz/Kap_4_1_1.htm).

Kelen et al. (2008) zjistili chemické slozeni Salvia aucheri, Salvia aramiensis
a Salvia pilifera metodou plynové chromatografie v silici Salvia aucheri B-pinen
v mnozstvi 10,3%. Hlavni sloZkou této silice je kafr (49,6%) (Znini et al., 2012).
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Stejnou metodou testovali Cha et al. (2005) sloZeni silice z Artemisia scoparia
a Artemisia capillaris. Hlavni slozkou silice Artemisia scoparia byl kafr (11%),
zatimco u Artemisia capillaris p-pinen (9,4%).

Imelouane et al. (2009) zjistili v silice z Thymianu obecného (Thymus vulgaris)
pouze 3,9% [-pinenu, hlavni slozku tvofil kafr (38,5%). Antibakterialni aktivita

se shoduje s uc¢inky a-pinenu.

1.5.7 p- Cymen
Synonyma: 1-methyl-4-isopropylbenzen

Sumarni vzorec: CigH14
Molekulova hmotnost: 134,22 g.mol'l

Obr. 8: Strukturni vzorec p-cymenu

(http://www.caslab.com/4-1sopropyltoluene-p-Cymene.php5)

p-cymen je alkyl-substituovany aromaticky uhlovodik, hojné se vyskytujici
Vv rostlinach (http://umbbd.ethz.ch/pcy/pcy_map.html). Jedna se o bezbarvou kapalinu,
obtizné  rozpustnou ve vodé, ale dobfe v96% etanolu a éteru
(http://www.lekopis.cz/Kap_4 1 1.htm).

Princip mechanismu u¢inku na bakterialni buiky je zalozen na poruSeni
cytoplazmatické membrany.

Oke et al. (2009) analyzovali metodou GC-MS silici extrahovanou ze Saturejky
klinolisté (Satureja cuneifolia) a zjistili, Ze obsahovala 21,6% p-cymenu, hodnota MIC
se pohybovala v rozmezi 600-1400 pg.ml™.

Bassolé et al. (2010) zjistili, ze p-cymen tvofi hlavni slozku silice z listi Caje

(Lippia multiflora), kde je zastoupen v mnozstvi 21,3%.

Dilu¢ni mikrometodou zjistovali Cristani et al. (2007) inhibi¢ni ucinek
p-cymenu na kmeny St. aureus a E. coli. Tito autofi zjistili, ze p-cymen ma vé&tsi
inhibi¢ni ucinek na E. coli nez na St. aureus. Hodnota MIC pro St. aureus byla
1250 pg.ml™ a pro E. coli 2500 pg.ml™. Slougeninu rozpou§téli v 5% Tweenu 20.
Zivnym médiem byl MHB.

31


http://www.caslab.com/4-Isopropyltoluene-p-Cymene.php5
http://umbbd.ethz.ch/pcy/pcy_map.html
http://www.lekopis.cz/Kap_4_1_1.htm

Bagamboula et al. (2004) uvadi, ze p-cymen neprokazuje vibec zadnou
antimikrobialni aktivitu viéi E. coli, Shigella sonnei, Shigella flexneri a zaroven bylo
prokazéano, ze tymian obsahuje krom¢ thymolu jesté 36% p-cymenu.

Bendahou et al. (2008) metodami destilace vodni parou a SMFE analyzovali
extrahované esencialni oleje z Origanum glandulosum. Plynovou chromatografii zjistili,
Ze obsahuje 17,1% p-cymenu.

Chemické slozeni silice ziskané z Origanum acutidens analyzovali plynovou
chromatografii Kordali et al. (2008) a zjistili, ze obsah p-cymenu je 2%. Zaroven

se prokazalo, ze p-cymen ma nizkou antimykotickou aktivitu.

1.6 METODY STANOVENI CITLIVOSTI BAKTERII
K ANTIMIKROBIALNIM LATKAM

K prikazu ucinnosti antimikrobidlnich latek jsou v bézné praxi pouzivany
metody kvalitativni, které informuji, zda je testovany mikroorganismus citlivy
na stanovené mnozstvi léciva.

Metodami kvantitativnimi je zjiStovano mnozstvi G¢inné latky inhibujici rast

az usmrcujici danny mikrob. Techniky provedeni jsou difuzni a dilu¢ni.

1.6.1 Kvalitativni metody

1.6.1.1 Diskova difuzni metoda

Tato metoda je zalozena na priniku antimikrobidlni latky z papirového disku
obsahujiciho u¢innou latku do agarového média, vnémz se vytvoii klesajici
koncentraéni gradient. Vhodnym kultivaénim médiem je nejcastéji Mueller-HintonGv
agar, na ktery je naoCkovana stanovena koncentrace testovaného mikroorganismu.
Béhem inkubace dochédzi k potlaceni riistu bakterii na ploSe s u¢innou koncentraci
1é¢iva a vytvoreni tzv. ,,zony inhibice” v okoli disku. Naméfena hodnota priméru zony
je porovnana s hodnotami pro citlivé kmeny uvedenymi v tabulkach (Reller et al.,
2009).
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Na vysledcich test se vyznamné podili hustota tzv. inokula, coz je koncentrace
bakteridlnich bunék v ur€itém mnozstvi tekutého média nebo fyziologického roztoku.
Nejast&ji je pouzivané mnozstvi 1,5-3.10% CFU.mlI™?, coz odpovida 0,5-1 stupni
McFarlandovy zakalové stupnice.

Diskovou difuzni metodu pouzilo ke stanoveni citlivosti ptirodnich latek mnoho
autort. Sokovic et al. (2010) stanovili touto metodou G¢inky esencialni oleju ziskanych
z Thymus vulgaris, Origanum vulgare, Salvia officinalis, Mentha piperita, Mentha
spicata a dalSich. Z nichz nejvyssi antimikrobialni aktivitu vykazoval Thymus vulgaris
(16-30 mm) a Origanum vulgare (20-35 mm).

Tuto metodu pouzili Vardar-Unlu et al. (2002) k testovani silice ziskané
z Thymus pectinatus. Walsh et al. (2003) stanovili diskovou difizni metodou MIC
thymolu. Bagamboula et al. (2004) potvrdili MIC thymolu a stanovili MIC karvakrolu.

Utinky esencialnich olejui ziskanych z Thymus vulgaris, Origanum vulgare,
Cinnamomum verum, Cimbopogon flexuosus a Satureja montana testovali Galuppi
et al. (2010) diskovou dilu¢ni metodou.

1.6.1.2 Agarova difuzni metoda

Agarova difuzni metoda je zalozena na stejném principu jako metoda diskova.
Lisi se vV tom, Ze antimikrobidlni latka se u agarové difuzni metody pipetuje do pfedem
pripravenych jamek v agaru.

Nevyhodou této metody je pracnost a moznost vyliti antimikrobidlni latky

z vyrazené jamky pii manipulaci s Petriho miskou.

1.6.2 Kvantitativni metody

Témito metodami je prokazovana tzv. mira citlivosti. Principem dilu¢nich metod
je pouziti odstupiiovanych koncentraci u€innych latek, které jsou ptidany bud’ do tuhych
(agarova dilu¢ni metoda) nebo tekutych médii (bujonova dilu¢ni metoda). Po ptidani
inokula a nasledné inkubaci je hodnocena nejnizsi koncentrace antimikrobidlni latky,
ktera zastavila rust testovaného kmene. Tato hodnota je oznacovana jako minimalni

inhibi¢ni koncentrace (MIC) a udavé se v mg.I™* nebo pg.ml™.
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Bakteriostaticky ucéinek je stav reverzibilni. Odstranénim inhibi¢niho faktoru
muze mikrob po urcité zotavovaci fazi obnovit své zivotni pochody.

Dilu¢nimi testy lze stanovit také hodnotu minimalni baktericidni koncentrace
(MBC), tj. mnozstvi u¢inné latky, které usmrcuje 99,9% exponované bakterialni
populace za stanoveny casovy usek. Udava se ve stejnych jednotkdch jako MIC.
Baktericidni uc¢inky jsou ireverzibilni. MBC je n¢kdy shodna s MIC, ale miize byt

mnohonasobné vyssi (Islam et al., 2008).

1.6.2.1 Agarova dilu¢ni metoda

Tato metoda je naro¢nd, ale velmi pfesnd, ma platnost referencni metody.
Do Petriho misek jsou nalévany standardni objemy agarového media obsahujici rizné
koncentrace ucinné latky. Na povrch takto pfipravenych piid jsou mikropipetou nebo
kalibrovanou klickou bodové ockovana inokula jednotlivych bakteridlnich kmend.
Po stanovené dobé inkubace je hodnocen riist kmenti ve formé uzavienych kolonii.
Zivné médium, kde jiz kmen nenaroste, obsahuje MIC antibiotika pro testovany kmen,

jak je znazornéno na obrazku 9.

Obr. 9: a) MIC Escherichia coli; b) Pseudomonas aeruginosa
Pievzato: (http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928493112002366)

Agarovou diluéni metodou zjist'ovali Kalemba a Kunicka (2003) antimikrobialni

u¢inky Thymus vulgare a Origanum vulgaris.
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V roce 2004 Rota et al. stanovovali touto metodou antimikrobialni ucinky
esencidlnich oleji ziskanych z Thymus vulgaris, Salvia sclarea, Salvia officinalis,
Rosmarinus officinalis a Satureja montana. Tito autofi zjistili, Ze vyrazné inhibi¢ni
ucinky vykazovala Satureja montana a Thymus vulgaris. Naopak Salvia sclarea

neprokazovala zadny inhibi¢ni G¢inek.

1.6.2.2 Bujénova dilu¢ni metoda

Bujonova diluéni metoda je zalozena na stejném principu jako agarova. Rozdil
je pouze v tom, ze pouzivame Muller-Hintoniv bujon. Do zkumavek je pipetovan
MHB obsahujici ruzné koncentrace ucinné latky. Do kazdé zkumavky s MHB
je naoc¢kovan testovany mikroorganismus. Po stanovené dobé inkubace je hodnocen rtst
mikroorganismu Vv bujonu s urcitou koncentraci ucinné latky. Pokud je bujon bez
naristu mikroorganismi = MIC (mg.I™). Nasleduje porovnani s hrani¢nimi hodnotami
pro citlivé kmeny (Kalemba a Kunicka, 2003, Islam et al., 2008).

Bujonovou diluéni metodu pouzil v roce 2003 Hyeon-Hee et al. Ve své studii
analyzoval metodou GC-MS chemické slozeni esencialniho ojele ziskaného z Artemisia
iwayomogi Kitamura. Autofi zjistili, Zze hlavnimi slozkami této silice byl kafr
a 1,8-cineol. Bujonovou diluéni metodou byly zjistovany inhibi¢ni u¢inky jednotlivych

slozek silice.

1.6.2.3 Dilu¢ni mikrometoda

Dilu¢ni mikrometoda je v praxi nejpouzivanéjsi metodou. Je =zalozena
na stejném principu jako bujonova diluéni metoda. Jeji vyhodou je, Ze veskera realizace
probihd v mikrotitraéni desticce. Do jamek mikrotitra¢ni desti¢ky je pipetovan MHB
surCitou koncentraci antimikrobialni latky. Hustota inokula by meéla odpovidat
0,5-3 stupné McFarlandovy zakalové stupnice. Po nasledné inkubaci je hodnocen
vznikly zakal popf. sediment v jednotlivych jamkach mikrotitracni desticky, ur¢ovana
hodnota MIC a porovnana S hrani¢nimi hodnotami pro citlivé kmeny (Kalemba
a Kunicka, 2003, Islam et al., 2008).
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Kosar et al. (2008) stanovili touto metodou antimikrobialni aktivitu esencialniho
oleje ziskaného extrakci z Chaerophyllum libanoticum. Hlavni slozkou byl karvakrol.
Hodnota MIC pro MRSA a C. albicans byla v rozmeni 250-500 pg.ml™.

Diluéni mikrometodu pouzil Didry et al. (1998) ke zjisténi hodnoty MIC
esencialniho oleje extrahovaného znadzemni casti Drosera peltata. Autofi zjistili
hodnotu MIC 31,25 pg.ml™ pro Str. mutans a 15,62 ug.ml™ pro Str.sobrinus.

Tuto metodu pouzili Imelouane et al. (2009) ke zjisténi antimikrobidlnich a¢inka
silice ziskané z Thymus vulgaris. Autofi uvedli hodnoty MIC pro St. aureus,
St. epidermidis a E. coli (1330 pg.ml™), Str. sp. (2670 pg.ml™). Pro stanoveni
antifungalni aktivity osmi ptirodnich slouc¢enin pouzili Scorzoni et al. (2007) diftzni
diskovou a diluéni mikrometodu. Porovnanim vysledk téchto metod autofi zjistili,
ze diskova difuzni metoda je méné citliva neZ mikrometoda. Déle zjistili, Ze u dilu¢ni

mikrometody mohli detekovat hodnotu MIC.
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1 MATERIAL A METODY

2.1.1 Ptirodni latky

Ovétovali jsme antibakteridlni aktivitu 7 pfirodnich latek zakoupenych
ve firmach Sigma-Aldrich a Fluka. Kyselinu gallovou jsme ziskali od prof. RNDr.
Lubomira Opletala, CSc. z farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.
V tabulce 2 jsou zaznamenany testované piirodni latky, jejich ptvod, Cislo Sarze

a rozmezi testovanych koncentraci.

Tab. 2: Seznam prirodnich latek a rozmezi hodnot testovanych

koncentraci
Piirodni latka Vyrobce Cislo Sarze Testovana kon_clentrace v

[ng.ml "]

Cymen SIGMA - ALDRICH | S33159-386 2400-76800

Eugenol SIGMA - ALDRICH | 03522CE-216 75-2400

Karvakrol FLUKA 1359583 75-2400

Kyselina gallova FFHK 320700/1 695 neuvedeno 75-2400

Thymol SIGMA - ALDRICH 126K0140 75-2400

a-pinen FLUKA 1330348 75-2400

B-pinen FLUKA 1380035 75-2400

Vysvétlivky: FFHK — Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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2.1.2 Bakterialni kmeny

Pii zjistovani antimikrobialnich u¢inka pfirodnich sloucenin jsme pouzivali
kmeny bakterialnich druhti a kvasinek, jejichz seznam je uveden v tabulce 3. VétSina
znich byla vykultivovana =z ejakulatu kancd, nékteré pochazeli ze sbirky

mikrobiologické laboratoie katedry biologickych a biochemickych véd (KBBV).

Tab. 3: PFehled kmenu pouZivanych K testovani antimikrobialni

aktivity prirodnich latek

Mikroorganismus Pavod

Candida albicans sbirka KBBV

Enterococcus sp. A sbirka KBBV

Candida lipolytica Z ejakulatu kanct
Entrerococcus durans Z ejakulatu kanct
Enterococcus sp. B Z ejakulatu kanct
Pseudomonas aeruginosa kmen I, 11, 111 Z ejakulatu kanct
Staphylococcus epidermidis Z ejakulatu kanct

Vysvétlivky: KBBV — katedra biologickych a biochemickych véd

2.1.3 Kultivaéni média

Bakterialni kmeny pouzivané k testovani antimikrobidlni aktivity ptirodnich
slou€enin jsme kultivovali 1 uchovavali na krevnim agaru (KA). Pro kultivaci kvasinek
jsme pouzivali MALT médium. Zjistovani ucinnych koncentraci jsme provadeéli

v Mueller-Hintonové bujonu.

e Krevni agar (KA)
Krevni agar jsme pfipravovali z krevniho agaru od firmy Hi Media, ¢.5. 135914
a z Blood Agar Base NO. 2 Oxoid, England ¢.§. 1037003 dle navodu a ptidavali jsme

5% defibrinované berani krve.
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e Mueller-Hintontv bujon (MHB)
Mueller-Hintoniv bujon jsme piipravovali z Mueller-Hinton Broth od firmy
Oxoid, England, ¢.8. 395796.

e MALT médium
MALT médium jsme piipravovali z MALT média od firmy Hi Media, C.S.

53507.

2.1.4 Roztoky a ¢inidla

Ptirodni slouceniny jsme rozpoustéli ve 24% etanolu, piipraveném ziedénim 96%

etanolu pufrovanym fyziologickym roztokem.

e Pufrovany fyziologicky roztok (PBS) o pH 7,4 jsme pfipravili rozpusténim 2,2800 g
NaCl, 0,7470 g Na;HPO,. 12H,0, 0,1230 g NaH,PO,4 . H,0 a do 300 ml doplnili

destilovanou vodou.

o K pfipravé bakterialni suspenze jsme pouzili fyziologicky roztok: 0,9 g NaCl

do 100 ml destilované vody.
e McFarlandova zakalova stupnice &. 0,5 (1,5.10° CFU.mI™).
2.1.5 Pomiicky a pristroje
e sklenéné krevni zkumavky, plastové zkumavky, gumové zatky, Erlenmayerovy baiky,
pipety, Spicky, Petriho misky, odmérné valce, bakteriologické klicky
e plynovy kahan, stojanky na zkumavky, ptedvazky, analytické vahy

e biologicky termostat, chladnicka, IKA Vortex-Genius 3, Densila Meter IlI.

horkovzdusny sterilizator, autoklav, stolni lampa
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2.2 PRACOVNI POSTUP

4

2.2.1 Zjistovani ucinné koncentrace prirodnich latek

2.2.1.1 Piiprava zasobnich roztoku pfirodnich latek

Stanovené¢ navéazky pfirodnich slou€enin jsme rozpoustéli ve 24% etanolu.
Pro urychleni rozpousténi jsme zkumavky s pfirodnimi latkami homogenizovali

ve vortexu. Poté jsme objem zkumavky doplnili do 20 ml MHB.

2.2.1.2 Piiprava inokula

Bakteridlni suspenzi jsme pfipravovali z 24 hodinové kultury narostlé
na KA. Kvasinky jsme inkubovali 48 hodin na MALT médiu.

Bakterialni kmeny i kvasinky jsme suspendovali ve fyziologickém roztoku.
K ptesnéj$i homogenizaci suspenze ve zkumavce jsme pouzivali vortex. Nasledné jsme
zkumavku vlozili do nefelometru a zméfili hustotu suspenze, ktera odpovidala
0,5 McFarlandovy zakalové stupnice (1,5.10° CFU.mlI™).

Poté jsme 30 pl suspenze prenesli do zkumavky s 3 ml fyziologického roztoku,
a tak ziskali inokulum o hustots 10° CFU.mlI™, Stejnym postupem jsme pfipravili
inokulum o hustot& 10* CFU.mlI™.

K testovani antibakteridlnich u¢inkd ptirodnich sloucenin jsme pouzivali inokula

o hustoté 10% a 10* CFU.mI™.

2.2.1.3 Pfiprava tfedici fady

Do dvou fad sterilnich zkumavek umisténych ve stojanku jsme napipetovali
po 1 ml MHB, s vyjimkou prvni zkumavky, ktera obsahovala 2 ml zasobniho roztoku
testované slouceniny. Poté jsme z prvni zkumavky pienesli 1 ml zasobniho roztoku
testované slouceniny do druhé zkumavky a dikladné promichali. Dale jsme prenesli
1 ml obsahu druhé zkumavky do nasledujici a opét promichali. Stejnym zptisobem jsme

provedli fedéni az do posledni zkumavky, zniz jsme 1 ml obsahu umistili
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do dezinfekéniho roztoku. Takto jsme pfipravili tzv. dvojkovou ftedici fadu,
kde nésledujici zkumavka obsahuje polovicni mnozstvi testované latky ve srovnani
s predchozi. Nasledujici dvé zkumavky v fadé obsahujici pouze MHB slouzi jako
kontrola rastu mikroorganismu (K1) a kontrola sterility MHB (K2). Ptiprava fedéni
testované latky je zobrazena na obrazku 10.

Na zavér jsme do vSech zkumavek, svyjimkou K1, naockovali
100 pl ptipraveného inokula o hustoté 10° a 10* CFU.mI. Poté jsme zkumavky
inkubovali pii 22°C a 37°C. Hodnoceni rastu jsme provadéli po (6), 24, 48, 72 a 168
hodinach.

1ml 1mi 1ml 1mil 1ml 1ml do odpadu
—— e O::: "

v UV @ @O @ W o U

2400 1200 600 300 150 75 K1 K2
Obr. 10: Znazorn&ni pripravy fedéni prirodni latky v MHB v pg.ml™

Rist mikroorganismli signalizoval zdkal nebo sediment na dné zkumavky.
Po vizudlnim hodnoceni jsme obsahy zkumavek bez viditelného rlstu vyockovali
vV uvedenych Casovych intervalech na KA, kvasinky na MALT médium. Naockované
agarové pudy jsme inkubovali 24-48 hodin pti 37°C a poté sledovali nariist kment.

Za nejniz$i uc¢innou koncentraci jsme povazovali mnoZstvi testované slouceniny,

které potlacilo riist bakterialniho kmene nebo kvasinek.
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2.3 VYSLEDKY A DISKUZE

Zkumavkovou diluéni metodou jsme zjistovali antimikrobidlni aktivitu sedmi
ptirodnich latek. Pfi testovani jsme pouzivali mikroorganismy vykultivované z kanc¢ich
ejakulati a nékteré pochazeli ze sbirky KBBV. Ptirodni latky jsme rozpoustéli
ve 24% etanolu. Porovnavali jsme inhibi¢ni ucinky ptirodnich slouc¢enin na inokula
0 hustotd 10° a 10* CFU.ml™, pi inkubacni teplot& 22°C a 37 °C.

Zjisténé hodnoty jsou uvedeny v tabulkach 4, 5, 6, 7, 8,9 a 10.
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Tab. 4: U¢inné koncentrace karvakrolu rozpusténého ve 24% etanolu zji§téné zkumavkovou dilu¢ni metodou

(testované koncentrace 75-2400 ug.ml'l)

U¢inna koncentrace p¥irodni latky v p,g.ml'l

U&inna koncentrace p¥irodni latky v ug.ml'1

Doba inkubace pr¥i 37°C

Doba inkubace p¥i 22°C

Kmen 24 h 48 h | 72h 168 h 24 h 48 h 72h 168 h
CFU.mI* CFU.mI*

10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10° 10°* 10°
St. epidermidis netestovano 150 | 1200 | 600 | 1200 | 600 | 1200 | 600 | 1200
E.sp.A** | 600 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 300 | 1200 | 600 | 1200 | 600 | 1200 | 600 | 1200
E.durans* | 300 | 600 | 600 | 600 | 600 | 600 | 600 | 600 | 300 | 600 | 300 | 600 | 300 | 600 | 300 | 600
E.sp.B* N 300 N 600 N 600 N 600 N 600 N 600 N 600 N 600
Ps. ae:f‘*ginosa 600 | 600 | 600 | 600 | 600 | 600 | 600 | 600 | 600 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 2400
Ps. aelrllfginosa 300 | 600 | 300 | 600 | 300 | 600 | 300 | 600 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300
Ps. aelz‘l‘_%inosa 600 | 600 | 600 | 600 | 600 | 600 | 600 | 600 | 300 | 300 | 300 | 600 | 300 | 600 | 300 | 600
C. lipolytica* | N 150 | 150 | 300 | 150 | 300 | 150 | 300 N 300 | 300 | 300 | 300 | 600 | 600 | 600

Vysvétlivky: * vykultivovan z ejakulatu kanct

St. - Staphylococcus

...** z katedralni sbirky

E. - Enterococcus Ps. - Pseudomonas

43

...*** vankomycin rezistentni z katedralni sbirky

C. - Candida

CFU - colony-forming unit N - nelze hodnotit




Tab. 5: U¢inné koncentrace eugenolu rozpusténého ve 24% etanolu zjiSténé zkumavkovou dilu¢ni metodou

(testované koncentrace 75-2400 ug.ml'l)

U¢inna koncentrace p¥irodni latky v p,g.ml'l

U&inna koncentrace p¥irodni latky v ug.ml_1

Doba inkubace pr¥i 37°C

Doba inkubace p¥i 22°C

Kmen 24 h 48 h | 72 h 168 h 24 h 48 h 72h 168 h
CFU.mI* CFU.ml*

10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10° 10°* 10°

E.sp. A*** | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 2400 | 2400 | 2400 | 2400 | 1200 | 2400 | 1200 | 2400
E.durans* | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200

E.sp. B * 1200 | 1200 | 1200 | 600 | 1200 | 600 | 1200 | 600 N 2400 N 2400 N 1200 N N

Ps. ae:”*ginosa 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200
Ps. aelflf*ginosa 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200
Ps. aflr Iu_gjnosa 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200

Vysvétlivky: * vykultivovan z ejakulatu kancii

E. - Enterococcus

Ps. - Pseudomonas

CFU - colony-forming unit

.B*% yvankomycin rezistentni z katedralni sbirky

N - nelze hodnotit




Tab. 6: U¢inné koncentrace kyseliny gallové rozpusténé ve 24% etanolu zji§téné zkumavkovou diluéni metodou

(testované koncentrace 75-2400 ug.ml'l)

Utinna koncentrace p¥irodni latky v ug.ml'l Utinna koncentrace p¥irodni latky v ug.ml'1
Doba inkubace 37°C Doba inkubace p¥i 22°C
Kmen 24 h 48 h | 72h 168 h 24 h 48 h 72h 168 h
CFU.mI* CFU.mI*
10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10°
E.sp. A*** | 2400 | 2400 | 1200 | 2400 | 600 | 2400 | 600 | 300 |>2400 | >2400 | > 2400 | > 2400 | > 2400 | >2400 | >2400 | > 2400
E.durans* | 2400 | >2400 | >2400 | > 2400 | >2400 | >2400 | > 2400 | >2400 | 2400 | > 2400 | > 2400 | > 2400 | > 2400 | > 2400 | > 2400 | > 2400
E.sp.B* | 1200 | 2400 | 2400 | 2400 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | N | 2400 | N | 2400 | N | 2400 | N 2400
Ps. TR0 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 600 |>2400 | 600 | 2400 | 600 | 1200 | 600 1200
Ps. aelflug'”osa 300 | 600 | 300 | 600 | 600 | 600 | 600 | 600 | 150 | 300 | 300 | 600 | 300 | 600 | 600 600
Ps. e 300 | 300 | 300 | 600 | 300 | 600 | 300 | 600 | 150 | 300 | 300 | 300 | 300 | 600 | 300 600
C.albicans** | 1200 | 2400 | 1200 | 2400 | 1200 | 2400 | 1200 | 2400 | N |>2400 | 600 | 2400 | 2400 | >2400 | 2400 | > 2400
C. lipolytica* | N N N N 600 | 600 | 600 | 600 N N N N | 1200 | 2400 | 2400 | 2400
Vysvétlivky: * vykultivovan z ejakulatu kanci ...** 7 katedralni sbirky ... ¥ yankomycin rezistentni z katedralni sbirky
E. - Enterococcus Ps. - Pseudomonas C. - Candida CFU - colony-forming unit N - nelze hodnotit
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Tab. 7: U¢inné koncentrace thymolu rozpusténého ve 24% etanolu zji$téné zkumavkovou dilu¢ni metodou

(testované koncentrace 75-2400 ug.ml'l)

U¢inna koncentrace p¥irodni latky v p,g.ml'l

U&inna koncentrace p¥irodni latky v ug.ml_1

Doba inkubace pr¥i 37°C

Doba inkubace p¥i 22°C

Kmen 24 h 48 h | 72h 168 h 24 h 48 h 72h 168 h
CFU.mI* CFU.mI*

10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10°
St. epidermidis pii této teploté jsme netestovali 300 | 300 | 300 | 600 | 300 | 600 | 300 | 600
E.sp.A*** | 600 | 600 | 600 | 600 | 1200 | 600 | 1200 | 600 | 300 | 600 | 300 | 600 | 300 | 600 | 300 | 600
E.durans* | 600 | 600 | 600 | 1200 | 600 | 1200 | 600 | 1200 | 600 | 600 | 600 | 600 | 600 | 600 | 600 | 600
E.sp.B* | 600 | 600 | 600 | 600 | 600 | 1200 | 600 | 1200 | N 300 N 300 N 300 N | 300
Ps. ae:“*ginosa 600 | 600 | 600 | 600 | 600 | 600 | 600 | 600 | 300 | 300 | 300 | 600 | 300 | 600 | 300 | 600
Ps. aﬁ;l}g‘”%a 300 | 300 | 300 | 600 | 300 | 600 | 300 | 600 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300
Ps. aflr I‘fg,fnosa 300 | 300 | 300 | 600 | 300 | 600 | 300 | 600 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300
C. lipolytica* | N 150 N 300 | 150 | 150 | 150 | 150 N 150 | 150 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300

Vysvétlivky: * vykultivovan z ejakulatu kancii

St. - Staphylococcus

E. - Enterococcus Ps. - Pseudomonas

...** 7 katedralni sbirky

CFU - colony-forming unit

... **¥* yvankomyecin rezistentni z katedralni sbirky

C. - Candida

N - nelze hodnotit




Tab. 8: U¢inné koncentrace a-pinenu rozpusténého ve 24% etanolu zjisténé zkumavkovou dilu¢ni metodou

(testované koncentrace 75-2400 ug.ml'l)

U&inna koncentrace p¥irodni latky v ug.ml'1 U&inna koncentrace p¥irodni latky v ug.ml'1
Doba inkubace p¥i 37°C Doba inkubace p¥i 22°C
Kmen 24 h 48 h ‘ 72h 168 h 24 h 48 h 72 h 168 h
CFU.mI™ CFU.mI*!
10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10°

E.sp. A*** | >2400 | >2400 | 2400 | >2400 | 2400 | >2400 | 2400 2400 | >2400 | >2400 | > 2400 | > 2400 | > 2400 | >2400 | 2400 2400

E. durans * 2400 | >2400 | 2400 | >2400 | 2400 | >2400 | 2400 | >2400 | 2400 | >2400 | 2400 | >2400 | 2400 | >2400 | 2400 | >2400

E.sp.B* 2400 2400 2400 2400 2400 2400 2400 | >2400 | 2400 2400 2400 | >2400 | 2400 | >2400 | 2400 | >2400

Ps. aeruginosa

I *

2400 2400 2400 2400 2400 2400 2400 2400 | >2400 | >2400 | 2400 | >2400 | 2400 | >2400 | 2400 | > 2400

Ps. aeruginosa

[ * 1200 2400 1200 2400 1200 2400 1200 1200 2400 | >2400 | 2400 | >2400 | 2400 | >2400 | 2400 | >2400

Ps. aeruginosa

Th 1200 2400 1200 2400 1200 2400 1200 1200 1200 | >2400 | 1200 | >2400 | >2400 | >2400 | >2400 | > 2400

Vysvétlivky: * vykultivovan z ejakulatu kanct .. B*¥* vankomycin rezistentni z katedralni sbirky

E. - Enterococcus Ps. - Pseudomonas CFU - colony-forming unit
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Tab. 9: U¢inné koncentrace p-pinenu rozpusténého ve 24% etanolu zjiténé zkumavkovou dilu¢ni metodou

(testované koncentrace 75-2400 ug.ml'l)

U&inna koncentrace p¥irodni latky v ug.ml'1

U&inna koncentrace p¥irodni latky v ug.ml'1

Doba inkubace pr¥i 37°C

Doba inkubace p¥i 22°C

Kmen 24 h 48 h | 72h 168 h 24 h 48 h 72 h 168 h
CFU.mI* CFU.mI*
10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10° 10* 10°

E.sp. A*** | >2400 | >2400 | >2400 | >2400 | 2400 | >2400 | 2400 | 2400 | > 2400 | >2400 | >2400 | >2400 | > 2400 | > 2400 | > 2400 | > 2400
E.durans* | >2400 | > 2400 | >2400 | > 2400 | >2400 | >2400 | >2400 | >2400 | 2400 | >2400 | 2400 | >2400 | 2400 | >2400 | 2400 | > 2400
E.sp.B* | 2400 | 2400 | 2400 | 2400 | 2400 | 2400 | 1200 | 2400 | > 2400 | >2400 | >2400 | >2400 | > 2400 | > 2400 | > 2400 | > 2400
Ps. ae:“*g'”osa 2400 | 2400 | 2400 | 2400 | 2400 | 2400 | 2400 | 2400 | >2400 | >2400 | 2400 | >2400 | >2400 | >2400 | 2400 | > 2400
Ps. aelflugmosa 1200 | 2400 | 1200 | 2400 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 |>2400 | 1200 | >2400 | 1200 | >2400 | 2400 | > 2400
Ps. aflr Iug,jnosa 1200 | 2400 | 1200 | 2400 | 1200 | 2400 | 2400 | 2400 | 1200 | >2400 | 1200 | >2400 | 1200 | >2400 | 2400 | > 2400

Vysvétlivky: * vykultivovan z ejakulatu kanct

E. - Enterococcus

Ps. - Pseudomonas

CFU - colony-forming unit
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Tab. 10: U¢inné koncentrace p-cymenu rozpus$téného ve 24% etanolu zjisténé zkumavkovou dilu¢ni metodou

(testované koncentrace 2400-76800 ug.ml'l)

U¢inné koncentrace piirodni latky v ug.ml'1

U&inné koncentrace piirodni latky v ug.ml_1

Doba inkubace p¥i 37°C

Doba inkubace pri 22°C

Kmen 24 h 48 h 72 h 168 h 24 h 48 h 72 h 168 h
CFU.ml*? CFU.mI*
10* 10° 10* 108 10* 108 10* 108 10* 108 10* 108 10* 10° 10* 108
E.sp. A*** | 76800 | 76800 | 38400 | 76800 | 76800 | 76800 | 76800 |76800 | > 76800 | > 76800 |> 76800 | > 76800 | > 76800 | > 76800 | > 76800 | > 76800
E.durans* | 9600 | 19200 | 19200 | 38400 | 19200 | 38400 | 38400 |76800| 19200 | >76800 | 76800 | > 76800 | > 76800 | > 76800 | > 76800 | > 76800
E.sp.B* | 76800 | 76800 | 76800 | 76800 | 76800 | 76800 | 76800 | 76800 N >76800 | 2400 | 76800 | 2400 | 76800 | 19200 | 76800
Ps. aeruginosa | sq,04 | 76800 | 38400 | 76800 | 38400 | 76800 | 76800 | 76800| 76800 | >76800 | 76800 |>76800 | 76800 |>76800| 76800 | 76800
|.*
Ps. aeruginosa | 5q,4 | 76800 | 38400 | 76800 | 38400 | 76800 | 38400 | 76800| 9600
| >76800| 9600 |>76800| 38400 |>76800| 38400 |> 76800
Ps. aeruginosa | sq,04 | 76800 | 38400 | 76800 | 38400 | 76800 | 38400 |76800| 9600 76800 | 9600 |>76800| 38400 | 76800 | 38400 | 76800
T
C. albicans ** | 2400 | 4800 | 2400 | 4800 | 2400 | 4800 | 2400 | 4800 | 2400 9600 4800 | 4800 4800 9600 | 19200 | 19200
C. lipolytica * N N N 4800 N 9600 N 9600 N N 4800 9600 9600 9600 9600 9600

Vysvétlivky: * vykultivovan z ejakulatu kancii

E. - Enterococcus

...** 7 katedralni sbirky

Ps. - Pseudomonas

C. - Candida

... *** yvankomycin rezistentni z katedralni sbirky

CFU - colony-forming unit
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v

koncentraci pfirodnich sloucenin jsme prokazali u thymolu a karvakrolu. Uvedené
prirodni latky jsou vSak obtizné€ rozpustné a vytvaieji emulze.

Niz$i hodnotu thymolu 300 pg.ml™, ktera inhibovala riist kmene St. epidermidis
jsme zjistili pfi inkuba&ni teplot& 22°C a koncentraci bakterialnich bungk 10* CFU.mlI™.
Pro inokulum obsahujici 10° CFU.mI™ byla hodnota 600 pg.ml™,

Guarda et al. (2011) uvad¢ji G¢inné mnozstvi thymolu pro kmen St. aureus
250 pg.ml™.

Vankomycin rezistentni kmen E. sp. A, byl po 24 i 48 hodinach inkubace
pfi 37°C inhibovéan koncentraci 600 pg.ml™ thymolu, v obou koncentracich CFU.ml™
(10* i 10%. Po i denni inkubaci doglo ke zvySeni ucinné koncentrace na 1200 pg.ml’l,
pro inokulum 10° CFU.mI'. Pii inkubagni teplotd 22°C byla hodnota u&inné
koncentrace thymolu pro inokulum obsahujici 10* CFU.mI™ 300 pg.ml™. V suspenzi
10° CFU. ml™ byl kmen usmrcen 600 pg.ml™,

Rust kment E. durans i E. sp. B inhiboval thymol v mnoZstvi 600-1200pg.ml™
v obou inokulech (10* i 10° CFU.mI™) p#i inkubacni teploté 37°C. K potladeni ristu
obou kmentl inkubovanych pii 22°C bylo dostatedné mnozstvi 300-600 pg.ml™ thymolu
viml

Rozdily v hodnotach u¢inné koncentrace thymolu lze zdivodnit potiebou vyssi
teploty pro riist a mnozeni bakterialnich bunék.

Mazurova et al. (2007) testovali ucinné koncentrace thymolu, karvakrolu,
eugenolu, kyseliny gallové a p-cymenu na kmeny Ps. aeruginosa a E. faecalis. Pfirodni
slouceniny rozpoustéli v 5% DMSO a v 96% etanolu, zatimco mi jsme pouZzivali
24% etanol. Autofi zjistili, Ze hodnoty U¢inné koncentrace thymolu, rozpusténého
v 5% DMSO na kmen E. faecalis byly 600-2400 pg.ml’ a v96% etanolu
150-600 ug.ml'l. Na rozdilnych ucinnych koncentracich thymolu se ziejmé podilela
rozpoustédla, kterd autofi pouzili. V 96% etanolu byla sloucenina 1€pe rozpousténa.

Pro kmen Ps. aeruginosa uvedli Mazurova et al. (2007) hodnoty ucinnych
koncentraci thymolu rozpuiténého v 5% DMSO 600-2400 pg.ml™ a v 96% etanolu
150-600 pg.ml™.

Nami zjisténé ucinné koncentrace thymolu pro Ps. aeruginosa I. pti inkubaéni
teploté 37°C a hustot¢ inokula 10* i 10° CFU.mI* byly 600 pg.ml’l, coz je srovnatelné
S hodnotami autori uvadéjicimi u thymolu rozpusténého v 96% etanolu. Kmeny
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Ps. aeruginosa Il. a Ill. byly inhibovany thymolem pii hustoté inokula 10* CFU.mI™
v mnozstvi 300 pg.ml™. Stejné vysledky jsme zaznamenali pro kmen Ps. aeruginosa |.
pii inkubacni teploté 22°C a hustot¢ inokula 10* CFU.ml™.

Utinné koncetrace thymolu pro kmeny Ps. aeruginosa zjistovali Didry et al.,
(1999). Mnozstvi u¢inné latky bylo vyss§i nez 500 pg.ml™.

Také Consetino et al. (1999) uvadéji hodnotu inhibujici rast Ps. aeruginosa
presahujici 900 pg.ml’l.

Diluéni metodu pouzili i Lambert et al. (2001), ktefi zjistili, Ze¢ hodnota
385 pug.ml™ inhibuje rist kmene Ps. aeruginosa.

Autori Walsh et al. (2003) uvadéji aé¢inné mnozstvi thymolu pro Ps. aeruginosa
1000 pg.ml™, pirodni latky rozpoustéli v 96% etanolu. Sokovic et al. (2010) tuto
hodnotu potvrzuji.

Inhibi¢ni ucinky thymolu testovali i Kosar et al. (2007), kteti rozpoustéli thymol
ve 25% DMSO a jako ucinnou hodnotu thymolu, ktera inhibuje rust Ps. aeruginosa
uvedli 500 pg.ml™.

Pii srovnani naSich vysledkt s hodnotami G¢innych koncentraci uvedenych
autort se shodujeme s udaji Lamberta et al. (2001) i Kosara et al. (2007) i kdyz jsme
pouzivali jiné rozpoustédlo.

Nejlepsi inhibi¢ni u¢inky v nasi studii vykazoval thymol na kmen C. lipolytica
pii 37°C i 22°C. Pro hustotu inokula 10* CFU.mI™ jsme zjistili hodnoty 150 pg.ml™
a pro 10° CFU.mI™ 300 pg.ml™.

Nase vysledky se shoduji s udaji Bragy et al. (2007), ktefi uvadéji 125 ug.ml'1
pro C. albicans.

Botelho et al. (2007) stanovili G¢innou koncentraci thymolu pro C. albicans
625 pg.ml™.

Utinny byl i karvakrol (tabulka 4). Jeho nejnizsi inhibi¢ni koncentrace byla
150 pg.ml™ u kmene St. epidermidis, inkubovaném pii 22°C 24 hodin a hustoté
bakterilnich bun&k 10* CFU. mI™. Po 48-168 hodinach doslo ke zvy3eni na 600ug.ml™.

Dilu¢ni mikrometodou zjistovali ucinky karvakrolu na St. epidermidis Sokovic
et al. (2010). Autofi zaznamenali, Ze kmen inhibovalo mnoZstvi 250 pg.ml™ karvakrolu.
Rozdilné hodnoty mohly byt ovlivnény pouzitou metodou.

Utinné koncentrace karvakrolu pro kmeny St. aureus ovéiovali Afra et al. (2006)
a Guarda et al. (2011). Jimi publikované hodnoty byly 250 ng.ml™ a 225 pg.ml™.
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Testovanim antimikrobidlnich G¢inkG karvakrolu pfii inkubacni teploté 37°C
a koncentraci 10* i 10° CFU.mI" pro Ps. aeruginosa I. a Ill. jsme prokazali,
7e slouGenina inhibovala kmeny v mnozstvi 600 pg.ml™. K inhibici Ps. aeruginosa I1.
pii stejné teploté a koncentraci 10* CFU.mI? dostagovalo 300 pg.ml'l. Pfi inkubacni
teploté 22°C a hustoté inokula 10* i 10° CFU.mI" byly G&inné hodnoty karvakrolu
pro Ps. aeruginosa I. 1200 pgml™ Niz§i hodnoty 300 pg.ml™ jsme zjistili
u Ps. aeruginosa Il. inkubované pii teplot¢ 22°C u obou pouzitych suspenzi
bakteridlnich bunék.

Diluéni mikrometodu pouzili ke stanoveni U¢inné koncentrace karvakrolu
Sokovic et al. (2010). Autofi zjistili, Ze uvedend sloucenina inhibovala rust
Ps. aeruginosa v mnozstvi 500 ug.ml™.

Hodnota uc¢inné koncentrace karvakrolu prokdzana Afrou et al. (2006)
pro Ps. fluorescens byla 1000 pg.ml™.

Mazurova et al. (2007) publikovali u¢inné hodnoty karvakrolu rozpusténého
v5% DMSO pro kmen Ps. aeruginosa 2400 pgml™. Sloucenina rozpu§téna
Vv 96% etanolu inhibovala v mnozstvi 300-600 pg.ml™.

Rust vankomycin rezistentniho kmene E. sp. byl spolehlivé inhibovan
karvakrolem v mnozstvi 1200 pg.ml™. Pro dalsi dva kmeny enterokokil byla tato
hodnota 600 pg.ml™.

Mazurova et al. (2007) uvadéji pro kmeny E. faecalis ucinnou hodnotu
karvakrolu rozpousténého v 5% DMSO 1200 pg.ml™ a v 96% etanolu 300-600 pg.ml™.

Utinna koncentrace karvakrolu na kmen C. lipolytica byla pii inkubacni teploté
37°C a koncentraci inokula 10° CFU.mI* 150 pg.ml™, ale pii 22°C byla inhibice
az ve zkumavce obsahujici 300 pg.ml™.

Utinnou koncentraci karvakrolu pro kmeny C. albicans ovéfovali Botelho
et al. (2007). Uvedenymi autory byly testované kmeny inhibovany 1250 pg.ml'l.

Nami zji§téné hodnoty uginnych koncentraci eugenolu byly 1200 pg.ml™ u viech
kment pii hustoté inokula 10* a 10° CFU.mI™ i obou inkubaénich teplotach. Pouze
u VAN kmene E. sp. inkubovaného pii 22°C doslo ke zvySeni G¢inné koncentrace
na 2400 pg.ml™,

Utinné koncentrace eugenolu rozpusténého v 96% etanolu, které publikovali

Mazurova et al. (2007) dosahovali hodnot 1200-2400 pg.ml™.
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Hammer et al. (2012) uvad¢ji Géinné koncentrace pro kmen E. faecalis
200 pg.ml™.

Koncentrace eugenolu spolehlivé inhibujici Ps. aeruginosa byly pfi teploté 37°C
i 22°C i obou testovanych suspenzich (10*i 10° CFU.mI™) shodné 1200 pg.ml™.

Mazurova et al. (2007) uvedli u¢inné hodnoty eugenolu rozpousténého
Vv 5% DMSO 9600 pg.ml™ a pfi rozpousténi v 96% etanolu hodnoty 600-4800 pg.ml™.

Autofi Lee et al. (2009) publikovali jako G¢inné hodnoty pro Ps. aeruginosa
az 32500 pg.ml™.

Nase vysledky nemizZeme sudaji uvedenych autord srovnavat z divodu
odlisnych postupti, kterymi byly zjistény.

Ztdaju vtabulce 6 je zifejmé, Ze kyselina gallova byla méné ucinna
na enterokoky ve srovnani skmeny Ps. aeruginosa. Inhibi¢ni koncentrace
se pohybovaly od 1200-2400 pg.ml™, pficemz pii inkubaéni teplotd 22 °C nejvyssi
testované mnoZstvi sloudeniny tj. 2400 pg.ml™® pievySovaly. Vzhledem k dal§imu
vyuziti nasich vysledkil nejsou tato zjisténi piizniva.

Vysoké hodnoty ucinnych koncentraci zaznamenali Mazurova et al. (2007).
Kyselina gallova rozpusténa v 96% etanolu inhibovala E. faecalis v mnozstvi
9600 pg.ml™.

Povzbudivé vysledky jsme ziskali pfi testovani u¢inki na Ps. aeruginosa. Dva
ze tif kmend byly inhibovany kyselinou gallovou v mnozstvi 300-600 pg.ml™ pii obou
inkubacnich teplotach (37°C i 22°C) i inokulech (10* CFU.mI™ i 10° CFU.mI™Y), u treti
byla hodnota zvy3ena na 1200 pg.ml™,

Hodnoty piesahujici 1000 pgml™ kyseliny gallové pro Ps. aeruginosa
publikovali Pretto et al. (2004) i Mazurova et al. (2007).

U C. albicans jsme pii teplotd 37°C a koncentraci inokula 10* CFU.mI™ zjistili
GEinné mnozstvi 1200 pg.ml™, a pi koncentraci inokula 10° CFU.mI™ se hodnota
zvysila na 2400 pg.ml™. K dalsimu zvyseni uginné koncentrace kyseliny gallové doglo
pii koncentraci inokula 10° CFU.mI™ a inkubaéni teplots 22°C, kdy C. albicans
vyristala i v nejvys§im mnozstvi 2400 pg.ml™ testované slougeniny.

Prettem et al. (2004) stanovené ucinné hodnoty kyseliny gallové, které
inhibovaly riist C. albicans a C. tropicalis byly vyssi nez 1000 pg.ml™.

U C. lipolytica inkubované pii 37°C jsme zaznamenali inhibici v koncentraci
600 pg.ml™. V prostredi 22°C byla Gi¢inna koncentrace 1200-2400 pg.ml™.
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Z tabulky 8 a 9 vyplyva, ze pfirodni latky a-pinen, stejné€ i B-pinen inhibovaly
kmeny pievazné v mnozstvi 2400 pg.ml™ a vyi§im, zejména pii teploté 22°C.

Ps. aeruginosa byla ve srovnani s enterokoky citlivéjsi k aéinkim obou
sloucenin predevs§im inkubovanymi v termostatu pii 37°C. Z vysledki l1ze usuzovat,
Ze a- 1 B-pinen jsou ucinnéjsi na mnozici se bakterie.

Nejvyssi inhibi¢ni koncentrace uvedené v tabulce 10 jsme prokazali u cymenu.
Kmeny enterokokti i Ps. aeruginosa inkubované pii 37°C vyrustaly v médiu
obsahujicim 19200-38400 ug.ml'1 ucinné latky. Pti teploté 22°C hodnoty ptevySovaly
76800 pg.ml™.

Vyrazné¢ ucinngjsi byl cymen na C. albicans, jejiz rlst potlacoval
pti 37°C v mnozstvi 2400 ug.ml'1 Vv inokulu obsahujicim 10* CFU.mI™ a 4800 ug.ml'1
v médiich s inokulem o hustot& 10° CFU.ml™.

C. lipolytica narostla pfi koncentraci 4800-9600 pg.ml™. U této kvasinky

Cv v

teploté.
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B. BIOFILM

3. TEORETICKA CAST

3.1 BIOFILM

Bakterialnim biofilmem je oznacovéano strukturované spolecenstvi mikrobi,
které vytvaii tenkou vrstvu na pevném povrchu. Prvni zminka pochdzi jiz ze 17. stoleti,
kdy vyndlezce mikroskopu Anton van Leeuwenhoek, pozoroval mikroorganismy
Vv zubnim plaku. Vté dobé vSak nebyly o biofilmu Zzadné informace. (Donlan
et al., 2002, Chandki et al., 2011).

Zivot ve formé& biofilmu umoZiiuje mikroorganismiim setrvavat v prostieds,
odolavat skodlivym vlivim, vysychani, UV zafeni, antimikrobidlnim ¢i sanitatnim
latkdm. Tato forma zivota jim zaroven usnadiiuje vzajemnou kooperaci Zzivotnich
pochodi i vyménu genetickych informaci. Mikroorganismy jsou schopny tvofit
biofilmy na rznych povrsich, pfirozenych i umélych.

Bakterialni biofilmy jsou nedilnou soucasti ptirodniho prostiedi a mohou byt
také prospésné, napiiklad k upravé pitné vody, odpadnich vod, detoxikaci
nebezpeénych odpadi (Costerton et al., 1999, Davey et al., 2000, Mash et al., 2001,
Stoodley et al., 2004, Chandki et al., 2011).

Bézné se biofilmy nachazeji také v organismech Zivocichli, kde mikroby tvofi
tzv. pfirozenou mikrofloru sliznic. Jiz dlouho je znamo, Ze se mikroby tvofici biofilm
mohou podilet na vzniku infekénich onemocnéni. Vyznam tzv. biofilmovych infekci
roste se zvySenym pouzivanim riznych umélohmotnych katetrti, implantati i pfistroja,
V nichz se biofilmy tvofi.

Schopnost tvorby biofilmu je u mikroorganismi povazovan za vyznamny faktor

virulence (Costerton et al., 1999, Stewart et al., 2001, Chandki et al., 2011).
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3.2 TVORBA BIOFILMU

Podminkou vzniku biofilmu je schopnost adheze bakterialnich bun€¢k na pevny
povrch. Mezi mikroorganismy, které nejcastéji tvoii bakteridlni biofilm patii
Pseudomonas (Ps.) aeruginosa, Staphylococcus (St.) aureus, Listeria monocytogenes,
Clostridium perfringens, Bacillus cereus a dalsi. (Davey et al.,, 2000, Donlan
et al., 2002, Aslam 2008).

Tvorba biofilmu je cyklicky proces sestavajici se z n¢kolika na sebe navazujici
pochodi. Zacina ptitahovanim planktonickych forem bakterii k pfirozenym ¢i uméelym
povrchiim prostfednictvim faktorti adhezivity napf. fimbrii, lipopolysacharidi bunééné
stény pripadné exopolysacharidi a dalSich receptorti nachézejicich se na povrchu
mikrobidlnich bun¢k.

Nésleduje akumulace a maturace bifilmu. V této fazi bakterie svym mnozenim
a vzajemnou agregaci vytvareji tzv. mikrokolonie. Dochézi k produkci zejména
polysacharidovych substanci, které jsou soucasti tzv. extracelularni matrix
(Katsikogianni and Missirlis, 2004).

Na regulaci celého procesu se podileji specifické molekuly, které umoznuji
mezibunéénou komunikaci jako napf. Quorum sensing.

Quorum sensing (QS) systém fidi expresi mnoha genti. Umoziuje jednotlivym
bakteriim komunikovat a koordinovat své chovani v populaci. Principem tohoto
systému je tvorba a uvoliiovani signalnich molekul bakterialnimi butikami v populaci.
Signalni molekuly zodpovédné za komunikaci mezi buitkami se nazyvaji autoinduktory.
U gramnegativnich bakterii slouZi jako autoinduktor N-acyl homoserin lakton, zatimco
u grampozitivnich bakterii to jsou oligopeptidy. Prostfednictvim autoinduktor bakterie
reguluji svoje chovani v zavislosti na hustoté bakterialni populace (Kievit et al., 2000,
Drenkard, 2003, Otto 2004, Xu et al., 2006).

V posledni dobé byla zna¢na ¢ast autoiduktord identifikovana u Ps. aeruginosa.
QS se podili na regulaci genové exprese fady faktord virulence, které hraji dalezitou roli
ve virulenci kment uvedeného druhu. U St. aureus ma hlavni funkci accessory gene
regulator (AGR-systém), ktery jako signdly vylucuje modifikované peptidy. (Kievit
et al., 2000, Yarwood et al., 2003, Xu et al., 2006, Duan et al., 2007, Antunes
etal., 2010)
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Po vytvoteni biofilmu dochazi k disperzi bakteriadlnich bunék z biofilmu a jejich
dalsimu Sifeni. Bakterialni bunky tak mohou kolonizovat dalsi povrchy. Cely proces

tvorby bakterialniho biofilmu je zndzornén na obrazku 11.

Obr. 11: Tvorba bakteridlniho biofilmu
Pievzato: (Van Houdt and Michiels, 2005)

Bakterie v biofilmu mohou mit odlisné fenotypové vlastnosti ve srovnani
S bakteriemi zijicimi v planktonické formé a uvadi se 1 jejich zvySend citlivost
(az o 3 ftady) k antimikrobidlnim latkam (Mash et al., 2001). Stewadt et al.
2001 uvadégji, ze 1 bakterie citlivé k antibiotiklim, u nichz neni zndm mechanismus
rezistence, mohou byt rezistentni, pokud tvofi biofilm.

Na rychlost a rozsah uchyceni mikrobidlnich bun¢k mé vliv ptfedevsim velikost
bunééného povrchu, hydrofobicita, pfitomnost fimbrii a bi¢ikii a tvorba EPS matrix
(Davey et al., 2000). Rychlost tvorby biofilmu je vyznamné ovlivnéna pfitomnosti
zivin, hodnotou pH, pfitomnosti antibiotik, ale 1 dal§imi chemickymi a fyzikalnimi vlivy
(Mash et al., 2001).
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3.3 MOZNOSTI PRUKAZU TVORBY BIOFILMU

Laboratorni pritkaz schopnosti tvorit biofilm lze provadét mnoha metodami,
ale ne vSechny lze pouzivat v rutinni praxi mikrobiologické laboratofe. Obecné lze tyto
metody rozdélit na genotypové a fenotypové. Genotypovymi metodami prokazujeme
geny kodujici faktory adherence (atlE, fnb) nebo geny odpovédné za syntézu
extracelularni matrix (ica). Nejcastéji pouzivanou metodou prukazu je PCR (Stepanovic
et al., 2000).

Mezi bézné pouzivané fenotypové metody patii postupy prokazujici tvorbu
biofilmu na stén¢ kultivaéni nadoby, zejména Christensenova zkumavkova metoda,
pripadné jeji modifikace. Také je mozno prokazat schopnost tvorby extracelularni
polysacharidové substance (EPS), napf. u stafylokoki metodou kultivace na agaru
s kongo cerveni. Déle lze pouzit napf. mikroskopické metody a dalsi laboratorni
postupy jako jsou elektromigra¢ni metody (Ruzicka et al., 2006).

Christensenova zkumavkovd metoda je pomémné rozsifend, pouzivana
pro kvalitativni prikaz tvorby biofilmu u cel¢ fady I€kaisky vyznamnych
mikroorganisml tvoficich biofilm. Pfi této metod¢ je vySetfovany kmen kultivovan
ve zkumavce s vhodnym médiem a poté je vrstva biofilmu vytvofena na vnitini sténé
zkumavky prokazdna obarvenim. Vyzrala, dostate¢na vrstva biofilmu se vytvoii asi
za 18-48 hodin. Promytim zkumavky po skonceni inkubace jsou odstranény
neadherované bakterie. Vrstva biofilmu pevné Ipici na vnitini stén€ zkumavky se fixuje,
nejlépe suSenim nebo Bouinovym roztokem a poté se barvi vhodnym barvivem —
krystalovou violeti, safraninem aj. Zkumavkovy test je jednoduchy, snadno
proveditelny, ale vyhodnoceni vysledkii byvéa zatizeno subjektivni chybou, zvlasté
u kment slabé tvoficich biofilm (Ruzi¢ka et al., 2006).

Kvantitativni prikaz biofilmu kultivaci v mikrotitraéni desti¢ce je modifikaci
Christensenovy zkumavkové metody. Jako kultivaéni nadoby se pouzivaji jednotlivé
jamky mikrotitracni desti¢ky, coz umozni snaz§i manipulaci a moZnost kvantifikace
vysledkli. Do jednotlivych jamek mikrotitracni desticky je aplikovdna suspenze
vySetifovaného kmene ve vhodném médiu, poté je desticka kultivovana, vyplachnuta
a obarvena podobné jako v pfipadé zkumavkové metody. Vyhodnoceni je provadéno
spektrofotometricky, méfenim intenzity zbarveni  jamky (Stepanovic

et al., 2000, Razicka et al., 2006).
58



Kultivace na agaru s kongo ¢erveni je pomérné ¢asto pouzivana metoda v praxi.
Nejcastéji se pouziva pro prikaz EPS u stafylokokii. Kongo cervenn je barvivo
specificky adherujici na polysacharidy. Tvorba EPS je hodnocena podle zbarveni
a konzistence vyrostlych kolonii na agaru s timto barvivem. Silni producenti EPS rostou
v ¢ern¢ pigmentovanych koloniich se suchou strukturou, zatimco kmeny, které sliz
netvoii, rostou v Cervenych lesklych koloniich. Vysledky ziskané touto metodou
vsak maji pouze orientatni hodnotu, protoze odecet vysledkii je znacné zatizen
subjektivni chybou (Razic¢ka et al., 2006).

S vyhodou byva pouzivana fluorescenéni mikroskopie, napf. pro sledovani
zivotaschopnosti  bunék. Metoda ndm umoziuje zobrazit prufez biofilmem.
Ke sledovani biofilmu a jeho struktury slouzi také elektronova mikroskopie (Ruzicka
et al., 2006, Schaudinn et al., 2009, Neu et al., 2010).

Z kapilarnich elektromigracnich technik je Casto pouzivana kapilarni zénova
elektroforéza nebo kapilarni izoelektricka fokusace. Pfi separaci mikroorganismu
se vyuziva odlisnosti jejich povrchovych vlastnosti v riznych separacnich elektrolytech,
rozdili ve velikosti mikrobli a rozdilnosti jejich povrchového néaboje (Ruzicka

et al., 2006).

3.4 REZISTENCE BAKTERIALNICH BUNEK Z1JICiCH
V BIOFILMU NA ANTIMIKROBIALNI LATKY

Zivot v biofilmu poskytuje mikroorganismiim mnoho vyhod. Bakterie rostouci
v biofilmu, jsou ve srovnani s bakteriemi v planktonické formé vice chranény
pfed GCinky antimikrobidlnich latek. Jestlize bakterie nema odolnost k antibiotikiim
geneticky podlozenou, miize svou vnimavost snizit tim, ze vytvoii biofilm (Stewart
et al., 2001). Bakterie v biofilmu neziskaji odolnost mutaci nebo mobilnimi elementy,
protoze kdyZ se bunka odtrhne z biofilmu, odolnost rychle ztraci.

Levin a Rozen (2006) se domnivaji, Ze bakterie se brani antibiotikim tim,
ze zméni sviyj fenotyp. Mechanismt, kterymi se bakterie vzdoruje plisobeni antibiotik,
je n€kolik. Jednim z nich je omezené pronikani antimikrobialnich latek do biofilmu diky

EPS. Extrapolymerni matrix je negativné nabitd, vaZze Casto pozitivné nabita antibiotika
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a zpomaluje tak difuzi téchto latek. Diky ni je biofilm rezistentni k velkym molekuldm,
jako je lysozym nebo molekuly komplementu.

Dal$im mechanismem odolnosti je pomaly rist bakterii. Bakterie na povrchu
biofilmu maji lepsi pfistup k zivinam a kysliku oproti bakteriim ve stiedu biofilmu,
které tak rostou pomaleji. JelikoZ jsou antibiotika vSeobecné ucinnéjsi pii plsobeni
na rychle rostouci buiiky, napf. penicilin, ampicilin, jsou tak bakterie ve stfedu biofilmu
ve vyhodé a stavaji se k nim rezistnimi (Harrison et al., 2005).

Vyssi  rezistence bakterii v biofilmu je vysvétlovana také sniZzenim
pH nasledkem kumulace kyselych metabolitl, coz mize vést k omezeni uUcinku
nékterych antimikrobialnich latek (Stewart et al., 2001, Drenkard, 2003).

Jelikoz se v biofilmu vytvaii gradient zivin, odpadnich latek a signélnich
faktorli, kazd4 bunka biofilmu roste jinou rychlosti. V zavislosti na téchto gradientech
bakterie méni svou fyziologickou aktivitu a reaguje tim na pusobeni antibiotika
¢i jiného stresového faktoru.

U bakteridlnich biofilmi je moZno pozorovat jev nazyvany bakteridlni
perzistence. Perzistentni buniky jsou k antibiotiku tolerantni. Princip tolerance spociva
Vinhibici cilového mista antibiotika navazanim jiné molekuly, antibiotikum
tak nepisobi na metabolismus bunky a ta je pak tolerantni. Antibiotikum se do cilového
mista mize navazat, ale funkci buiikky neovlivni. Perzistentni builkky maji zpomaleny
metabolismus a nedéli se (Lewis 2007).

Po sniZzeni koncentrace antibiotika v prostfedi nebo po jeho odstranéni
se z perzistentnich bun¢k vytvoii novéa populace biofilmu. Tento mechanismus se jevi
jako jedna z hlavnich pfi¢in vzniku chronickych infekci a jejich navratu po antibiotické

lécbe.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 MATERIAL A METODY

4.1.1 Bakterialni kmeny

Schopnost tvorby biofilmu jsme ovéfovali u 15 mikroorganismu. Testovali jsme
kmeny bakterialnich druht a kvasinek, vykultivovanych z ejakulatu kanc — Aeromonas
sp., Candida lipolytica, Enterococcus durans, Escherichia coli, Lactobacillus sp.,
Micrococcus sp., Morganella morganii, Proteus sp., Providencia stuartii, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Stahpylococcus
simulans, Streptococcus porcinus. Vankomycin rezistentni Enterococcus sp. pochazel
ze sbirky mikrobiologické laboratofe katedry biologickych a biochemickych véd
(KBBV).

4.1.2 Kultivac¢ni média

Bakteridlni kmeny pouzivané k testovani tvorby biofilmu jsme uchovévali
na krevnim agaru (KA), zatimco kvasiky na MALT médiu. Pro kultivaci vSech kment

jsme pouzivali Brain Heart Infusion bujon (BHI).

e Krevni agar (KA)
Krevni agar jsme pfipravovali z krevniho agaru od firmy Hi Media, ¢.§. 135914
a z Blood Agar Base NO. 2 Oxoid, England ¢.§. 1037003 dle navodu a pfidavali jsme

5% defibrinované berani krve.
e MALT médium

MALT médium jsme piipravovali z MALT média od firmy Hi Media, ¢.S.
53507.
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e BHI bujon
BHI bujon jsme ptipravovali z Brain Heart Infusion Broth od firmy Hi Media,
C. 8. 126144.

4.1.3 Roztoky a ¢inidla

K pripravé bakterialni suspenze jsme pouzili sterilni fyziologicky roztok: 0,9 g NaCl

do 100 ml destilované vody

McFarlandova zékalova stupnice ¢. 1 (3.108 CFU.mI™)

K uvolnéni biofilmu ze stén jamek mikrotitra¢ni desti¢ky jsme pouzili 95% etanol

Biofilm jsme barvili 2% roztokem krystalové violeti, ptiprava:

A. krystalova violet ..... 5g
etanol 96%................. 200 ml

B. 1% oxalat amonny

Smichat 20 ml roztoku A a 80 ml roztoku B a zfiltrovat.

4.1.4 Pomicky a pristroje

e mikrotitracni desticky, pipety, $picky na pipety, krevni zkumavky, gumové zatky,
kapatko, bakteriologické kli¢ky, kadinky

e plynovy kahan, stojanky na zkumavky, termostat, chladnicka, IKA Vortex Genius 3,
Densila Meter 11., denzitometr

e horkovzdusny sterilizator, autoklav
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4.2 PRACOVNI POSTUP - MODIFIKOVANA
CHRISTENSENOVA METODA

Bakteridlni suspenzi jsme piipravovali z inkubované 24 hodinové kultury
narostlé na KA pii 37°C.

Do oznatené zkumavky obsahujici 3 ml fyziologického roztoku
jsme bakteriologickou klickou ptenesli kolonie z KA. Po homogenizaci na vortexu
jsme zm¢éfili zédkal nefelometrem. Vysledny zakal odpovidal 1 stupni McFarlandovy
zékalové stupnice (cca 3.10° CFU.mI™).

Do kazdé jamky mikrotitracni desticky jsme napipetovali 180 ul BHI. Nasledn¢
jsme pridali 20 upl bakteridlni suspenze. Po mirném protiepani jsme mikrotitracni
desticku zakryli vickem, vlozili do saCku a nechali inkubovat 24 hodin pii 37°C
aerobné.

Po ukonceni inkubace jsme obsah vSech jamek mikrotitraéni desticky opatrné
vylili do dezinfekéniho roztoku. Nasledovalo 3-4 nasobné promyti jamek fyziologickym
roztokem o laboratorni teploté.

Fixaci desticky jsme provadéli tak, ze jsme nechali mirn€ pooteviené vicko
a desticku jsme vloZili na 24 hodin do termostatu pii 37°C.

Po fixaci jsme biofilm vytvofeny na sténach jamek mikrotitracni desticky
obarvili 2% roztokem krystalové violeti. Barveni probihalo 20 minut pfi laboratorni
teploté. Poté jsme barvivo z jamek odstranili a promyvali vodou, dokud neodtékala ¢ira
tekutina.

Po promyti a vysuSeni mikrotitracni desticky nasledovalo rozpousténi barviva
fixovan¢ho v buiikkach 95% etanolem. Do kazdé jamky mikrotitraéni desticky jsme
napipetovali 160 pl etanolu a nechali pasobit 1 hodinu. Poté jsme zbarveni obsahu
kazdé jamky zmé&fili na spektrofotometru pii vinové délce A = 620 nm. Vysledkem byla
hodnota optické denzity (OD), kterd odpovidala mnozstvi vytvoteného biofilmu.

Vsechny kmeny i negativni kontrola, kterou byl BHI jsme testovali v tripletech.
U kazdého kmene 1 negativni kontroly jsme ziskali tfi hodnoty absorbanci, z nichz jsme
vypocitali primérnou hodnotu. Priimérnou absorbanci kazdého kmene jsme porovnavali
S praimérnou absorbanci negativni kontroly tzv. cutt-off value, ktera odpovidala hodnoté

0,1879.
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Hodnotu cutt off-value jsme zjistili tak, ze jsme vypocitali primérnou hodnotu
absorbance negativni kontroly, nasledné jsme vypocitali smérodatnou odchylku podle
vzorce 1, kterou jsme pak vynasobili tfemi a pficetli k primérné hodnoté absorbance
negativni kontroly. Vyhodnoceni jsme provadéli podle autorti Stepanovic et al. (2000).

Vyse uvedené nalezneme v tabulce 11.

Vz. 1: Vypocet smérodatné odchylky

i=1 = 0,001891

4.3 VYSLEDKY A DISKUZE

Modifikovanou Christensenovou metodou jsme zjistovali schopnost tvorby
biofilmu u bakterialnich druhti a kvasinek, znichz vetSina byla vykultivovana
z ejakulatu kanct. Nékteré z nich pochazely z KBBV. V tabulce 11 je uveden seznam
mikroorganisma a jejich hodnoty optickych denzit, podle kterych jsme posuzovali
schopnost tvorby biofilmu. Hodnoceni biofilmu jsme provadéli spektrofotometricky pti

vinové délce A=620 nm a vyhodnoceni podle autord Stepanovic et al. (2000).
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Tab. 11: VysledKy tvorby biofilmu prokazané modifikovanou

Christensenovou metodou

Mikroorganismus OD.(1) |OD.(2) | OD.(3) | ©0OD. Biofilm
Candida lipolytica 0,2779 | 0,2971 | 0,2667 | 0,2806 +
Proteus sp. 0,3296 | 0,3489 | 0,3554 | 0,3446 +
Providencia stuartii 0,6834 | 0,6549 | 0,6948 | 0,6777 +
Pseudomonas aeruginosa 0,7226 | 0,7981 | 0,8783 | 0,7997 +
Aeromonas sp. 0,1504 | 0,1537 | 0,1607 | 0,1549 -
Enterococcus durans 0,1502 | 0,1691 | 0,1558 | 0,1584 -
Enterococcus sp. 0,1842 | 18,92 17,65 18,33 -
Escherichia coli 0,711 | 0,1701 | 0,1706 | 0,1706 -
Lactobacillus sp. 0,1523 | 0,1799 | 0,1662 | 0,1661 -
Micrococcus sp. 0,1539 | 0,1511 | 0,1674 | 0,1575 -
Morganella morganii 0,1718 | 0,1638 | 0,1744 | 0,1700 -
Staphylococcus epidermidis | 0,1075 | 0,1179 | 0,1115 | 0,1123 -
Staphylococcus haemolyticus | 0,1513 | 0,1542 | 0,1592 | 0,1549 -
Staphylococcus simulans 0,1599 | 0,1659 | 0,1567 | 0,1608 -
Streptococcus porcinus 0,1453 | 0,1447 | 0,1510 | 0,1470 -
Negativni kontrola (BHI) 0,1848 | 0,1803 | 0,1816 | 0,1822 /
Vysvétlivky: OD.: optickd denzita ~ @: primér  + pozitivni - negativni

Modifikovanou Christensenovu metodou jsme prokazali tvorbu biofilmu
u kment Candida lipolytica, Proteus sp., Providencia stuartii, a Pseudomonas
aeruginosa. Ostatni kmeny Aeromonas sp., Enterococcus durans, Enterococus sp.,
Escherichia coli, Lactobacillus sp., Micrococcus sp., Morganella morganii,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus simulans
a Streptococcus porcinus biofilm netvofily.

Tvorbu biofilmu u St. aureus a St. epidermidis zjistovali Lasa and Penades
(2006). Autoti zjistili, Ze na tvorbé biofilmu se podileji biofilm associated protein (Bap).

Ps. aeruginosa i n¢které ostatni druhy pseudomonad patii mezi oportunni
patogeny a Cast¢ puvodce nozokomidlnich infekci.  Zejména Ps. aeruginosa
se vyznaCuje rezistenci na fadu antibiotikim, napf. penicilin, cefalosporin,

fluorochinolony, aminoglykosidy aj. (Podstatova a Mad’ar 2005).
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V nasi studii jsme prokazali u tohoto kmene silnou tvorbu biofilmu. Stejna
zjisténi publikovali Mah et al. (2003).

Kurup et al. (2010) zaznamenali vyraznou tvorbu biofilmu u Lactobacillus sp.
Kromé uvedeného kmene zjistili, ze biofilm produkovaly i Micrococcus sp.,
Providencia sp., Ps. sp., St. sp., nehemolytické streptokoky a dalsi.

Za hlavniho producenta biofilmu v mocCovych katetrech oznacuji Hung
et al. (2007) Proteus sp.

Uvedené  skuteCnosti  dokumentuji, ze mikroorganismy  vyskytujici
se ve spermatu kancti mohou vytvéfet biofilm v pomtickach a pfistrojich pouzivanych
pii pripravé inseminacnich davek a také v prostfedi chovnych stanic. Eliminace
takovych kment je problematicka vzhledem k jejich zvySené odolnosti k dezinfekénim

roztokum.
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ZAVER

Ze sedmi testovanych pfirodnich latek vykazovaly nejvyssi antimikrobidlni
aktivitu jednoduché fenolické slouceniny karvakrol a thymol, které inhibovaly rast
kmenti Ps. aeruginosa, enterokoky i C. lipolytica v mnozstvi 300-1200 pg.ml™.

Hodnoty ucinnych koncentraci byly ovlivnény mnozstvim bakterialnich bun¢k
v inokulu, inkubaéni teplotou i rozpustnosti slouc¢enin ve 24% etanolu.

Modifikovanou Christensenovou metodou byla tvorba biofilmu prokézana
u kmend Ps. aeruginosa, Proteus sp., Providencia stuartii a C. lipolytica.

Vysledky experimenti uvedené v diplomové praci dokumentuji moznost
dekontaminace ejakulati kancti slouceninami ptfirodniho pavodu, pokud nebudou
toxické pro spermie, coz je pfedmétem dalsiho studia.

Dalsi poznatky potvrzuji, Ze nékteré mikroorganismy vyskytujici se v kan¢im
spermatu tvoii biofilm, coz miize komplikovat sanitaci pomticek, pfistrojii i prostiedi

inseminac¢nich stanic.
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PRILOHY

Priloha A

2400 1200 600 300 150 75

Obrazek A.1: Hodnoceni inhibice rustu kmene Ps. aeruginosa v MHB obsahujicim
riizné koncentrace thymolu (2400-1200-600-300-150 a 75 pg.ml™)
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