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Uvod

Dusledna ustni hygiena je zakladem zdravi celého organismu. V dnesni
dobé si na trhu mizeme pro tento ucel vybrat z nepfeberného mnozstvi
raznych pfipravkd, a to jak na chemické, tak i pfirodni bazi. V této bakalarské
praci jsme se zajimali o to, zda maji bylinné pfipravky inhibi¢ni uc¢inek na jednu
z nejznaméjSich bakterii sidlici v dutiné ustni — Streptococcus mutans, Ci se
dokonce vyrovnaji pfipravkim chemickym. Cilem bylo stanoveni minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni bakteriostatické koncentrace (MBC)
téchto IéCivych rostlin a zjisténi u€innosti bézné dostupnych ustnich vod na
bakterii S. mutans.

Zvolili jsme pét potencialné 1éCivych bylin, které dle literatury vykazuji
bakteriostatické Ci baktericidni ucinky'?*45.Jsou to konkrétné: Hefmanek
pravy, Mési¢ek lékafsky, Prha arnika, Repik lékafsky a Salv&j Iékafska.
VSechny tyto byliny se jiz velmi dlouhou dobu pouzivaji v lidovém IéCitelstvi a
je velmi jednoduché si jejich roztoky pfipravit doma.

Mezi nejucinnéjSi chemické latky, pouzivané pfi pfedchazeni vzniku
zubniho plaku, patfi Chlorhexidin diglukonat. Pravé z ddvodu jeho bézné
dostupnosti a ucinnosti jsme si ho vybrali jako kontrast k bylinnym extraktam.

Chemické latky, puUsobici inhibi€né na rust bakterii v dutiné ustni,
nachazime témér ve vSech ustnich vodach. V této bakalarské praci byly
testovany ustni vody Herbadent professional, Elmex caries protection,
Listerine Total care a Curaprox Plus 0,05 % Balanced. Podrobili jsme je
expozi¢nimu testu na vySe zminénou bakterii, s cilem zjistit, zda budou mit
bakteriostaticky nebo baktericidni u€inek. Zajimalo nas, jestli budou ustni vody

reagovat tak, jak popisuje vyrobce v pfibalovych letacich.

' CRUCERIU Daniel, BALACESCU Ovidiu, RAKOSY Elena. Calendula officinalis: Potential Roles in Cancer
Treatment and Palliative Care. Integr Cancer Therapy. 2018, 17(4), str.5

2KRIPLANI, Priyanka, Kumar GUARVE a Uttam S. BAGHAEL. Arnica montana L. — a plant of healing: review. Journal
of Pharmacy and Pharmacology., 2017, 69 (8), str.8

3 PEREIRA Olivia R., CATARINO Marcelo D., AFONSO Andrea F, SILVA Artur M.S., CARDOSO Susana M., Salvia
elegans, Salvia greggii and Salvia officinalis Decoctions: Antioxidant Activities and Inhibition of Carbohydrate and
Lipid Metabolic Enzymes. Molecules. 2018, 23(12), str.1

4 MEHMOOD, Malik H., MUNIR, Siraj, KHALID, Uzair A., ASRAR, Mudassir, &amp; GILANI, A. H. Antidiarrhoeal,
antisecretory and antispasmodic activities of Matricaria chamomilla are mediated predominantly through K+-channels
activation. BMC Complementary and Alternative Medicine, (2015), 15(1), str. 2

5 AKBAR, Shahid. Handbook of 200 Medicinal Plants. Stockton: Springster. ISBN 978-3-030-16807-0., str. 121
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1. TEORETICKA CAST

1.1. Streptococcus mutans

S. mutans je fakultativné anaerobni grampozitivni bakterie. Na jeho
povrchu se nachazi kapsle (virulenéni faktor). Je to kataldza a oxidaza
negativni, alfa-hemolyticky, nepohyblivy kok, ktery neprodukuje spory?®.

S. mutans je kariogenni bakterie, ktera se nejvic uplatiuje v etiologii
zubniho kazu. Tato bakterie sidli v plaku. Kromé kazu mlze zpUsobovat i
infekéni endokarditidu, bakterémii ¢i jiné nemoci.

V roce 1924 ji poprvé izoloval z kariézni léze J. Clark a kvuli jejimu
ovalnému tvaru ji nazval S. mutans. Celosvétového zajmu se této bakterii
dostalo az v 60. letech 19. stoleti, kdy se zjistilo, Ze je vyznamnym etiologickym
faktorem vzniku zubniho kazu’.

S.mutans je pfirozenou soucasti dentalniho plaku. Jeho velky
kariogenni potencial tkvi ve tfech zakladnich atributech:

e Syntetizuje velké mnozstvi extracelularnich polysacharidu, které
pomahaji trvalé kolonizaci plaku a vytvofeni extracelularni
matrix. Diky této vlastnosti mohou do plaku nasednout ostatni
acidogenni a acidorezistentni druhy bakterii, které tuto
schopnost tvorby nemaji.

e Transportuje a metabolizuje Siroké spektrum sacharidd na
organickeé kyseliny — acidogenita.

e Odolava stresujicimu enviromentalnimu prostiredi, obzvlasté

v relativné nizkém pH — aciduritad.

8 Microbiogy info [online]. BIOCHEMICAL TEST AND IDENTIFICATION © [cit. 2021-03-29]. Dostupné z:
https://microbiologyinfo.com/biochemical-test-and-identification-of-streptococcus-mutans/

7 LIMEBACK, Hardy, ed. Preventivni stomatologie. P¥eloZil Jana KAIFEROVA, prelozil Zdenék BROUKAL. Praha:
Grada Publishing, 2017. ISBN 978-80-271-0094-1., str. 59

8 LEMOS James A., PALMER Simon R., ZENG Liu, WEN Zo T., KAJFAZ John K, The Biology of Streptococcus
mutans. Microbiol Spectr. 2019;7(1), str.1

* CORNEJO Omar E., LEFEBURE Tristan, BITAR Paulina D., LANG Ping, RICHARDS Vincent P., EILERTSON
Kirsten, DO Thuy, BEIGHTON David, ZENG Lin, Evolutionary and population genomics of the cavity causingbacteria
Streptococcus mutans. Mol Biol Evol, 2013. 30 (4), str. 890
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1.1.1. Geneticka a fenotypova variabilita S. mutans

Tato bakterie mize byt klasifikovana do &tyf rdznych sérologickych
podtypU/skupin (c, e, f, k) v zavislosti na struktufe rhamnoso-glukosovych
polysacharidovych zbytk( na povrchu burnky. Kmeny izolované z dentalniho
plaku patfi prevazné k sérotypu c (75 %), sérotypu e (20 %), nejméné
zastoupenymi jsou sérotypy fa k (5 %)°.

S. mutans je jednou z nejlépe prozkoumanych bakterii. Studie ukazaly,
Ze se genom této bakterie sklada minimalné z 3 000 moznych genu, pficemz
vSechny kmeny maji spole¢ny jaderny genom.

Ten se sklada z pfiblizné 1 490 genl. Krom toho obsahuje i 73
unikatnich genu, které jsou potfebné pro jeho metabolismus sacharidd a

acidorezistence?.

1.1.2. Metabolismus sacharidli u S. mutans

S. mutans vyuziva k ziskavani energie vyhradné glykolyzu. Hlavnim,
avsak ne jedinym, substratem jeho energetického metabolismu je sacharéza.
Sachardza je B-2,1 disacharid skladajici se z jedné molekuly glukosy a jedné
molekuly fruktosy. S. mutans vyvinul mnoho riznych cest, jak metabolizovat
tento nejznamé;jsi kariogenni disacharid'.

Extracelularné je sachar6za Stépena enzymy glukosyltransferasou a
fruktosyltransferasou na glukany a fruktany. Uspofadani glukanu hraje
klicovou roli ve virulenci kmene, protoze v podobé extracelularni matrix
pfispivaji ke tvorbé zubniho plaku a biofilmu. Na rozdil od glukanu, které jsou
Stépeny enzymem dextranasou, fruktany rozklada enzym fruktanasa a slouzi

jako kratkodobé zdroje extracelularnich sacharid(2.

® CORNEJO Omar E., LEFEBURE Tristan, BITAR Paulina D., LANG Ping,RICHARDS Vincent P., EILERTSON
Kirsten, DO Thuy, BEIGHTON David,ZENG Lin, Evolutionary and population genomics of the cavity causing bacteria
Streptococcus mutans. Mol Biol Evol, str. 891

0 MATSUMOTO-NAKANO, Michiyo, Dental Caries. Elsevier. 2014,1(9), str. 3

" LEMOS James A., PALMER Simon R., ZENG Liu, WEN Zo T., KAJFAZ John K, The Biology of Streptococcus
mutans. Microbiol Spectr. 2019;7(1), str.1

2 MINCIK, Jozef. Kariologie. Praha: StomaTeam, 2014. ISBN 978-80-904377-2-2., str. 64
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Specialnimi pfenaseci se tyto metabolity dostanou do intracelularniho
prostoru, kde jsou dale Stépeny oligosacharidy na monosacharidy a jsou
fosforylovany na fruktosa-6-fosfat, ktery je vychozi slou€eninou pro glykolyzu.
Produktem glykolyzy jsou organické kyseliny, zejména kyselina mlécna.
Z fruktosa-6-fosfatu se tvofi také glukosamin-6-fostat, ktery predstavuje

zasobarnu energie pro S. mutans v ¢asech hladovéni's. (Obr. 1)

Obrazek 1: Schéma metabolismu sacharidl bakterie Streptococcus mutans
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Zdroj: Lemos James A., Palmer Simon R., Zeng Liu, Wen Zo T., Kajfasz John K., The. The Biology of
Streptococcus mutans. Microbiol Spectr. 2019 Jan;7(1) 1-18

3 Lemos James A., Palmer Simon R., Zeng Liu, Wen Zo T., Kajfasz John K., The Biology of Streptococcus
mutans, str. 1
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1.2. Stanoveni citlivosti k antimikrobialnim latkam

Antimikrobialni latky patfi spolecné s dezinfekCnimi prostiedky mezi
chemické prostfedky kontroly mikrobialniho rustu.

Dulezitym kritériem pro zhodnoceni ucinku antimikrobialnich latek je
jejich koncentrace a doba kontaktu. Uginek antimikrobialni latky pro bakterii
muze byt letalni (baktericidni) ¢i zplsobuje inhibici ristu (bakteriostaticky).
Testovani citlivosti je provadéno riznymi metodami:

e Kvantitativnimi:
= Agarova diluéni metoda
= Mikrodiluéni metoda
e Kuvalitativnimi:
= Diskovy difuzni test
= Kombinované testy
= E-test

Diky témto testum jsme schopni stanovit (MIC) antimikrobialni latky i
dezinfekéniho prostfedku, ktera je schopna inhibovat rust bakterii. Hodnotu
MIC udavame v mg/l nebo ug/l. MBC je zase koncentrace latky, ktera usmrti
99,9 % bakterii.

Metodiku stanovovani MIC urCuje The European Committee for
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). Stanovuje i tzv. breakpointy,
coz jsou hrani¢ni hodnoty hladiny dané antimikrobialni latky v krevnim séru.
Tyto hodnoty spole¢né s MIC pomahaji k ur€eni citlivosti nebo rezistence

bakterie k antimikrobialnim latkam?.

4 BROOK, ltzhak, Hannah M. WEXLER a Ellie J. C. GOLDSTEIN. Antianaerobic Antimicrobials: Spectrum and
Susceptibility Testing. Clinical Microbiology Reviews [online]. © [cit. 2020-02-21]. 2013 Dostupné z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3719496/
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1.2.1. Kvantitativni metody

1.2.1.1. Agarova dilu¢ni metoda

Tuto metodu provadime na 12-15 agarovych pudach vhodnych pro
konkrétni vySetfovanou bakterii. V kazdé padé je rozpusténa jedna
antimikrobialni latka. Jednotlivé pady se li§i koncentraci antimikrobialni latky a
stoupaji dvojnasobné.

Na agar je nasledné& naockovano standartni inokulum. Touto metodou
Ize tedy vySetfit naraz 16-20 kmenu. Plotna, na které jesté doSlo k zastavé

rastu mikroba, odpovida hodnoté MIC*s.

1.2.1.2. Mikrodilucni metoda

Ke stanoveni citlivosti bakterie touto metodou pouzivame mikrotitracni
destiCku s 96 jamkami. Tyto jamky jsou naplnény Zivhym tekutym médiem
(napf. Mdaller-Hinton bujonem). V kazdém sloupci se nachazi antimikrobialni
latka s klesajici koncentraci (od fadku A k Fadku H). Tato koncentrace je
s kazdym dalSim fadkem dvojnasobné mensi.

Zasadnim krokem je pfiprava bakterialni suspenze ve fyziologickém
roztoku o hodnoté 0,5 Mc Farlandovy optické denzity. Tato kultura se pomoci
jehlového inokulatoru naocCkuje do vSech jamek mikrotitracni destiCky.
Nasleduje inkubace za podminek vhodnych pro dany bakterialni druh.

Pro odeditani vysledkd umistime desti¢ku nad zrcatko &i tmavou

destiCku a pozorujeme zakal media. Podle zakalu stanovime MIC'®.

15 Skripta ke cviteni z mikrobiologie, [online]. MUNI IS © [cit. 2021-02-03],2020
Dostupné z:https://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif
16 Skripta ke cviceni z mikrobiologie, [online]. MUNI IS © [cit. 2021-02-03],2020
Dostupné z: https://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif
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1.2.2. Kvalitativni metody

1.2.2.1. Diskovy diftizni test

V tomto testu vyuzivame papirové disky nebo tablety, které jsou
nasycené urcitym mnozstvim antimikrobialni latky. Diky této metodé mizeme
dobfe rozlisit citlivost a rezistenci bakterii k dané antimikrobialni latce. Na agar
v Petriho misce se nanese vatovym tamponem rovnomérné testované
inokulum.

Po zaschnuti se na agar aplikuje disk s pfedepsanym mnozstvim
antimikrobialni latky. Nasledné se plotna inkubuje dle podminek konkrétni
bakterie. Uginné latky z disku difunduji do okoli a vznikaji tzv. inhibiéni zony
(1Z2). Primér této zény se méfi v mm a porovnava se s referenénimi hodnotami
dle EUCAST".

1.2.3. Kombinované metody

1.2.3.1. E — test

Tato metoda v sobé& kombinuje princip diskového difuzniho testu a dilu¢ni
metody. Na vhodny agar se aplikuje testované inokulum. Po zaschnuti se
aplikuje tzv. prouzek E — testu. Tento prouzek je chemicky inertni 5 mm Siroky
a 50 mm dlouhy a je nasycen antimikrobialni latkou.

Na ném je napsany exponencialni gradient dané antimikrobialni latky a
stupnice fedéni dvojnasobnou geometrickou fadou. Antimikrobialni latka

difunduje do okoli. IZ ma tvar elipsy nebo obracené kapky’®.

17 Skripta ke cviceni z mikrobiologie, [online]. MUNI IS © [cit. 2021-02-03],2020
Dostupné z: https://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif
18 Skripta ke cviteni z mikrobiologie, [online]. MUNI IS © [cit. 2021-02-03],2020
Dostupné z: https://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif
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1.3. Testované medicinsky vyznamné lécivé rostliny

V dnesdni dobé je v oblasti péce o dutinu ustni trendem navrat k lidovému
|éCitelstvi, které zahrnuje napfiklad pouzivani bylin. Z tohoto duvodu je
zajimaveé zjistit, zda tradi¢ni bylinky a odvary z nich budou mit srovnatelné

ucinky jako pfipravky chemické a komercni.

1.3.1. Hefmanek pravy (Matricia chamomila)

Hefmanek je jednoleta lécCiva rostlina z Celedi hvézdnicovitych. Je
bylinou pfirozené se vyskytujici v jizni a vychodni Evropé (Pfiloha €.2).

Z rostliny se vyuzivaji usuSené kvéty. Pouziva se pro své antiseptické
a protizanétlivé uc€inky. Endogennim poZzitim se I€Ci obtize spojené s bolesti
bficha, silnou menstruaci, pfi pomalém traveni, prijmu &i nevolnosti. Vyborné
vysledky vykazuje pfi lé€bé zanétd mocovych cest. Exogenné se pouziva na
zanicenou pokozku, infek&ni kozni problémy, hemoroidy, na zanéty ust, hrdla
Ci oCi%.

Silice hefmanku obsahuji mnoho zajimavych terapeutickych latek. Bylo
nalezeno vice nez 120 sloucenin, patficich mezi sekundarni metabolity. PatFi
mezi né 28 terpenoidl, 36 flavonoidl a dalSich 52 latek, mezi které patfi
kumariny a polyacetyleny?'.

Potencialné aktivni antimikrobialni latky jsou terpenoidy, spiroethery,
flavonoidy a kumariny. Ukazalo se, Zze maji inhibi¢ni ucinky jak na gram-

pozitivni, tak na gram-negativni bakterie?.

' MEHMOOD, Malik H., MUNIR, Siraj, KHALID, Uzair A., ASRAR, Mudassir, and GILANI, A. H. Antidiarrhoeal,
antisecretory and antispasmodic activities of Matricaria chamomilla are mediated predominantly through K+-channels
activation. BMC Complementary and Alternative Medicine, str. 631

20 SINGH, Omar; KHANAM, Zakia; MISRA, Neelam. Chamomile (Matricaria chamomilla L.): An overview.
Pharmacognosy Reviews. 2011, 5(9), s. 94

21 SINGH, Omar; KHANAM, Zakia; MISRA, Neelam. Chamomile (Matricaria chamomilla L.): An overview.
Pharmacogn Rev, str. 82

22 SHARIFI-RAD, Mehdi a Jolanta NAZARUK. Matricaria genus as a source of antimicrobial agents: From farm to
pharmacy and food applications. Elsevier. 2018, 2018(215), str.83
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Hefmanek je vyznamnym zdrojem apigeninu, flavonoidu, ktery dokaze
selektivné inhibovat enzymy v signalizacnich kaskadach a potlacit tak tvorbu

protoonkogenu 2.

1.3.2.Salvéj lékarska (Salvia officinalis)

Salvéj Iékafska je aromatickou rostlinou z &eledi hluchavkovitych a
pouziva se v kosmetickém prumyslu, gastronomii a v tradi¢ni mediciné.
Existuje mnoho druht, nejCastéji kultivovana je vSak Salvia officialis (PFiloha
¢.5)%.

Tato bylina vykazuje vyborné antibakterialni vlastnosti, zejména ve
svych odvarech. Ma také vyznamnou antioxida¢ni aktivitu a uvadi se, Ze
napomaha v boji s rakovinou a demenci €i zmirfuje bolest?®.

Vyplachy z Salvéje se Casto pouzivaji pfi zanétu dasni, aftach a otocich
v dutiné ustniz.

Extrakt z této rostliny vykazuje pro-apoptoticky a inhibi¢ni ucinek na

rakovinné bujeni. Jako nejucinnéjSi latky se uvadéji a-humelen, malool,
kyselina ursolova, kyselina rozmarynova a polyfenoly?.
Vodné roztoky Salvéjovych listl vykazaly u€innost v redukci volnych radikala
jako NO™ O2 ¢&i redukuji Fe** na Fe?*, které vznikaji v téle pfi nadmérném
vystaveni stresu, kdy se generuje velké mnozstvi volnych radikald v
elektronoveé transportnim fetézci mitochondrii?.

Listy Salvéje pomaha pfi zanétech a pfi potlaCeni bolesti, napfiklad pfi

periferni neuropatii zpisobené chemoterapii €i pfi faryngitidé. Za slouc€eniny,

2 MCKAY, Diane a Jeffrey BLUMBERG. A rewie of the bioactivity and potential health benefits of chamomile
tea. Phytoterapy research. 2006, 2006(20), str.251

24 PEREIRA Olivia R., CATARINO Marcelo D., AFONSO Andrea F., SILVA Artur M.S., CARDOSO Susana M. Salvia
elegans, Salvia greggii and Salvia officinalis Decoctions: Antioxidant Activities and Inhibition of Carbohydrate and
Lipid Metabolic Enzymes. Molecules. 2018, 23(12), str. 1-3

2 PEREIRA Olivia R., CATARINO Marcelo D., AFONSO Andrea F., SILVA Artur M.S., CARDOSO Susana M. Salvia
elegans, Salvia greggii and Salvia officinalis Decoctions: Antioxidant Activities and Inhibition of Carbohydrate and
Lipid Metabolic Enzymes. Molecules, str. 2

2 Kloktani Salvéje [online]. CESKA ORDINACE © [cit. 2021-03-29]. 2009 Dostupné

z: https://www.ceskaordinace.cz/kloktani-salveje-ckr-1057-9626.html

27 PEREIRA Olivia R., CATARINO Marcelo D., AFONSO Andrea F., SILVA Artur M.S., CARDOSO Susana M. Salvia
elegans, Salvia greggii and Salvia officinalis Decoctions: Antioxidant Activities and Inhibition of Carbohydrate and
Lipid Metabolic Enzymes. Molecules, str. 4

28 LOPRESTI, Adrian. L. (2016). Salvia (Sage): A Review of its Potential Cognitive-Enhancing and Protective Effects.
Drugs in R&D, 17(1), str. 62
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které zpUsobuji tento efekt jsou povazovany flavonoidy a terpeny, kyselina
rozmarynova, manool, karnosol a kyselina ursolova?.

Antisepticky ucinek vykazuje tato bylina va&i grampozitivnim i
gramnegativnim bakteriim. Za tuto vlastnost jsou zodpovédni karsonol,

kyselina ursolova a kyselina oleanova®.

1.3.3. Repik lékarsky (Agrimonia eupatoria)

Repik lékafsky je égiva bylinka patfici do eledi riZovitych. Nachazime
ji ve velké ¢asti Evropy, jihovychodni Asii, Severni Americe a Mexiku (Pfiloha
¢.1)3.

Tato bylina je 2znama pro své antiflogistické, vysuSujici,
hepatoprotektivni a hypoglykemické ucinky?2. Tlumi bolest zanicenych dasni a
hrdla, hoji ustni sliznice a dasné®.

Hlavnimi u€innymi latkami jsou polyfenoly katechin, procyanidin,
flavonoly a flavonové derivaty. Polyfenoly vykazuji antioxidacni vlastnosti a
dokazi ovlivnit intracelularni redoxni status tim, Ze pomahaji imunitnimu
systému vychytavat volné radikaly. In vivo studie ukazala, Ze tyto slou€eniny
maji vliv na pribéh mnohych nemoci, pfi kterych je pfitomny zanét*.

Dale ma diuretické a urinosurické vlastnosti. Alkoholovo-vodny extrakt

vykazuje inhibi¢ni aktivitu na rust bakterie Helicobacter pylori.

1.3.4. Prha arnika (Arnica montana)

Prha arnika neboli také Arnika horska je bylina z Celedi hvézdicovitych,

uzivana v lidovém léCitelstvi. Vyskytuje se zejména v Evropé (Pfiloha ¢€.3). Je

2 JAKOVLJEVIC, Martina, Stela JOKIC a Maja MOLNAR. Bioactive profile of various salvia officinalis L.
preparation. Plants.2013, 8(55), str. 7

30 GHORBANI, Ahmad a Mahdi ESMAEILIZADEH. Pharmacological properties of Salvia officinalis and its
components. Elsevier. 2017, 2017(7), str. 433-440

31 Repik lékarsky [online]. ATLAS ROSTLIN © [cit. 2015-01-11]. Dostupné z:
http://kvetena.cz/herbarium/herbarium.aspx?majorcat=1x

32 KUCZMENNOVA A, GAL P, VARINSKA L, TREML J, KOVAC I, NOVOTNY M, Agrimonia eupatoria L. and Cynara
cardunculus L. Water Infusions: Phenolic Profile and Comparison of Antioxidant Activities. Molecules. 2015;20(11):
str. 20539-20542

33 Repik IékaFsky [online]. ATLAS ROSTLIN © [cit. 2015-01-11]. Dostupné z:
http://kvetena.cz/herbarium/herbarium.aspx?majorcat=1x

34 CORREIA, Helena S. a Maria Teresa BATISTA. The activity of an extract and fraction of Agrimonia eupatoria L.
against reactive species. BioFactors. 2007, 2007(29), 91-104., str. 92

3 AKBAR, Shahid. Handbook of 200 Medicinal Plants. Stockton: Springster, str. 121
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to lécCiva rostlina pouzivana pro své protizanétlivé, antifungicidni,
antisklerotické, antioxidacni a hojivé uc€inky. Tyto u€inky se vyuZzivaji i pfi lecbé
zanétu Ci hojeni v dutiné ustnizs.

Obsahuje pres 37 uc€innych sloucenin. Patfi mezi né seskviterpeny,
flavonoidy, terpenoidy, fenolové kyseliny®.

Za protizanétlivy uCinek mohou seskviterpenové laktony, které
signifikantné snizuji zanét, jenz je zprostfedkovan pomoci proteinového
komplexu NF«B. Tento komplex aktivuje buriky imunitniho systému — T bunky,
B bunky a epitelialni buriky. Polysacharidy obsazené v arnice jsou znamy svou
immunostimulacni schopnosti, navySenim fagocytézy granulocyty a aktivaci
makrofagu k uvolnéni tumor necrosis faktoru (TNF)®.

Antimikrobialni G&inek vykazuje vucCi streptokokim S. sobrinus, S.
mutans. Zodpovédné za to jsou derivaty thymolu obsazené v kofeni rostliny.

Jeji akoholovy extrakt z kofenu zas pUsobi fungicidné®.

1.3.5. Mésicek lékarsky (Calendula officinalis)

MésiCek |ékarsky je léCiva rostlina z Celedi hvézdicovitych. Jejim
pfirozenym habitatem je jih Evropy a Orientu. Jako ostatni vySe zminéné
rostliny, i mésiCek je pouzivan v tradiéni mediciné a je soucasti jak
farmaceutického, tak kosmetického prumyslu (Pfiloha €.4)%.

Mésicek lékarsky ma protizanétlivé, antibakterialni, antivirové a
antispasmolytické ucinky. Pomaha v hojeni ran, popalenin, vyrazek, zanétu

v dutiné ustni &i hrdle*'.

3 JANCA, Jifi; ZENTRICH, Josef A. Herbar légivych rostlin 1. dil. Praha: Eminent, 2008. ISBN 978-80-7281-365-0.,
str.94

%7 SUGIER Piotr, JAKUBOWITZ-Gil Joanne, SUGIER Danuta, KOWALSKI Radoslaw, GAWLIK-DZIKI Urszula,
KOLODZEJ Barbara, DZIKI Dariusz. Chemical Characteristics and Anticancer Activity of Essential Oil from Arnica
Montana L. Rhizomes and Roots. Molecules. 2020 ;25(6), str. 3-6

38 BELLAVITE, Paolo, MARZOTTO, Mmarta, & BONAFINI, Clara Arnica montana experimental studies: confounders
and biases? Journal of Integrative Medicine, (2018). 16(2), str.2

3 KRIPLANI, Priyanka, GUARVE Kumar a BAGHAEL Uttam S.. Arnica montana L. — a plant of healing:
review. Journal of Pharmacy and Pharmacology. 2017, str. 6-10

40 Mé&sicek Iékarsky, [online]. BYLINKOPEDIE® [cit. 2021-01-16]. Dostupné z:
https://bylinkopedie.cz/mesicek-lekarsky/

41 CRUCERIU Daniel, BALASCENCU Ovidiu, RAKOSY Elena. Calendula officinalis: Potential Roles in Cancer
Treatment and Palliative Care. Integr Cancer Ther. str. 2-8
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Hlavnimi sekundarnimi metabolity jsou saponiny, kyselina oleanova a
flavonoidy (astragalin, hyperosid, isoquercitrin a rutin). DalSimi jsou
karotenoidy jako flavoxanthim a auroxanthin. Za hlavni ucinné latky jsou
povazovany triterpendiolové estery faradiol laureat, faradiol myristat a faradiol
palmitat. Méné vyznamnymi latkami jsou steroidy, ostatni terpenoidy,
tokoferoly, quininy, polysacharidy a nékteré mineraly jako vapnik, sodik,
draslik, hofCik, Zelezo a méd*2.

Extrakty z mésicku Iékarského vykazuji i vyraznou cytotoxickou aktivitu

a jsou nadéjné v |écbé rakoviny*.

1.4. Chlorhexidin — chemicky prostredek kontroly zubniho

plaku

Chemické prostiedky pro kontrolu zubniho plaku musi spliovat
nasledujici pozadavky: zvySovat odolnost tvrdych zubnich tkani, likvidovat jiz
vytvofeny plak, usnadnit mechanické odstrafovani plaku a v neposledni fadé
i snizit Skodlivost plaku. Aby si pacient byl schopny aplikovat tuto latku
dlouhodobé sam, nesmi mit chemicka latka Zadné nezadouci vedlejSi u€inky+.

Velice ucinnym prostfedkem v kontrole zubniho plaku je Chlorhexidin
diglukonat. Je to zatim jedina znama latka, ktera ma takové antibakterialni
schopnosti, Zze za urcCitych okolnosti je schopna nahradit mechanickeé Cisténi
zubu®.

Ma velkou afinitu k buné€nym sténam mikroorganismu a podle pouzité
koncentrace pusobi bud bakteriostaticky, nebo baktericidné. Rozpousti se ve
vodé, k vyplachu ust se pouziva v koncentracich 0,05 % az 0,2 %. P¥i pouziti
slabSich koncentraci 2x denné zabranuje tvorbé nového plaku a znatelné

redukuje zraly plak?.

42 BRAUN, L. a COHEN M. Herbs and Natural Supplements: Volume 2: An Evidence-Based Guide. 4. Chatswood:
Elsevier Health Sciences, 2015. ISBN 9780729581738., str. 136

4% CRUCERIU Daniel, BALASCENCU Ovidiu, RAKOSY Elena. Calendula officinalis: Potential Roles in Cancer
Treatment and Palliative Care. Integr Cancer Ther. str. 2-8

4 KILIAN, Jan. Prevence ve stomatologii. 2. roz§. vyd. Praha: Galén, c1999. ISBN 80-7262-022-3. str. 64

4 KILIAN, Jan. Prevence ve stomatologii, str. 73

46 HAYDARI, Maliha, BARDAKCI, Ayse G., KOLDSLAND, Odd C., AAS, Anne M., SANDVIK, Leiv, & PREUS, Hans
R. Comparing the effect of 0.06% -, 0.12% and 0.2% Chlorhexidine on plaque, bleeding and side effects in an
experimental gingivitis model: a parallel group, double masked randomized clinical trial. BMC Oral Health, (2017),
17(1). str. 2
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Soli Chlorhexidinu zustavaji v ustech i nékolik hodin az dni a udrzuji
povrch zubu prosty plaku po delSi dobu. DlouhodobéjSi pouzivani
Chlorhexidinu diglukonatu ma vsak vedlejSi ucinky. Hibet jazyka a zuby se
zabarvuji do hnéda, vyvolava chutové poruchy a prFetrvavajici pocit horké

chuti. Po okamzitém vysazeni tyto nechténé ucinky samovolné vymizi*’.

1.5. Testované ustni vody

V této bakalaiské praci byly pouzity nasledujici C&tyfi ustni vody:
Herbadent professional, Elmex caries protection, Curaprox Perio Plus+
Balance, Listerine total care. Tyto pfipravky jsou dostupné béznému uZivateli.
Kromé Curaprox Perio Plus 0,05 % Balance, neobsahuje ani jedna z nich
Chlorhexidin diglukonat.

Nasim zamérem bylo zjiS§téni ucinnosti téchto Ustnich vod vici bakterii

S. mutans.

1.5.1. Herbadent professional — koncentrat bylinné ustni vody

Ustni voda Herbadent professional vyrabi eska firma Herbadent
(Praha). Tato Ustni voda obsahuje Salvgj |ékafskou, Repik Iékafsky, Matu
peprnou, Fenykl obecny, Hefmanek pravy, Hfebicek a Mochnu natrznik, a
naopak neobsahuje fluoridy &i Chlorhexidin. Extrakt z bylin pomaha v lécbé
zanétu dasni a parodontitidy.

Pouzivani ustni vody Herbadent je vhodné pfed stomatologickym
oSetfenim pro omezeni pocCtu bakterii v ustech nebo po oSetfeni na zklidnéni

sliznic a pro snizeni rizika bakteriemie po zakroku. Zfedi se v poméru 1:10%,

4T KILIAN, Jan. Prevence ve stomatologii, str. 73
48 Herbadent e-shop [online]. HERBADENT: © [cit. 2021-04-12] 2021 Dostupné z: https://shop.herbadent.cz/:
Herbadent [online]. [cit. 2021-01-15]. Dostupné z: http://www.herbadent-professional.cz/
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1.5.2. EImex caries protection

Ustni voda Elmex caries protection neobsahuje alkohol ani barviva.
SlozZeni této ustni je voda, propylen glykol, PEG-40 hydrogenovany Castor Oil,
Olafur (obsah fluoridd 1400 ppm), glycerin, benzoat sodny, Kkyselina
levulonova, levulinat sodny, aroma, sacharin, fluorid sodny, anisat sodny.
Anisat sodny, kyseliny levulonova a levulinat sodny jsou latky, které inhibuji

rdst bakterii“°.

1.5.3. Curaprox Perio Plus 0,05 % Balance

PFirodni slozky obsazené v sérii ustnich vod Perio Plus+ jsou velmi
ucinné v boji proti bakterialnimu plaku i pro ochranu zubl a dasni pred
onemocnénim dutiny ustni, jako je zubni kaz nebo onemocnéni parodontu.
Ustni voda Curaprox Perio Plus 0,05 % Balance obsahuje Chlorhexidin
v koncentraci 0,05 %, xylitol, PVP — VA, 230 ppm fluoridi a polypeptid lysin,
fluorid sodny a CITROX®.

Pouziva se k vyplachovani dvakrat denné 10 ml po 60 sekundach. Tato
ustni voda jako jedina obsahuje Chlorhexidin diglukonat a slouzila nam jako

zastupce ustnich vod s touto latkou®°.

1.5.4. Listerine Total Care

Uginnou slozkou v ustnich vodach Listerine jsou esencidlni oleje.
Spole¢né s Chlorhexidinem diglukonatem jsou esencialni oleje jako jediné
uznavané spole¢nosti ADA (American Dental Association)®' jako latky
pomahajici v boji se zubnim plakem. Zakladnimi sloZzkami téchto oleju je
eukalyptol, thymol, mentol a metyl salicylat.

Tato ustni voda obsahuje fluoridy v mnozstvi 220 ppm, dale vodu,
sorbitol, alkohol, poloxamer 407, aroma, kyselinu fosfore€nou a sukralosu.

Eliminuje vyskyt zubniho plaku, udrzuje zdravé dasné, niCi bakterie

4 Elmex anti caries dental rinse [online] ELMEX © [cit. 2021-01-15]. 2020, Dostupné z:
https://www.elmex.cz/products/product-range/caries-protection/elmex-anti-caries-dental-rinse

50 Curaprox Perio Plus Balanced [online]. CURAPROX © [cit. 2021-01-15]. Dostupné z: https://www.curaprox.com/cz-
cs/perio-plus

51 Mouthrinse [online]. ADA © [cit. 2021-02-03]. Dostupné z: https://www.ada.org/en/member-center/oral-health-
topics/mouthrinse
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v mezizubnim prostoru, posiluje zubni sklovinu a zabrariuje jeji demineralizaci.
Ustni voda se pouziva kazdé rano a ve&er po vyéisténi zubti, vyplachuje se 20

ml po dobu 30 sekund®.

52 |Listerine total care anticavity mouthwash [online]. LISTERINE © [cit. 2021-01-15]. Dostupné z:

https://www.listerine.com/mouthwash/listerine-total-care/listerine-total-care-anticavity-mouthwash
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2. PRAKTICKA CAST

2.1 Hypotézy

Hypotéza €. 1: Vzhledem k béZné dostupnym udajum o antiseptickém uc&inku
vybranych medicinsky vyznamnych IéCivych rostlin pfedpokladame, ze budou

mit baktericidni nebo bakteriostaticky u€inek na bakterii S. mutans.

Hypotéza €.2: Vzhledem k informacim dostupnym v pfibalovych letacich
ustnich vod pfedpokladame, ze koncentrace Chlorhexidinu diglukonatu 0,05

% bude inhibovat rast bakterie S. mutans.
Hypotéza €. 3: Vybrané ustni vody ve svych pfibalovych letacich deklaruji

IéEbu zanétu dasni ¢i ochranu pred zubnim kazem. Lze teda predpokladat, ze

budou mit bakteriostaticky nebo baktericidni u€inek na bakterii S. mutans.
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2.2. Metodika

Pro zodpovézeni hypotéz byla vybrana metoda Stanoveni minimalni
inhibiéni koncentrace podle CSN EN ISO 20776-1 a upravena pro potieby
tohoto vyzkumu.

Pro expozi¢ni test byl pouzit poupraveny postup podle standartni
metody pro hodnoceni dezinfekéni ucinnosti chemickych latek podle Acta
hygienica, epidemiologica et mikrobiologica®. V téchto testech stanovujeme
hodnotu MIC a MBC.

Fotografickd dokumentace se nachazi v Pfiloze €.6 - ¢.12.

2.2.1. Stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace potencialné

antimikrobialnich latek vici bakterii S. mutans

U vybranych bylinnych extrakti se stanovovaly MIC (dle CSN EN ISO
20776)> Principem je postupné Fedéni testované latky v jamkach mikrotitracni
destiCky. Kazda nasledujici koncentrace je poloviéni nez koncentrace
pfedchozi, jedna se tedy o fedéni geometrickou fadou.

V kazdém testovani musi byt pozitivni kontrola rlistu bakterie (zde S.
mutans), kdy jamka na mikrotitracni desti¢ce obsahuje pouze Zivné médium a

testovany mikroorganismus bez testované latky.

2.2.2. Stanoveni Uuc€innosti ustnich vod — expozicni test

Jedna se o kvalitativni metodu, ktera umoznuje stanovit nejkratSi dobu
ucinné expozice dezinfekce (zde ustnich vod) na vybrané bakterie. Tuto
metodu Ize pouzit pro srovnani rlznych pfipravkl s pfedpokladanym
antibakterialnim ucinkem.

Principem této metody je expozice bakterie a dezinfekéniho pfipravku

Ci antimikrobialni latky. Po urcitych Casech se odeberou ze zkumavky vzorky

% KNEIFLOVA, Jana. 84-19611. Pfiloha & 1/1985 Acta hygienica, epidemiologica et microbiologica: Standardni
metody pro hodnoceni dezinfek&ni ucinnosti chemickych latek. Praha: Institut hygieny a epidemiologie, 1985, 25 s.
ISSN 0862-5956. UVTEI 73 027

5 CSN EN ISO 20776 1: Klinické laboratorni zkousky a zkusebni systémy pro diagnostiku in vitro — Zkouseni citlivosti
puvodct infekci a hodnoceni tginnosti prostfedkii pro stanoveni antimikrobiélni citlivosti - Cast 1: Referenéni metody
pro zkou$eni aktivity antimikrobidlnich Cinidel in vitro proti rychle rostoucim aerobnim bakteriim zplsobujicim infekéni
nemoci. PRAHA: CEN, 2007.
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testované suspenze a kultivuji se podle podminek danych specifické bakterii.
Po inkubaci se odecita zakal v jednotlivych zkumavkach a hodnoti se, zda ma
dezinfekCni prostiedek C€i antimikrobialni latka na bakterii bakteriostaticky Ci
baktericidni ucinek.

Po kultivaci se sleduje rast nebo naopak nepfitomnost rastu pouzité

bakterie (stanoveni MBC) %.
2.3. Material

2.3.1. Vzorky bylin

VSechny zkoumané byliny byly zakoupeny od firmy Valdemar GreSik
v baleni po 50 g, v bé&Zné obchodni siti. Byly skladovany na suchém a tmavém
misté a testovani probé&hlo pfed ukonéenim jejich data spotfeby. Byly to
konkrétné:

e Hefmanek pravy, kvét

e MésicCek Iékarsky, kvét bez zakrytu

e Prha arnika, kvét

e Repik lékafsky, nat

o Salvgj lékarska, nat

2.3.2. Chemikalie

Destilovana voda, fyziologicky roztok, Chlorhexidin diglukonat (20%
vodny roztok, Sigma Aldrich), Herbadent Professional, Elmex caries

protection, Listerine total care, Curaprox Perio Plus 0,05 % Balance

SKNEIFLOVA, Jana. 84-19611. Pfiloha &. 1/1985 Acta hygienica, epidemiologica et microbiologica: Standardni
metody pro hodnoceni dezinfekéni ucinnosti chemickych latek. Praha: Institut hygieny a epidemiologie, 1985, 25 s.
ISSN 0862-5956. UVTEI 73 027.
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2.3.3. Bakterie

Streptococcus mutans Clarke, kmen z Ceské narodni sbirky typovych
kultur (CNCTC) uchovavany pod Cislem 6699T (dalSi sbirkova oznaceni
bakterie ATCC 25175, NCTC 10449)

2.3.4. Pristroje:

Laboratorni pfedvazky (Kern)

Box s laminarnim proudénim (Clean Air)

Termostat 36 + 1 °C (Thermo Scientific)

Cajové filtry, (Profissimo)

Rychlovarna konvice

Kahan (FUEGO)

Vortex (VELP Scientifica)

Mikrobiologicka klicka (Hebios)

Automaticka pipeta (Eppendorf)

Inokulator (Biotec.de)

Nastavec na sklenéné pipety (Hi-Tech Lab)
Laboratorni sklo a pomucky (kadinky, petriho misky, mikrotitracni desticka,
sklenéné pipety)

Sterilni jednorazové strikackové filtry (0,2 pm)

Sterilni jednorazové mikrobiologické klicky 1ul (Hebios)

Zakalovy standard podle Mc Farlanda €. 2 (Statni zdravotni ustav)

2.3.5. Kultivaéni pudy

2.3.5.1. Bujon

MUller—Hinton bujén s upravenymi kationty (Ca?*, Mg?*) s 5 % lyzatu
koniské krve a 20 mg/l B-nikotinamid adenin dinukleotidu (MH-F bujén) —
pfiprava podle postupu vyrobce susSiny (Oxoid), normy ISO 20776-1 a
dokumentu EUCAST - Pfiprava pud EUCAST (The European Committee for
Antimicrobial Susceptibility Testing), rozplnény do zkumavek po 5 ml.
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2.3.5.2. Agar

Columbia krevni agar s pfidanim 5 % defibrinované ovci krve v Petriho
miskach (Oxoid)

2.4. Stanoveni minimalni inhibicni koncentrace latek vuci

bakterii Streptococcus mutans

2.4.1. Priprava Muller-Hinton bujonu

Mdaller-Hinton bujon s upravenymi kationty se pfipravi a autoklavuje
podle pokynu vyrobce. Na 1 | pudy se pfidava o 100 ml méné deionizované
vody (900 ml), pida se ochladi na teplotu 42—45 °C a nasledné se pfida 100
ml 5 % lyzované konské krve a 1 ml zasobniho roztoku f — NAD (20 mg/l).

Smés se dobfe promicha.

2.4.2. Priprava inokula a jeho standartizace

Pouzity mikroorganismus S. mutans je uchovavan v konzervacnim
médiu a uloZen pfi - 80 °C. Pomoci bakteriologické klicky byl z konzervacniho
meédia odebran cca 1ul a pomoci kfizového roztéru byla bakterie naoCkovana
na Columbia agar. Kultivace probihala v termostatu pfi 35 + 1 °C, 24 hodin. Po
kultivaci byla zkontrolovana Cistota bakterie.

Pfiprava inokula byla provedena metodou suspendovanych kolonii.
Vyrostlé kolonie bakterie S. mutans na Columbia agaru byly pomoci
mikrobiologické klicky pfeneseny do fyziologického roztoku. Pomoci
McFarlandovi stupnice byla uréena hodnota 2, coz odpovida poétu 6 x 108
CFU/ ml. Pro potfeby kontrolniho vzorku se pfipravené inokulum zfedilo na
1,5 x 108 CFU/m.

Kontrola rustu byla pfipravena napipetovanim 0,5 ml inokula
o koncentracich 106 a 108 CFU/ml na Columbia agar v Petriho misce. Ta byla

dana do inkubatoru o teploté 35 + 1 °C.

27



2.4.3. Priprava Chlorhexidinu

Vstupni koncentrace Chlorhexidin diglukonatu byla 20 %. Nafedénim
vstupni koncentrace Chlorhexidinu diglukonatu destilovanou vodou 1:10 (1 ml
Chlorhexidinu diglukonatu a 9 ml destilované vody) byla pfipravena vychozi
2% koncentrace.

Pomoci kfizového pravidla byly spocitany a do zkumavek nafedény
sestupné koncentrace pouzité v testu (viz. Tabulka €. 1). Pouzité koncentrace
odpovidaly koncentracim Chlorhexidinu diglukonatu bézné dostupného
v ustnich vodach, ale byly pfipraveny i koncentrace niz8i. Redéni ze
zasobniho roztoku se provadélo MH-F bujonem.

Po promichani obsahu zkumavek bylo do kazdé pfidano 100 ml
Chlorhexidinu diglukonatu do pfislusnych fadkd v mikrotitracni desticce.
V fadku A byla pak koncentrace nejvy$Si a postupné se snizovala (Tab. ¢€.1).

Radek H slouzil jako kontrola riistu bakterie. Testovani probé&hlo v tripletech.

Tabulka 1: Testované koncentrace Chlorhexidinu diglukonatu

Testovana Redéni (ml)
koncentrace CHX | 2 % CHX | MH-F bujén

0,12 % 0,12 1,88
0,09 % 0,09 1,91

0,07 % 0,07 1,93
0,05 % 0,05 1,95
0,025 % 0,025 1,975
0,010 % 0,010 1,990
0,005 % 0,005 1,995

Zdroj: autorka

2.4.4. Priprava vodnych extraktli testovanych Iécivych rostlin

Vodné extrakty léCivych rostlin z Prhy arniky, Mésicku lékarskeého,
Hefmanku pravého a Repiku lékafského byly pfipraveny podle maximalniho
davkovani doporu¢eného vyrobcem (firmou Gresik) pro nalev — 2 €ajové I1ZiCky

spafit 250 ml horké vody a louhovat 15 minut.
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Vodny extrakt Salvéje lékafské byl pfipraven o silngjsi koncentraci
podle doporuc€eni davkovani pro kloktadlo — 4 Cajové 1ZiCky spafit 250 ml horké
vody a louhovat 15 minut.

U jednotlivych léCivych rostlin bylo zjisttno mnozstvi v gramech
zvazenim mnozstvi byliny odpovidajici 1 Cajové IZiCce. Nasledné byl proveden
prepocet navazky jednotlivych léCivych rostlin na 100 ml vody.

Z duvodu nasledné potfeby nafedéni vodného extraktu rostlin MH-F
bujonem pfi pfipravé mikrotitracni desti¢ky byla pfipravena 10x vyS$Si navazka
testovanych bylin. Navazky v gramech a desetinasobné vstupni koncentrace

jsou uvedeny v Tabulce ¢€.2.

Tabulka 2: Navazky na pripravu vodnych extraktd l1é€ivych rostlin

Léciva rostlina | Navazka (g) | Voda (ml) | Vstupni koncentrace (mg/l)
Prha arnika 5,2 100 52 000

Salvé] lékarska 26,4 100 264 000

Mésicek 4,8 100 48 000

Iékarsky

Hefmanek 8,8 100 88 000

pravy

Repik lékafsky 13,2 100 132 000

Zdroj: autorka

Vypocitané a navazené mnozstvi testovane IéCivé rostliny bylo zalito
100 ml vrouci destilované vody a louhovano podle doporuc¢eného postupu 15
minut.

Pro odstranéni velkych &asti rostliny byl pro prvni nesterilni filtraci pouzit
bézny Cajovy filtr. Po zchladnuti nesterilniho vodného extraktu bylin byla
pomoci injekéni stfikacky a stfikaCkového filtru o velikosti pord 0,2 um
provedena sterilni filtrace.

Narfedénim sterilnich vodnych extrakti testovanych rostlin MH-F
bujénem 1:10 (1 ml vodného extraktu vstupni desetinasobné koncentrace byl
smichan s 9 ml MH-F bujonu) byla do sterilnich zkumavek pfipravena vychozi

nejvyssi koncentrace bylin doporucena k uZiti.

29




Jednotlivé koncentrace vodnych extraktu byly nafedény pomoci
sérioveho fedéni. Do kazdého fadku A az H bylo napipetovano 100 pl MH-F
bujonu. Do Fadki A az B bylo pfeneseno 100 pl extraktu s nejvyssi
doporucenou vyslednou koncentraci |€Civé rostliny. Dale se promichanim a
pfenesenim 100 pul zfadku B do fadku C mikrotitracni destiCky provedlo
naredéni extraktu na polovicni koncentraci. Tak bylo provedeno ve vSech
dalSich fadcich D az G. V fadku H byl pouze MH-F bujon a slouzil jako kontrola

rustu bakterie. Kazda IéCiva rostlina byla testovana v tripletu.

2.4.5. Inokulace mikrotitraéni desticky

Jehlovym inokulatorem bylo do kazdé jamky pfidano 1-2 ul
pfipraveného inokula bakterie S. mutans. Po inokulaci byla desti¢ka
naoCkovana bakteriemi béhem 30 minut od standartizace suspenze inokula,
aby byla zachovana pocetni koncentrace zivotaschopnych bunék (Tab.¢. 3).

Z jamky pro kontrolu rlstu bylo odebrano 10 yl suspenze a nasledné
nafedéno v 10 ml bujonu. Poté se 100 ul tohoto roztoku rozlilo na agarovou
plotnu a nechalo inkubovat pfes noc v 35+ 1 °C po dobu 18 * 2 hod v bézné
atmosfére. Po kultivaci byl odecten rlst v jednotlivych jamkach mikrotitraéni
destiCky.

Kone¢né inokulum v mikrotitraéni desti¢ce musi obsahovat 5 x 10°
CFU/ml (rozmezi 2 x 10° CFU/ml az 8 x 105 CFU/ml). Kontrola poétu bakterii
v inokulu byla provedena bezprostfedné po inokulaci mikrotitracni desticky.
Z jamky urcené pro kontrolu rlstu pouzitého mikroorganismu bylo odebrano
10 ul a pfeneseno do 10 ml fyziologického roztoku. Po promichani bylo 100 ul
vyoCkovano na Columbia agar. Petriho miska s agarem byla kultivovana v
termostatu pfi 35 + 1 °C, 24 hodin. Po kultivaci byly narostlé kolonie S. mutans

spocitany.
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Tabulka 3: Schéma inokulace mikrotitraéni desticky

ARNIKA | SALVEJ | MESICEK | HERMANEK | REPIK | CHLORHEXIDIN

A | 5200 26400 | 4800 8800 13200 | 0,12 %
B | 2600 13200 | 2400 4400 6600 | 0,09 %
C | 1300 6600 1200 2200 3300 |0,07 %
D | 650 3300 600 1100 1650 | 0,05 %
E | 325 1650 300 550 825 0,025 %
F 1625 825 150 275 412,5 0,010 %
G|8125 412,5 75 137,5 206,25 | 0,005 %
H | KR KR KR KR KR KR

Zdroj: autorka

Poznamky k tabulce ¢.: KR — kontrola rlstu

2.5. Expozi¢ni test

2.5.1. Priprava testovanych ustnich vod

Do Erlenmayerovych banék bylo odméfeno 9,9 ml testované ustni vody.
Ustni voda Herbadent professional byla testovana jako koncentrat a také
pfipravena k pouziti (fedéna 1:10, tedy 1 ml koncentratu na 9 ml destilované

vody).

2.5.2. Priprava inokula a jeho standartizace

Pouzity mikroorganismus S. mutans je uchovavan v konzervaénim
médiu a ulozen pfi - 80 °C. Pomoci bakteriologické klicky byl z konzervacniho
meédia odebran cca 1ul a pomoci kfizoveého roztéru byla bakterie naoCkovana
na Columbia agar. Kultivace probihala v termostatu pfi 35 + 1 °C, 24 hodin. Po
kultivaci byla zkontrolovana Cistota bakterie.

Vyrostlé kolonie bakterie S. mutans na Columbia agaru byly pomoci
mikrobiologické klicky pfeneseny do fyziologického roztoku. Zakal suspenze
byl upraven tak, by odpovidal stupni €. 2 McFarlandova zakalového standardu.
Takto pfipravena suspenze obsahuje priblizné 6 x 108 kolonie tvoficich
jednotek v 1 ml (CFU/ml).
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Stanoveni pfesného poctu zarodku bylo provedeno ziedovaci metodou.
Suspenze odpovidajici stupni €. 2 McFarlandova zakalového standardu byla
nafedéna fyziologickym roztokem na 102, 10, 10® a 10®. Z poslednich 2
fedéni bylo vyockovano 0,5 ml na 2 Petriho misky s Columbia agarem. Petriho
misky s agarem byly dale kultivovany v termostatu pfi 35 + 1 °C, 24 hodin. Po
kultivaci byly spocitany narostlé kolonie bakterie S. mutans a stanoven pocet

CFU/ml v pouzité bakterialni suspenzi.

2.5.3. Provedeni testu

Do zkumavky bylo napipetovano 9,9 ml testované ustni vody a bylo
pfidano inokulum bakterie S. mutans odpovidajici stupni ¢.2 McFarlandova
zakalového standardu v mnozstvi 0,1 ml.

Expozi¢ni ¢as byl stanoven na 30 s, 60 s (coz je doporu¢ena doba
pouziti ustni vody) a dale na 30 minut a 60 minut. Po uplynuti téchto ¢asu bylo
odebrano ze zkumavky 10 ul vzorku a nao¢kovano do zkumavky s 5 ml MH-F
bujénu. Vzorky byly po ukonéeni expozice vyoCkovany vzdy do nové
zkumavky s 5 ml MH-F bujénu (Tab.¢.4)

Tabulka 4: Schéma expozi¢niho testu

Zkumavka | Ustni voda Bakterialni
suspenze

1 Herbadent professional koncentrovany 9,9 ml 0,1 ml

2 Herbadent professional fedény 9,9 ml

3 Elmex caries protection 9,9 mi

4 Listerine total care 9,9 ml

5 Curaprox Perio Plus 0,05 % Balance CHX 9,9 ml

Zdroj: autorka

Zkumavky byly inkubovany v inkubatoru po dobu 24 hodin pfi teploté
35 #1 °C. Kontrolni zkumavka, ktera neobsahovala zadnou uUstni vodu a
slouzila ke kontrole rastu bakterie, obsahovala 5 ml bujonu a 10 ul inokula

nafedéného fyziologickym roztokem na 10-2.
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Vysledky

Stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace latek vuci bakterii

Streptococcus mutans

Diky dostate€nému rustu bakterie S. mutans v jamkach uréenych pro
kontrolu ristu v fadku H desti¢ky a vyhovujicimu poctu bakterii o€kovanych do
jamek 4,2 x 10° CFU/ml mohla byt odeétena MIC (zakal nebo nepfitomnost
rustu) u testovanych medicinsky vyznamnych Ié€ivych rostlin a Chlorhexidinu
diglukonatu.

Ve v8ech jamkach byl zaznamenan rust (zakal), dokonce i v fadku
s nejvyssi koncentraci A (Obr. €.2). Ani v jedné jamce tedy nedoSlo k inhibici
rastu bakterie. Lze predpokladat, Ze MIC je u vodnych extraktd Repiku
lékaFfského vyssi nez 13 200 mg/l, u Mésicku Iékarského vysSi nez 4 800 mgl/l,
u Salvéje Iékaiské vy3si nez 26 400 mg/l, u Prhy arniky vy3$i nez 5 200 mg/l
a u Hefmanku pravého je to vy$Si nez 8 800 mgl/l.
testované koncentraci, stanovena MIC byla tedy nizSi nez_0,005 % (Obr.¢. 3).
Abychom zjistili, zda ma Chlorhexidin diglukonat baktericidni &i
bakteriostaticky ucinek, byl cely obsah jamek s koncentraci 0,005 % (fadek G)
vyoCkovan na Columbia agar. Petriho misky s agarem byly kultivovany v
termostatu pfi 35 + 1 °C, 24 hodin. Po kultivaci nebyl na agarech zaznamenan
rast pouzitého mikroorganismu S. mutans. Uginek Chlorhexidin diglukonatu v
koncentraci 0,005 % byl tedy baktericidni.
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Obrazek 2: Mikrotitracni desticka I. (Odecitani zakalu vodnych extrakti hefmanku, Salvéje, arniky a

mésicku. Zakal vidime ve vSech jamkach, nedoslo tedy k inhibici ristu.)

Zdroj: archiv autorky

Obrazek 3: Mikrotitracni desticka Il (V prvnich tfech sloupcich, miZeme odecCist zakal extraktu fepiku:
zde nedoslo k inhibici rastu. V poslednich tfech sloupcich jsou koncentrace Chlorhexidinu diglukonatu,
které inhibovaly rust bakterie ve vSech jamkach.)

Zdroj: archiv autorky
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Expozi¢ni test

Pocet CFU/mI bakterie S. mutans v inokulu odpovidal pozadovanému
limitu 108 — 10° CFU/ml (2,2 x 10° CFU/ml), kontrolIni rast bakterie S. mutans
ve zkumavce s 5 ml MH-F bujénu byl vyhovuijici (rist ve formé zakalu), proto
bylo mozné vyhodnotit vlastni expozicni test.

Po kultivaci nebyl nalezen zakal ani ve zkumavce s nejkratSi dobou
expozice. Nasledné bylo provedeno vyocCkovani 0,5 ml vzorku z kazdé
zkumavky na Columbia agar pro zjisténi baktericidniho a bakteriostatickeého
ucinku. Petriho misky s agarem byly kultivovany v termostatu pfi 35 + 1 °C, 24
hodin (Obr.¢. 4).

Testované ustni vody Elmex caries protection, Listerine total care,
Curaprox Perio Plus 0,05 % Balance a koncentrat Herbadent professional
nevykazovaly po kontrolnim vyoCkovani na agary ani pfi nejkratSi dobé
expozice (30 sekund) rust zkoumaného mikroorganismu S. mutans. Jejich
uginek byl baktericidni. Ustni voda Herbadent professional pfipravena k pouziti
pro vyplachy ust, tj. nafedéna 1:10 vykazovala po kontrolnim vyockovani na
agar narUst bakterie S. mutans po dobé expozice 30 s a 60 s. Z toho vyplyva,
Ze ucinek této ustni vody byl po dobé expozice 60 s a méné bakteriostaticky.
Po dobé expozice 30 minut a vice jiz bakterie S. mutans na kontrolnich

agarech nerostla, u€inek ustni vody byl jiz baktericidni.

Obrazek 4: Expozi¢ni test — zkumavky s Ustnimi vodami

Zdroj: archiv autorky
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Diskuze

Cilem této bakalarské prace bylo stanoveni mozné MIC bylinnych extraktd
vybranych potencialné I[éCivych rostlin  Hefmanku pravého, Mésicku
lékaFského, Prhy arniky, Repiku Iékaiského a Salvéje Iékafské vi&i bakterii S.
mutans. Uginky téchto extraktd se dale porovnavaly s uginkem Chlorhexidinu
diglukonatu. VedlejSim cilem prace bylo podrobeni ustnich vod expoziénimu
testu také vuci bakterii S. mutans, a zjiSténi, zda maji baktericidni Ci
bakteriostaticky ucinek.

Tato bakterie byla vybrana jako vhodny modelovy organismus pro sve
dobré kultivacni vlastnosti®® a velky vyznam pfi tvorbé zubniho kazu®.
Bakterie zpUsobujici zanét dasni (Porhyromonas gingivalis, Treponema
denticola, Agregobacter actinomycetemcomitan a jiné) jsou velmi naro¢né na
kultivaci a v ramci této bakalaiské prace se proto netestovalys.

PFi stanoveni MIC u bylinnych extraktd studie uvadi, Ze extrakty téchto
bylin jsou nejvice ucinné ve svych alkoholovych roztocich59:60.61.62.63

V této bakalarské praci nas zajimalo vyuziti bylin, jakozto prostfedku
pro domaci pouziti, extrakty proto nemohly byt pfipraveny rozpusténim
v alkoholu. Pouziti alkoholovych extrakti by také mohlo vést k faleSné
pozitivnim vysledkim, kde by inhibovala rust bakterie samotna koncentrace
pouzitého alkoholu®.

Pro bézného uzivatele bylin, je nejsnadnéjsi cestou pfipravy bylinného

odvaru €i vyluhu macerace ve vodé. Bylinné extrakty fepiku, mésicku, Salvéje,

56 Vysetfeni antimikrobiotické citlivosti bakterii [onling]. SZU © [cit. 2021-02-03], Dostupné z http://www.szu.cz/
vysetreni-antibioticke-citlivosti-bakterii

5" MINCIK, Jozef. Kariologie. str. 60-62

%8 PAGE Roy C. Gingivitis. J Clin Periodontol, 2018, 13(5), str. 346-347

% PEREIRA Olivia R., CATARINA Marcelo D., ASONSO Andrea F., SILVA Artur M.S., CARDOSO Susana M., str. 1
8 MEHMOOD, Malik H., MUNIR, Siraj, KHALID, Uzair A., ASRAR, Mudassir, &mp; GILANI, A. H. Antidiarrhoeal,
antisecretory and antispasmodic activities of Matricaria chamomilla are mediated predominantly through K+-channels
activation. BMC Complementary and Alternative Medicine, str. 2

5" AKBAR, Shahid. Handbook of 200 Medicinal Plants.str. 121

52 KRIPLANI, Priyanka, GUARVE, Kumar a S. BAGHAEL, Uttam, Arnica montana L. — a plant of healing:
review. Journal of Pharmacy and Pharmacology. 2017, str. 8

8 CRUCERIU Daniel, BALACESCU Ovidiu, RAKOSY Elena. Calendula officinalis: Potential Roles in Cancer
Treatment and Palliative Care. Integr Cancer Therapy, str.5

64 Can alcohol kill germs? Healthline [online] © [cit. 2021-03-01]. Dostupné z: https://www.healthline.com/health/does-
alcohol-kill-germs#can-it-kill-germs
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arniky a hefmanku byly v této bakalarské praci taktéz pfipraveny ve vodnych
roztocich, pro simulaci doma pfipravenych odvaru ¢i kloktadel.

U vsSech testovanych |éCivych rostlin byl zaznamenan rast i v fadku
s nejvysSi koncentraci vodného roztoku bylin. Ani v jedné jamce mikrotitracni
desticky tedy nebyla pozorovana inhibice rustu bakterie S. mutans. Hodnoty
MIC byly u vodnych roztok( bylin nasledovné: u Repiku Iékafského vy$si nez
13 200 mg/l, u Mésicku Iékaiského vy3si nez 4 800 mg/l, u Salvéje |ékaiské
vy8Si nez 26 400 mg/l, u Prhy arniky vyS$Si nez 5 200 mg/l a u Hefmanku
praveho vysSi nez 8 800 mg/l. Tyto vysledky plati pouze pro tuto bakterii a
nejdou zobecnit na jiné bakterie, které se v dutiné ustni nachazeji.

U stanoveni MIC Chlorhexidinu diglukonatu jsme ocCekavali, Ze tato
latka bude inhibovat rist testované bakterie®s. Podle studii, inhibuji rast i tak
nizké koncentrace chlorhexidinu jako 2 pg/mi%. PFi stanoveni MIC jsme
pozorovali inhibici ristu S. mutans ve vSech pouzitych koncentracich, tedy i
v koncentraci 0,005 %, ktera je niZSi neZz koncentrace bé&zné pouzivana
v ustnich vodach. Tento vysledek je v souladu s literaturou, ktera uvadi, Ze i
velmi nizké koncentrace Chlorhexidinu diglukonatu jako 0,06 % inhibuji rast
bakterii®’.

Abychom zjistili, zda koncentrace 0,005 % ma ucinek baktericidni Ci
bakteriostaticka, vyoCkovali jsme cely obsah této jamky na Columbia agar a
nechali ho inkubovat 35 + 1 °C, 24 hodin. Po uplynuti této doby nebyl na agaru
zaznamenan rust pouzitého mikroorganismu S. mutans, ucinek Chlorhexidinu
diglukonatu byl tedy baktericidni.

V expozi¢nim testu jsme chtéli zjistit, zda vystaveni bakterie S. mutans
vybranym ustnim vodam povede k inhibici jejiho rastu.

Pouzité ustni vody byly Herbadent professional (fedény a koncentrovany),

Elmex carries protection, Listerine total care, Curaprox Perio Plus 0,05%

% HAYDARI, Maliha, BARDAKCI, Ayse G., KOLDSLAND, Odd C., AASS, Anne M., SANDVIK, Leiv, &amp; PREUS,
Hans R. Comparing the effect of 0.06% -0.12% and 0.2 % Chlorhexidine on plaque, bleeding and side effects in an
experimental gingivitis model: a parallel group, double masked randomized clinical trial. BMC Oral Health, (2017),
17(1), str. 311

% SO YEON, Lee; SI YOUNG, Lee Susceptibility of Oral Streptococci to Chlorhexidine and Cetylpyridinium Chloride.
Biocontrol Science, (2019). 24(1), str.18

57 SREENIVASAN, Parvati. K., &mp; GITTINS, Evelyn). Effects of low dose chlorhexidine mouthrinses on oral
bacteria and salivary microflora including those producing hydrogen sulfide. Oral Microbiology and Immunology, str.10
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Balance. V ¢asech 30 s, 60 s, 30 min a 60 min byly odebrany vzorky z reakéni
zkumavky. Ani v jednom odebraném vzorku nebyl po inkubaci nalezen narust
bakterie, ani u vzorkl s nejkratSi dobou expozice.

Pro kontrolu jsme vyockovali mnozstvi 0,5 ml vzorku z kazdé zkumavky
na Columbia agar a nechali inkubovat v termostatu pfi 35 + 1 °C, 24 hodin. Ani
po inkubaci jsme u vétsSiny zminénych ustnich vod nepozorovali rust bakterie
S. mutans a to ani u nejkrat$i doby expozice 30 s. Uginek Ustnich vod byl
baktericidni.

Jedina ustni voda — nafedény Herbadent professional 1:10 (pfipraveny
podle doporuceni vyrobce) vykazoval v dobé expozice 30 sa 60 s narlst
bakterie S. mutans. Z toho mizeme fict, Zze UCinek této Ustni vody je po dobé
expozice 60 s bakteriostaticky. V ostatnich ¢asech 30 min a 60 min jiz nebyl
pozorovan narUst bakterie S. mutans a lze Fici, ze v téchto dobach expozice je
ustni voda baktericidni. Vyrobce na svych strankach uvadi, Ze fedénim se
zmensuji antibakterialni ucinky, ¢imz mazeme vysvétlit baktericidni U€inky az
po delSi Casové expozici®.

PFilohy 13—21 obsahuiji volné prodejné pfipravky, které obsahuiji bylinné
vytazky. Pouzivaji se zejména k |éCbé zanétu dasni, pfi kterém se neuplatiuje

bakterie S. mutans, a proto nelze vyloucit jejich pfiznivy vliv na onemocnéni.

% HERBADENT SHOP [online]. © [cit. 2021-03-21]. Dostupné z: https://shop.herbadent.cz/ustni-vody/koncentrat-
ustni-vody-250-ml/
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Zaver

Tato bakalarska prace se zabyva porovnanim ucinnosti testovanych
bylinnych extrakt( a ustnich vod na bakterii S. mutans a stanoveni MIC/MBC
vybranych Ié€ivych rostlin. Zajimalo nas, zda bylinné extrakty budou inhibovat
rust bakterie stejné ucinnég, jako roztoky Chlorhexidinu diglukonatu a zda ustni
vody budou fungovat tak, jak se piSe v propagacnich materialech.

Testované potencialné [éCivé rostliny nevykazaly v pouzitych
koncentracich a zpusobu pfipravy inhibi¢ni Gu€inky na rast bakterie. Testované
roztoky Chlorhexidinu diglukonatu vykazaly ucinnost i vté nejmenSi
koncentraci 0,005 %, tedy niZS8i koncentraci, nez které jsou bézné obsazené
v ustnich vodach.

V expozi¢nim testu jsme zjistili, Ze testované ustni vody (koncentrovany
Herbadent professional, EImex caries protection, Listerine total care, Curaprox
Plus 0,05 % Balanced) vykazaly baktericidni uc€inky v nejkratSi dobé& expozice
30 s. Redény Herbadent professional byl v expoziénich ¢asech 30 s a 60 s
bakteriostaticky a v ¢asech 30 min a 1 h baktericidni. Aby byla tato ustni voda
baktericidni, musela by byt v ustech delSi dobu, nez je bézné.

Tyto vysledky lIze uplatnit pouze na pouzitou bakterii a zpUsob pfipravy.
Nelze je tedy aplikovat vuci vdem bakteriim sidlicim v dutiné ustni.

Ackoliv nebyly bylinné extrakty uspésné v inhibici této bakterie, nelze
vylouCit jejich pfiznivy vliv na onemocnéni dutiny ustni, zejména jsou-li

rozpustény v alkoholovém extraktu a pouzivaji se na IéCbu zanétu dasni.
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Souhrn

V této bakalafské praci se zabyvame stanovenim minimalni inhibiéni
koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace (MBC) potencialné
léCivych bylin na bakterii S. mutans, porovnanim tohoto ucinku
s Chlorhexidinem diglukonatem a zjisténim ucinnosti bézné dostupnych
ustnich vod na bakterii S. mutans.

Zajimalo nas, zda maji testované lécivé byliny MésiCek lékafsky, Prha
arnika, Salvéj Iékafska, Hefmanek pravy a Repik lékafsky inhibiéni vliv na
bakterii S. mutans. v porovnani k Chlorhexidinu diglukonatu. Dale nas
zajimalo, zda komer&né prodavané ustni vody Herbadent professional, EImex
Caries protection, Listerine Total care a Curaprox Plus 0,05 % Balanced budou
mit deklarovany vliv na bakterii S. mutans.

Pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni
baktericidni koncentrace (MBC) jsme postupovaly dle normy ISO 20776-1.
Expozi¢ni test pro stanoveni ucinnosti ustnich vod probihal dle Acta hygienica,
epidemiologica et mikrobiologica®®.

Testované roztoky potencialné I1éCivych bylin nevykazaly inhibici v rastu
bakterie S. mutans. Z toho vyplyva Zze MIC je u extraktu Repiku Iékafského
vyS$si nez 13 200 mg/l, u extraktu Mésicku lékarského vysSi nez 4 800 mgl/l,
MIC vodného extraktu Salvéje Iékarské >26 400 mg/l, MIC vodného extraktu
prhy arniky >5 200 mg/l a MIC vodného roztoku hefmanku pravého >8 800
mg/l. VSechny koncentrace Chlorhexidinu diglukonatu vykazaly inhibici ristu
bakterie. Expozi¢nim testem jsme zjistili, Ze ustni vody Herbadent professional
(koncentrovany), EImex caries protection, Listerine Total care a Curaprox Plus
0,05% Balanced ucinkovali baktericidné na bakterii S. mutans ve vSech
testovanych Casech. Nafedény Herbadent professional vykazal v ¢asech 30
s a 60 s bakteriostatické u€inky a v ¢asech 30 min a 60 min ucinky baktericidni.

Tyto vysledky lIze uplatnit pouze na pouzitou bakterii a zplsob pfipravy.

Nelze je tedy aplikovat vuci vSem bakteriim sidlicim v dutiné ustni.

% KNEIFLOVA, Jana. 84-19611. Priloha &. 1/1985 Acta hygienica, epidemiologica et microbiologica: Standardni
metody pro hodnoceni dezinfekEni ucinnosti chemickych latek. Praha: Institut hygieny a epidemiologie, 1985, 25 s.
ISSN 0862-5956. UVTEI 73 027
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Summary

In this bachelor thesis we focused on detection of minimum inhibitory
concentraction (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) of
potentially medicinal herbs to bacteria S. mutans, comparing this effect with
Chlorhexidine digluconate and to verify the efficacy of commonly available

mouthwashes on S. mutans.

We tested if medicinal herbs Matricia chamomilla, Salvia officinalis,
Arnica montana, Calendula officinalis and Agrimonia eupatoria have inhibitory
effect on oral bacteria S. mutans. Next aim of this thesis was to verify the effect
of mouthrinse Herbadent professional, EImex caries protection, Listerine total
care, Curaprox Plus 0.05 % Balanced on S. mutans.

Standart ISO 20776-1 was used for detection of MIC and MBC in this
experiment, mouthrinse exposure test was performed according to the Acta
hygienica, epidemiologica et mikrobiologica (attachment 1/1985).

Water solutions of potential medicinal herbs didn’t show any inhibitory
effect on bacteria S. mutans. MIC of this solution were different: in case of
Agrimonia eupathoria, MIC was higher than 13 200 mg/l, MIC of Calendula
officinalis higher than 4 800 mg/l, MIC of Salvia officinalis higher than 26 400
mg/l, MIC of Arnica Montana higher than 5 200 mg/l and MIC of Matricia
chamomilla higher than 8 800 mg/l. All of Chlorhexidine digluconate
concentrations inhibited the growth of S. mutans (even concentration lower
than 0.005 %).

Exposure test revealed strong inhibitory effect of mouthrinse
concentrated Herbadent proffesional, EImex caries protection, Listerine total
care and Curaprox Plus 0.05 % Balanced at all times to tested bacteria. Only
diluted Herbadent professional had bacteriostatic effect at 30 s, 60 s and
bactericidal effect at 30 min and 60 min.

Results of this thesis can be applied only to S. mutans and water

solutions of used herbs.
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Zdroj: Hefmanek lékafsky [online]. BYLINKY PRO VSECHNY © [cit. 2015-01-11]. Dostupné z:

https://www.bylinkyprovsechny.cz/byliny-kere-stromy/byliny/61-hermanek-pravy-ucinky-vliv-na-lidske-zdravi
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Ptiloha 3: Prha Arnika

Zdroj: Prha Arnika [online]. BYLINNY HERBAR © [cit. 2015-01-11]. Dostupné z:

https://www.bylinnyherbar.cz/arnika-prha-chlumni-arnika-horska

Priloha 4: Mésicek Iékafsky

Zdroj: Mésicek lékarsky, [online]. BYLINKOPEDIE® [cit. 2021-01-16]. Dostupné z: https://bylinkopedie.cz/mesicek-
lekarsky
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Pfiloha 5: Salvéj Iékarska

Zdroj: Salvéj Iékarska (Salvia oficinalis), [online]. BYLINKOPEDIE® [cit. 2021-01-16]. Dostupné z:

http://www.herbalista.cz/bylinky/salvej-lekarska-salvia-oficinalis

Priloha 6: Mikrotitracni desticka

Zdroj: archiv autorky
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Priloha 7: Inokulace mikrotitrani desticky

Zdroj: archiv autorky)

Priloha 8: Testované IéCivé rostliny

Zdroj: archiv autorky
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Priloha 9: Macerace testovanych Ié€ivych rostlin

Zdroj: archiv autorky

Priloha 10: Extrakty z testovanych bylin

Zdroj: archiv autorky
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Priloha 11: Injek¢ni stfikacka a stfikackovy filtr

Zdroj: archiv autorky

Priloha 12: Vyockované kolonie S. mutans

Zdroj: archiv autorky
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Priloha 13: bylinna ustni voda Herbadent professional

Zdroj: Herbadent e-shop [online]. HERBADENT: © [cit. 2021-04-12] 2021 Dostupné z:
https://shop.herbadent.cz/

Priloha 14: bylinna ustni voda Herbadent Original

Zdroj: Herbadent e-shop [online]. HERBADENT: © [cit. 2021-04-12] 2021 Dostupné z:
https://shop.herbadent.cz
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Priloha 15: Salvéjovy balzam na dasné Weleda
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Zdroj: Salvéjovy krém na dasné [online]. PILULKA: © [cit. 2021-04-12] 2021 Dostupné z:

https://www.weleda.cz/product/s/salvejovu-balzam-na-dasne

Priloha 16: ustni voda s vytazkem Salvéje Ben and Anna
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Zdroj: Ben and Anna ustni voda Sensitive pasta [online]. PILULKA: © [cit. 2021-04-12] 2021 Dostupné z:

https://www.pilulka.cz/ben-anna-ustni-voda-500mi
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Pfiloha 17: Ustni voda Splat professional s vytazkem Salvéje
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Zdroj: Splat Professional Herbal complex pasta [online]. NA ZUBY: © [cit. 2021-04-12] 2021 Dostupné z:

https://www.nazuby.cz/splat-professional-herbal-complex-ustni-voda-275-ml

Priloha 18: zubni pasta Biomed s vytazkem Salvéje a Mé&sicku

Zdroj: Biomed Biocomplex zubni pasta [online]. DOCSIMON: © [cit. 2021-04-12] 2021 Dostupné z:
https://www.docsimon.cz/zbozi/biomed-biocomplex-zubni-pasta-100g
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Pfiloha 19: ustni voda Dr. Landa s vytazkem Repiku
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Zdroj: Ustni voda [online]. Dr. LANDA: © [cit. 2021-04-12] 2021 Dostupné z:
https://shop.herbadent.cz/)http://www.drlanda.eu/cs/ustni-voda

Priloha 20: Herbadent professional gel na dasné
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Zdroj: Herbadent e-shop [online]. HERBADENT: © [cit. 2021-04-12] 2021 Dostupné z:
https://shop.herbadent.cz/
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Priloha 21: Herbadent original gel na dasné

Zdroj: Herbadent e-shop [online]. HERBADENT: © [cit. 2021-04-12] 2021 Dostupné z:
https://shop.herbadent.cz
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