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Infekce stevniho traktu hospodiskych zvfat jsou picinou vyznamnych
ekonomickych ztrat vigsledku zvySenych Uhyin vétSich ndklad na l&bu, snizenych
piirastki a s tim spojenych vySSich nakiada produkci. Proto se kladeirdz na
preventivni opdeni, ktera krom vhodnych zootechnickych a zoohygienickych
podminek zahrnuji i pouZziti antimikrobialnich latekkrmivech. Tyto latky rély
zpatatku charakter anorganickych stimulditorastu (slodeniny arsenu, kvarterni
amoniove soli, apod.). V 50. letech minulého stgéak byla ¥novana velka pozornost
zkouskam tinku pravych antibiotik, tj. latek mikrobialnihaipodu. V pfibéhu 50 let
bylo celos¥tové vyrobeno a spétbovano vice nez 1 milion tun antibiotik, z toho
polovina byla uZita v zedgIstvi'.

Antimikrobialni latky pIni v oblasti veterinarni mieiny & zasadni ulohy:
terapeutickou, za pouziti terapeutickych davek bamtik, profylaktickou, kdy se
zviratim smi podavat antibiotikum po dobu maxim&RB8 dni a ristow-stimulaini.
Antibiotika pouZivana za timtocélem nejsou eské republice registrovana pro
humanni a veterinarnidBu a jejich pouziti je omezeno vyhlask&auB6/1999, kterou se
provadi zakor. 91/1996.

Pro stimulaci #istu se antibiotika pouZzivaji v subterapeutickychdemtracich,
pfiddvana do krmnych s¥si, odtud termin ,krmna antibiotika“. &ina z nich jsou
latky pasobici proti grampozitivnim bakteriimjgstow-stimulaini &inek vSak maiji i
antibiotika misobici proti bakteriim gramnegativiim

Profylaktické podavani antibiotik a pouzivaastovych stimulatar mize vsak
vést k seleknimu tlaku smifujicimu k naéstu rezistence bakterii vyvolavajicich
infekce u zwvfat. Z tohoto dvodu jsou vazna varovani humannich téka tom, Ze
narist rezistencedkterych givodai onemocsini ¢lovéka mize byt zgisoben mimo jiné
také podavanim antibiotik Ziatim. Je proto nutné uvazlivé pouzivani antibiotikdi i
zvifat a také uzka spoluprace meziwla sférami v oblasti antibiotické politiky. Od
roku 2000 se vCeské republice zalo s monitoringem rezistence vybranych
bakterialnich kmeih k vybranym antibiotikm a monitoringem spitaby
antimikrobialnich latek ve veterinarni medigirZza timto @éelem vznikl program pro
monitoring rezistence k antibiofikn zavedeny Statni veterinarni spravcm. Citlivost
k vybranym antibiotikm je sledovana u bakteridlnich knderSalmonella spp.,

Escherichia colia Stahylococcus auretis



Odborna chovatelska kajnost jiz vzala naddomi rozhodnuti Komise EU, Ze
od 1. 1. 2006 neni mozné do krmiv vSech kategaygpbdéskych zviat pouZivat
antibiotické fistové stimulatory do krmnych $si. Proto se chovatelé obraceji na své
krmivare a odborné poradce, jakymugpbem za co nejmensi ekonomickéézat
mohou tyto nahradit. Je tedyeba zajimat se o adekvéatni a ekonomicky vyhodné
nahrady krmnych antibiotik, nalézt vhodné altematiednou z mnoha moZznostihe
byt fytogenni nahrada antibiotickych stimuldiofsoli organickych kyselin, mastné
kyseliny, organické kyseliny,izné druhy keéeni, silice, extrakty z tévych rostlin a
jejich kombinace apod.). Chovaial Ize roviZz nabidnout stimulatoryastu typu
probiotik, prebiotik a enzyin V ramci EU probihaly do jisté miry fmkumy zabyvajici
se vyuZzivanim rostlinnych extraki silic vyziv&skymi spolénostmi. Akoliv 69 %
spole&nosti, které v pgizkumu figurovaly, uvedlo, Ze z hledisk&irinosti se u vSech
ndhrazek da tvrdit, Ze¢kdy funguji a gkdy ne, ziskavaji si tyto neantibiotické
stimulatory fistu vSeobecnou oblibu. Celéada pozitivé hodnocenych vysledk
vyzkumi stoji v opozici proti vysledkm jinych vyzkuni, které Zzadny vliv
neprokazalf;

Proto se tato diplomova prace z#ila na potvrzeni antimikrobialniho efektu
vybranych rostlinnych extrakt silic a jejich sloZzek, zaté@lem stanovit jejich minimalni
inhibi¢ni a minimalni baktericidni koncentraci a porovngssledky s experimenty

jinych vyzkumi. Fri praci byl pouzit mnou navrzeny postup analyzy.



Il. CiL PRACE



Cilem této diplomové prace bylo:

1) provést reSersSi inforntaich zdrofi se zamtenim na rostlinné obsahové latky,
které vykazuji pedevSim antibakterialnic¢iinek wici pavodaim prjmovych

onemocgni hospodgskych zvfat,

2) pripravit sumarni extrakty z vybranych rostlin a stab jejich minimalni
inhibi¢ni koncentraci (MIC) préscherichia colia Staphylococcus aureus,

3) pripravit mikroemulze vybranych certifikovanych sikicjejich sloZzek a stanovit
minimalni baktericidni koncentraci (MBC) pEa coli (sérotyp O157:H7 a O55)
po dol& kontaktu se zkouSenou latkou 15 minut a 24 hodin,

4) porovnat tvrzeni jinych vyzkutnse ziskanymi vysledky mikrobiologickych

pokusi,

5) uvazovat o vlivu gastrointestinalniho traktuiatina metabolismus silic a jejich

slozek.
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1. TEORETICKA CAST
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3.1 PROBLEMATIKA PR UJMOVYCH ONEMOCN ENi V CHOVECH
TELAT A SELAT

Pribéh prijmového onemocmi je vyrazi ovlivnén mnoha faktory, zejména urovni
zoohygieny ve stad imunologickou a vyzZivnhou kondici zZet. ZavaZznost @b&hu
priajmovych onemoc#ni neni zavisla pouze na virulenci indakch agens a&ku zvirat,
ale je zhorSovana smiSenymi infekcemi vice patogégpickym gikladem takového
pusobeni jeE. coli, ktera vyvolava gijmy u novorozenych telat v prvnich dnech Zivota,
avSak po infekcich virovymi patogenyia#e vyvolat onemoemi i v pozd&jSim wku.
Na vzniku ptijmovych onemoctni se podili Sirok&ada picin od dietetickych a

chovatelskych az po infekcézanymi patogeny.

3.1.1 Neinfekéni prajmy

Jejich g@icinou je nefastji dyspepsie zvat. Vyzn&uje se poruchou sekrece,
resorpce a motoriky slezu dest u fezvykavdé s naslednym nechutenstvimijony a
rychle se rozvijejici dehydrataci. Hlavriignou je nizk&a kvalita oSiivatelské pée,
nedostatky v napdjeni, v ustajeni a nedodrzovagiehickych zasad chovu. Odstéan
vyvolavajicich pi¢in a vhodna rehydratai terapie rychle vedou k uzdraveniiatia

ztraty nebyvaji velké.

3.1.2 Prijmy infek éniho plivodu

Jsou mnohendastjSi a zavazgSi. Vznikaji u jediné oslabenych, vitsledku
dyspepsie, nebo vznikaji primé&rpredevSim v podminkach s nizkou uUrovni hygieny
chovu a pi nedostatené péi o zvirata, gedevSim vSak v isledku zvySeného
infekéniho tlaku v chovech s vysokou koncentraciatva vSude tam, kde technologie

nepaita s jejich elementarnimi pgebami.
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3.2 AGENS PODILEJICI SE NA VZNIKU PR UJMOVYCH ONEMOCN ENi

Hlavni @icinou piijmovych onemocEni jsou smiSené infekce wirbakterii, prvok a
plisni. Vysoka infekni zatz prostedi vSak nemusi vzdy zavazné onengocivyvolat.
K onemocini, které je provazeno vyraznym klinickym syndromemvysokymi
ztratami, dochazi&sSinou aZz fi spolupisobeni mnoha negativnich fakigorostedi a
pii nedostatéené kolostralni a laktogenni imu&itRovrez vhodnymi organizanimi

opatenimi Ize eliminovat hlavni zdroje infekce
3.2.1 Mikrobialni agens v zZivaEisSné vyrobé

Jak jiz bylo nazng&gno, mezi primérni jvodce ptéjmovych onemocEni
hospodé&skych zvfat (a pedevSim midat) pati i bakterie. Ty byly také mym

prednétem zkoumani, proto askterych zastupcich pojednam blize.
3.2.1.1 Escherichiacoli

Jde o pohyblive, Biky opatené bakterie, dosahujici vipnéru 1 pm. Jsou
fakultativrg anaerobni, gramnegativni ackgvitého tvaru.Cést z nich pedstavuje
béZnou mikrofloru traviciho traktu, zatimco drubdst reprezentuje ngstjsi stevni
patogeny prasat. | kdyZz se jednotlivé kmeny kofifofch bakterii svymi
biochemickymi vlastnostmi p@hud liSi, spoléné charakteristiky ig@vladaji. Zakladni
diferenciace jednotlivych kménje zaloZena na seérotypizaci somatickych O-antigen
kapsularnich K-antigen bicikovych H-antigefi a fimbridlnich F-antigeh (tzv.
adheziny, jejichZ peet je prondnlivy)®.

Prijmové onemockni savich mlarat byva vyvolano kmeny, u nichz lze
prokazat tzv. faktory virulence. Pro potvrzdai coli infekce nest& pouze pozitivni
kultivacni nélez. Je navic nutno detekovat aléspwkteré ze zakladnich faktior
virulence. Ty se ovSem liSi podle toho, ke kterégledujicich skupin izolované kmeny
E. colipati. Jedna se o:

- Enterotoxigenni kmenk. coli (ETEC)
-, Attaching-effacing” kmen¥. coli (AEEC):

a) enteropatogenni kmeny (EPEC)

b) shiga-toxin produkujici kmeny (STEC)
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c) enterohemorhagické kmeny (EHEC)
- Enteroagregativni kmerfy. coli (EGEC) — dive ozngované EaggEC

Kmen E.coli O157:H7

Pati do skupiny enterohemorhagickych kmiek. coli (EHEC). Ty se podileji na
vzniku pmijmovych onemocEni sajicich selat i prasat po odstavu. EHEC kmeyty b
prokazany i u celéady zdravych, nebo fymy trpicich hospod. ziat (telat, jehat i
kralikt). NejobavagjSim kmenem z této skupiny je pra®157, ktery tvéi verotoxin
(VTEC)®.

EHEC kmenyE. coli jsou viak vysoce patogenni regrpro clovéka. Infekce
je typickou zoonézou,ipkteré se mize nakazit v kratké débnékolik stovek az tisit
lidi. Prenos se uskutéuje predevsSim tepelh nedostaténé upravenymi potravinami
(maso, masné vyrobky, nepasterizované mléko a&nélé&yrobky) nebo kontaktem
s vykaly obsahujicimi EHEC kmenr. coli’. ( Drabek, 2004, str. 26). Proto je nutné
predchazetdmto nakazam jiz na Urovni samotnych ctotzn. zajistit podminky, které
by snizily pravdpodobnost vyskytu @ymovych onemocéni jak u zvfat, tak u
¢loveka.
zejména hosziho dobytka a ovci, s frekvenci vyskytu obvyklezin@,15-4 %. Pro
skot je vSak tento sérotyp neSkodny,iatd jsou hostiteli. Patogenni se stavdji p
prenosu na chov prasat. Pro telata je patogenniypék®9 a pro prasata K88°

Nekteré kmeny patogennidh. coli rostou v teplotnim rozmezi 7°C az 46°C
s optimem mezi 35-40°CE. coli O157:H7 je teplotnimi podminkami omezovano o
n&co vice, nebdminimalni teplota proist je 8°C a maximalini 44-45°C

Vliv na procento infikovanych ziat ve stad a na pezivanik. coli O157:H7
v travicim traktu pezvykavé miZe mit pravépodobré i typ krmival. U ovci byl
testovan vliv diety, zemy diety a hladoéni na vyskyt tohoto sérotypt. coli. Zvirata
byla krmena bdi dietou s vysokym obsahem vladkniny a nizkym obsaliéikovin
(zelena pice, seno, “grass”, G skupina), nebo kemiwna bazi kuktice a granulovanou
vojteskou (“corn”, C skupina), které bylo bohaté na emoy a energii. Po jednorazove
experimentalni infekci byla vSechna fata kultiva&né pozitivni naE. coli 0157:H7,
avSak skupina G #ha vysSi koncentradt. coliO157:H7 a navic tyto bakteriggZivaly
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dvakrat delSi dobu nez tomu bylo u skupiny Cc¢eRdkultivatné pozitivnich zviat
vzrostl kdyz dosSlo ke zém¢ krmiva z C na G a naopak doslo k poklesu peérgnz G
na C. Vysledky ukazuji, Ze Uprava krmné davkizenredukovat riziko zavéeniE. coli
0157:H7 do potravnihtetszce.

Kmen E. coli O55

Jedn& se o jednoho z mnoha dalSich z&stkpreneE. coli. Sérotyp O55 nélezZi do
skupiny enteropatogennich escherichii (EPEC).asdpuje piijmova infekeni
onemockni nejen v oblasti humanni mediciny, ale je rizikampro mlal’ata
hospodéskych zvfat, zejména po odstavu. Jeho patogenitacispove spoughi
zaretlivych mechanism. V intestinalnim lumen po té dochazi k poruSe gismvody a
Zivin a k naruSeni elektrolytové rovnovahyélet Dikazem zaéliveého procesu je
piitomnost antibakterialnihno proteinu kalprotektiniento dimer je produkovan
neutrofilnimi granulocyty, monocyty, makrofagy &kterymi epitely. Jako adhezin se
podili na pestupu leukocyit z cirkulace do mista zétu. Po aktivaci neutrofil a adhezi
monocyti k endotelu je uvalovan, msobi bakteriostaticky a oviiwje lokalni
cytokinovou odpowd’. Kalprotektin je tedy spolehlivym znakem zart>.

Ptikladem je studie, ve které jsou selata infikovBmeli O55. Nasled&iu nich
vzrostla plazmaticka hladina kalprotektinu, coz\éselo se septikéntf.

Stejny sérotyp byl zaveden do amniové dutiny vaZ986. dni bezosti prasnic
po dobu 6 nebo 10 hodin. Infekceaspbila influx makrofad, které se stanovily

pomoci monoklonalnich protilatek rozeznavajiciclpiatektin'>.
3.2.1.2 Staphylococcus aureus subsp.aureus

Je jednim z mnoha zastupacodu Staphylococcuspati mezi koagulasa-pozitivni,
grampozitivni bakterie. Disponuje mnoha faktoryulence, z nichz ¢které zmisobuji
infekce gastrointestinalniho traktu (GIT). Jedna pgiedevSim o enterotoxiny,
termostabilni proteiny odolnéuw travicim enzynim hostitele, které vyvolavaji
zvraceni a pijem. Enterokolitidu zfisobuje enterotoxin B. S{gmy souvisi i
piitomnost peptidoglykanu (PGN) v bitmé stn¢ stafylokoka. Podporuje uvaini

cytokini z makrofag, aktivaci komplementu a shlukovani krevnich dest’.
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Zahranéni studie dokazala, Zze podanim PGN mySim pomocidgaii sondy
se po absorci PGN intestinalnimi iilami aktivuje cinnost mastocyt Ty uvohuji
mediatory za#tu (histamin a serotonin), které hrajicv PGN synergistickou tloH

Je vSak popsano jen malorigmdh, kdy by se S. aureusstal zdrojem
gastroenteritidy u zvat. AvSak u gkterych studii podani enterotoxinu B cespmr os
vyustilo v diarrheu nebo jiné disfutiki ptiznaky GIT. Pevazi u mySi a primdt
(Macaca mulatta se zkoumal vliv enterotoxinu B aplikovaného irgdtal (aerosolova
forma). U makak vyvolala inhalace toxinu pjem a zvraceni ¢hem 24 hodin,

nasleds se dostavil Gtlum, dyspnoe a $oki Avitata ze Sesti zefmla do ¥ dni*®.
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Tabulka 1: Zakladni charakteristiky vyznamnych kmena E. coli vyvolavajicich

prijmové onemocrni u zvirat

Klinické Prevladajici Patologicky
Typ piriznaky séroskupiny nalez Faktory
E. coli virulence
- | — — ——— — ——— ——— |
pievazuji 06, 08, 011,
priajmova 015,
onemockni | 020, 025, Kgéaksggbbgb
ETEC novorozent 027, £18 ! F41 ' F184E;
u vSech 0128, 0148, ’CS3,1A
druhi sava@ 0149,
0159, 0173 bakterie
08, 09, 045 kolonizuji
, P ' ! Sta, STh, LT,
ETEC u selat voEj_naty 0101, 0138, tenke_vﬁtevo, K99. 987P, F41,
prajem 0147, 0149, aniz by
K88, F18
0157 vyvolaly
vodnaty patomor-
X S Sta, K99, F17
prijem u telat| O8, 09, 020,| fologické znény ' ' '
ETEC u skotu ve weku 0-14 0101 F41, F1845,
. CS31A
dni
Stx2e +
prajmy a nebo| 0139, 0141, kombinace
ETECHVTEC piiznaky ED | 0138, 0157 raznych faktot
virulence
hemoragicka %2580100%0
EHEC kolitis u telat Olli Ollé
, , * o
a selat 0145 A/E * zmeny
hemoragicka razné intenzity a Stx1, Stx2, Stx2g
Specifikované| Kolitis a dalsi| 0157:H7, lokalizace
EHEC kmeny| piiznaky u O157:H"
telat a selat
- 026, 049, AE a
EPEC kralik 092,0128 | v distalnich
EPEC selat 045 usecich tenkéhg blize
prajem a proximalnich | nespecifikované
usecich tlustéhg toxiny
EPEC telat 00121% %1111 4 streva eroze i
' ulcerace
0,4,06,08,| Zmeny e
o . ' ' strevech,
NTEC pggg’;ﬁ:g? 8%2' 8;2’ piipadré na | CNF1a CNF2
0123,0139| Moovem
aparatu

Poznamka: * = A/E — ,attaching-effacing” zmy
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3.3 PUSOBENI PRIRODNICH LATEK NA GRAMPOZITIVNI A
GRAMNEGATIVNI MIKROORGANISMY

Usuzuje se, Ze gramnegativni organismy jsoududfivé viaci vliivu antibakterialnich
latek p@irodniho pmvodu, nebé maji lipopolysacharidovou vrstvu obklopujici
periplazmaticky prostd?, ktera brani difizi hydrofobnich sloZek.

AvSak ne vSechny studie zabyvajici se silicemi iy, Ze grampozitivni
bakterie jsou @i nim citlivgjs°. Aeromonas hydrophiladokaZe pezit i pes
skutetnost, Ze je jednou z nejcitljgich drutii gramnegativnich baktefti 2 23 24 2

V jiné studii na citlivost mikrobialnich agens pd Bodindch expozice neni
ziejmy namgteny rozdil v citlivosti mezi grampozitivnimi a graegativnimi
organismy. Inhikini efekt po 48 hodinach vSak zesilil vice u granatiggich zastupic
neZ u grampozitivnich. Vyzkum testujici 50 komens dostupnych silic na 25 druzich
zérodki nevydal Zadny ikaz o rozdilnosti v citlivosti mezi grampozitivnima
gramnegativnimi organisry

Naproti tomu jina studie, ve které byly provedemgjree testovaci metody se
stejnymi bakterialnimi izolaty, ale za pouz#érstw destilované silice, odhalila, Ze
grampozitivni bakterie byly skute¢ citlivejsi vici dvéma zkouSenym silicim a zarave
byly stejré citlivé vici jinym &tyfem silicim neZ gramnegativni drifly

Ackoli antimikrobialni vlastnosti silic a jejich slek byly v minulosti
posuzovany vzdy, mechanismuséinku nebyl nikdy ve velkych detailech
prozkoumaf®. Vzhledem kvelkému pou riznych skupin chemickych sloZek
piitomnych v silicich, je nejpra¥godobrjsi, Ze jejich antibakterialnicinek nesouvisi
s jednim specifickym mechanismem, nybrz existéjetik bunsenych cii?® 3¢

a) degradace buxiné stny,

b) zni¢eni cytoplazmatické membrany,
c) zniceni membranovych protein

d) eflux burg¢ného obsahu z lkiky,

e) koagulace cytoplazmy,

f) sniZeni pétu protonovych pump.
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3.4 SEZNAM POUZITYCH ROSTLIN

Pro stanoveni MIC a MBC pro kmeii coli a Staphylococcus aureusylo navrzeno
nekolik druha rostlin, které se jiz v jinych vyzkumech prokazgo zdroje dinnych
antibakterialni latek. Z pestré nabidky jsem vydrabstliny, ze kterych bylo nutné
vytvorit nejprve sumarni extrakt a rostliny, z nichz saiaily pouze jejich produkty
(silice nebo jejich slozky).

Leuzea carthamoides Eucalypti etheroleum Carvaonglthymolum
Thymus vulgaris Origani etheroleum Terebinthindeestleum
Rosmarinus officinalis| Thymi etheroleumree Cinnamomi zeylanici
corticis etheroleum
Ocimum sanctum Thymi etheroleumhite Coriandri etheroleum

3.4.1 Leuzeacarthamoides (Willd.) DC., parcha saflorovita
Obsahové latky rostliny

Mono- a polysacharidy (inulin), organické kyselisgponiny, vitaminy, polyacetyleny,
kawuk, fenolkarboxylové kyseliny a jejich derivatygtiin, katechiny, taniny, chinony,
silice, kumariny, flavonoidy, anthokyany, mastnéje] vosky, tuky, stefhjako gumy,
krystaly kyseliny citronové a fosfaty, mikro- a magrvky*".

Hlavnimi flavonoidy jsou 6-methoxykamferol, patutet isorhamnetin-

glykosid a kvercetin-5-glykosid.

OH 0
OH o)
OH
patuletin OH
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Parcha poskytuje velmi hodnotny material ke zkrnesiiatim. Seno zerstvé
i susené byliny zvysuje produkci mléka u Kfaieta s obsahem 10 % parchirmné
davce zvysila desnou hmotnost zkdt, vedla k rozvoji jistych vnibhich orgahd a
ovliviiovala chovani uiiznych experimentélnich dratzvirat.

Hlavni &innou sloZku vSak tvd skupina fytoekdysteroid (5-3-cholest-6-on-
7-en derival), z niz 20-hydroxyekdyson je nejvice zastouperdiol. Jedna se o
sloweninu obtiza rozpustnou ve vad Obsah v k#enech je vysSi (0,12-0,20 %) nez
v listech (0,006-0,1 %). Rostlina ratin poskytuje Sirokoutadu minoritnich
ekdysteroid (integristeron, polypodin B, rapisteron, inokostera jejich derivaty).
Bohaté spektrum ekdysteroidnich forem souvisi gmo konjugai se sekundarnimi
metabolickymi produkty, anorganickymi (sulfaty, féty) a organickymi kyselinami
(acetaty, benzoaty, cinnamaty), cukry,*atd> Teoreticky jsou tedy mozné jakékoli
kombinace &chto ekdysteriodnich deritdza vzniku tisié riznych molekul, které jsou
piicinou jedinéné biologické aktivity surovych extrakf.

Ekdysteroidy lIze teoreticky syntetizovat, ale vqiry se jednalo o velmi
nakladnou vyrobu. Proto se dnesZzi® izoluji biochemickymi technologiemi
z piéirodnich materidl. Tato rostlina nabizi bohaté moznosti pro vznikvyoh a
relativre  levnych farmakologickych prepatét s vysokou proteosyntetickou a

imunostimul&ni aktivitou.

Farmakologickeé &inky 20-hydroxyekdysonu :

a) vykazuje proteosyntetickou aktivitu a tim napomatidtu svalové hmoty,
piicemZ nenarusuje funkci androgeoproti velmi dobe znamym anabolickym
steroidim,

b) stimuluje syntézu RNA hepatodya tim zvySuje proteosyntézu,

c) aktivuje syntézu bugné membrany, fosfatasy a malatdehydrogenasy pimidlilej
se na tvorb burg¢né energie,

d) chrani jaderny chromatin hepatotytproti volnym radikalm vzniklych
tetrachlormethanem u pokusnych ia¥j ¢imz prokazatelé vzrostla moznost
preziti,

e) vykazuje protektivni &inek u experimentathnavozené aterosklerdzy krélik
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f) eliminuje experimentélni arytmii a zlepSuje <mie kontraktilitu Ehem
koronarni arterialni okluze u Zet,

g) maimunomoduléni inek na lymfocyty vzniklé ve slezin

h) zvySuje zdatnost a pohyblivost spermii in vitroyalnuje sexualni dospivani a

prvni Bhotenstvi u samté.

2 OH OH

HO

Ho H 20-hydroxyekdyson

3.4.2. ThymuswulgarisL., matg¢idouska tymian (tymian obecny)
Obsahové latky

Nat’ tymianu(Herba thymi)

Obsahuje kolem 2,5 % silice, ale ne maérez 1 %. Jejich obsah kolisa v zavislosti na
uvazovaném chemotypu. Zakladnimi sloZkami jsou thlyankarvakrol (az 64 % podilu
silice) spoléné predevsim s linaloolenp-cymolem,a-pinenem, flavonoidy luteolinem
a 6-hydroxyluteolinglykosidy. Row jsou gitomny di-, tri- a tetramethoxyderivaty

flavonii*®. Dalsimi obsahovymi latkami jsou kyselina kavou@®zamarinov&®,

OH (0]
OH

HO O

OH

linalool p-cymen a-pinen luteolin OH
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HO
HO XN OH
/ OH o
HO H
&
HO HOORY OH
kyselina kavova kyselina rozmarinova

Tymianova silicd Thymi etheroleum)

Existuji dw varianty silice¢ervena a bila,ipiemz bila je destitanim produktem silice
servené, ktera se purifikuje zaalem odstraéni toxickych fenoi®.

Chuw silice je pativé ostra, voni silé po thymolu a jevi se jakéira, Zluta az
Zlutohreda nebaervenohgda kapalina.

Hlavnimi sloZzkami jsou karvakrol (1-5 %) a thym@&O0(50 %). Kritériem
kvality je celkovy obsah fendl Terpenické fenoly byvaji provazeny jejich édva
prekurzory p-cymenem (15-20 %) a-terpinenem (5-10 %)¢asto také fenolickymi
ethery karvakrolmethyletherem a thymolmethyletherédxb-1,5 %). Monoterpeny
(1-3 %) zahrnuji borneol, kafr, myrcen, limonemalool, B-pinen, cis-sabinenhydrat a
a-terpinen. V koncentracich pod 1 % se nachazejhyacetat, kamfen, 1,8-cineol
(eukalyptol), p-cymen-8-ol, linalyl-acetatcis-myrcen-8-ol, terpineol, terpinen-4-ol,
terpinolen a terpinyl-acetat. Dale jsou popsamyné seskviterpenické latky, z nichz

nejvyznamgijsi je p-karyofylen (1-3%4°.
®/OH (%fo (K élj

borneol kafr kamfen myrcen
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=

1,8-cineol terpinen-4-ol B-karyofylen limonen

Farmakologickeé &inky extraktu a silice

Studie in vivo a in vitro potvrzuji antibakteridlni Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus, Escherichia cai dalSi) a antifungélni Cgyptococcus
neoformans, Aspergilluspp, Saprolegniaspp, Zygorhynchusspp.) &inek silice.
Dochézi roviz k inhibici biosyntézy prozétlivych prostaglandia®. Spasmolyticka
aktivita pipraviki ztymianu in vitro je dle expeft zpisobena ftomnosti
polymethoxyflavofi*’. Flavony i extrakty tymianu tlumi odp&di agonist
specifickych receptdr burek hladkého svalstva, jako je acetylcholin, histarairl-
norepinefrin. Flavony jsou i nekompetitivnimi a pesifickymi antagonisty
vapnikovych kanél Jde o muskulotropni latky $imym (tinkem na hladké svalst{®
Dnes neni povoleno pouzivattitgmianu jako aktivni sloZzku krmiv pro zaita

v rAmci Evropské unie. K tomutd@éiu je dovoleno pouZivat jen tymianovou sftfci

3.4.3 RosmarinusofficinalisL., rozmaryn Iékesky
Obsahové latky rostliny

Listy rozmarynu obsahuji 1-2,5 % silice s monotagp&amfenem, 1,8-cineolem &
pinenem jakozto hlavnimi slozkami. Droga obsahuj@50% karnosolové kyseliny
(tricyklicky diterpen), isorosmanol (0,002 %), roadiol, rosmaridifenol, rosmarichinon
a 7-methoxyrosmanol (0,001 %). Artefakty vznikajiidaci hem extrakce list
mohou byt diterpenofenoly, jako karnosol (= piklesg, rosmanol, epirosmanol a 7-
methylepirosmanol. Viitomnosti amoniaku vznikaji jako artefakty rosmarica
isorosmaricin. P&t mezi alkaloidy s feruginolovou strukturou. Rosroiar byl pavodre

povazovan za hlavni obsahovou latku drog§¢gmz Udaje vifehlednych pracich o
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vyskytu alkaloidh v listech rozmarynu jsou zavditi. Po hydrolyze extraktu lze ziskat
kyselinu kadvovou, kyselinu sinapovou, kyseliptdkumarovou,p-hydroxybenzoovou a
kyselinu ferulovou, kror kyseliny gentisinoveé, protokatechové, salicylosgingové
a vanilové. Flavony jsou zastoupenyeyazie cirsimaritinem (5,4 -dihydroxy-6,7-
dimethoxyflavon), genkwaninem (5-hydroxy-7,4"-diim@tyflavon), diosmetinem,
eriodyktyolem, hispidulinem, luteolinem, 6-methorygwaninem, methoxyluteolinem
a 6-methylluteolinmethyletherem. Rasn byly izolovany nasledujici flavonoidni
glykosidy: cirsimarin, diosmin, eupafolin, hesperet homoplantiginin, nepitrin,

fegopolin. Dalsi skupiny latek t¥triterpeny a steroidy, lipidy a sacharffy

OH OH
HsCO OCH,4
OH OH OH
i _OH TJ: _OCHz  H3CO« i _OCH3
COOH COOH COOH COOH COOH
kys. sinapova  kys.p-kumarova  kys. protokatechova kys. vanilova kys. syringova
OH 0
OH
OH
HO 0
COOH
> OCHs
> = OH
2 H OH
kyselina karnosolova kyselina gentisova diosmetin

Farmakologickeé &inky silice a extrakt
Rozmarynova silice, 1,8-cineol a bornyl-acetat wyjaspasmolyticky efekt na hladké
svalstvo tenkého itva motat. Kamfen se projevil jako sia slozka

s antimikrobialnim ginkem \aci Staphylococcus aurewsEscherichia coff®.
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Stejny &inek rozmarynového extraktu souvisi s jeho spdaific skladbou
fenolickych latek. Karnosolovd a rozmarinova kysalijsou roveZz bioaktivni
antimikrobialni sloZzky fitomné v extraktu. Studie u Zat prokazala hepatoprotektivni
Gcinky vodného extraktu. Ethanolové extrakiyppavené z mladych vyhoiikprokazaly
cholereticky dinek zn&né souvisejici s davkou. JsowidngSi nez extrakt z celé

rostliny™®.

34.4 Ocimum sanctum L., bazalka posvatna
Obsahové latky

Silice (mér nez 1 %) je tviena mnoha sloZzkami. Nejen mezi druhy bazalek, alezi
rody lze nalézt rozdily v chemickém sloZeni sillejich skladbu a mnoZstvi ouiuji
podnebi, pda a doba sklizh NejvyznamgjSimi vonnymi komponentami jsou 1,8-
cineol, linalool, citral, methylchavikol (estragoleugenol (1-hydroxy-2-methoxy-4-
allylbenzen) a methylcinnamat. Africké druhy bakalasto obsahuiji kafr.

Dale mohou byt viizném mnoZstvi zastoupeny a S8ilovliviiovat aroma
monoterpeny (ocimen, geraniol, kafr), seskviterpefbisabolen, karyofylen) a
fenylpropanoidy (methyleugendf)

Byly izolovany ti nové slozky extraktu li§tO. sanctumpcimumosidy A a B a
ocimarin, spoléné sosmi jiz zndmymi latkami (apigenin, apigeni®{B3-D-
glukopyranosid, apigenin-@-p-D-glukuronové kyselina, 6“-methylester apigenii®7-
B-D-glukuronové kyseliny, 6“-methylester luteolin O/-D-glukuronové kyseliny,
luteolin-7-O-B-D-glukopyranosid, luteolin-®-p-D-glukopyranosid a 4-allyl-DB-B-D-
glukopyranosyl-2-hydroxybenzen a dva nové cerebyodiyto latky byly zkouméany za
Gcelem potvrdit jejich antistresovygiimek. Fenolické slozky rowx ziskané z list O.
sanctum zahrnuji je&t derivaty kyseliny hydroxyskecove, kyseliny benzoove,

flavonoidi a jejich glykosid®®.
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CH3

OH

X

OH (@) O]

ocimarin

Farmakologické &inky

Vodny extrakt potléuje kontrakce hladkého svalstva vyvolané acetyloeat,
karbacholengi histaminem. Velka davka extraktu inhibovala uravspermatogenezi.
Mnohé studie prokazaly imunostimgitd a antistresovydinek extraktu z list.

Jiné studie nazwaji, Ze eugenol by mohl tlumitinnost cyklooxygenasy 2,
jako mnoho sotasnych nesteroidnich analgetik. Rostlina ma ant#sgini &inek in
vitro proti Mycobacterium tuberculos&S. aureu¥’.

345 Eucalyptusglobulus Labill., blahovEnik kulatoplody

Obsahové latky

Listy obsahuji 1-3 % siliceHucalypti etheroleuinv zavislosti na oblasti gwodu®.
Prirodni silice obsahuje 45-75 % 1,8-cineolu. Nastj popsany dalSi minoritni sloZzky

jako myrtenol,o- a B-pinen, pinokarvony-terpinen,a-felandren, tkteré aldehydy a
seskviterpeny (alloaromadendren, aromadendrenulgibha-grujunen).
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Dle Evropského |ékopisu musi byt v silidiifpmno még nez 1,5 % felandrenu, mé&n
nez 0,1 % kafru a nejm&mw0 % 1,8-cineolt.

V kazdé komein¢ produkované silici typtle. globulusjsou metodou kapilarni
plynové chromatografiéi s vyuzitim hmotnostni spektrofotometre jako hlagtozky
nalezeny: 1,8-cineol (eukalyptol) (86,8 %)cymen (2,7 %)p-pinen (2,6 %), limonen
(0,5 %), geraniol a kamfen.

Silice je velmi Spaté rozpustna ve vag 1dil je rozpustny v 5 dilech 70%
ethanolu. Misitelna je s 90% ethanolem, bezvodyhareilem, oleji, tuky a parafiny.
Voni aromaticky, kafrovit, chutnd zp&atku pativé a kafrovit, pozdji chladivé. Jedna
se 0 bezbarvoti slabs Zluts zbarvenou kapalinid

O g

globulol aromadendren myrtenol pinokarva

Farmakologické &inky

1,8-cineol omezuje tvorbu prozétivych derivati kyseliny arachidonové a cytokin
v nékolika in vivo aex vivostudiich?

Byla stanovena MIC proti grampozitivnim bakteriirPro S. aureusa
Enterococcusspp.¢ini 2 % (v/v). Inhibéni nebo baktericidnidinek silice waé¢i E. coli
je diskutabiln?>.

3.4.6 Origanumwulgare L., dobromysl obecna
Obsahové latky rostliny a silice

Rostlina je bohata na fenolické monoterpeny, hawa karvakrol, obsah thymolu je
nizky. RoviZz jsou gitomny dw skupiny latek kvantitativh mensiho vyznamu:
acyklické monoterpeny jako geraniol, geranyl-acdidalool, linalyl-acetat #-myrcen
a latky bornanového typu jako kamfen, kafr, borpnbolnyl- a isobornyl-acetat.
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Do skupiny seskviterpenickych latek Ize fadit B-karyofylen, B-bisabolen, B-
bourbonen, germakren-D, bicyklogermakrerhumulen,a-muurolen,y-muurolen,y-
kadinen, alloaromadendremy-kubeben, a-kopaen, a-kadinol, B-karyofylenoxid a
germakren-D-4-8f-

Dobromyslova silice@rigani etheroleunje bohata na fenolické latky. Kr@m
vysokého podilu karvakrolu (40-70 %) obsahuje tgkérpinen (8-10 %)p-cymen (5-
10 %), a-pinen (1-3 %), myrcen (1-3 %y-terpinen (1-2 %) a thymol (1-4 %).
V koncentracich nizSich nez 1 % (v/v) se v siliachazeji kamfenj-pinen, limonen,
1,8-cineol, 1-okten-3-ol, kafr, linalool, terpindnel, B-karyofylen,a-terpineol, borneol
a bornyl-acetat.

Silice voni sil aromaticky a chutna kenits aZ hace®.

geraniol humulen B—-bisabolen germakren-D

Farmakologické &inky rostliny a extrakt

Na zaklad Sirokospektré antibakterialni aktivity {@. vulgarejednim z nejéinn¢jSich
testovanych rostlinnych inhibitbr O. vulgare australského jvodu se ukézala jako
velmi silné antibakterialni agens, které vyrapotlatuje rist jakE. coli, tak S. aureus
ale i jinych pivodai sttevnich chorob $almonella entericaStreptococcus faeca)is
MIC dobromyslové silice byla 0,12 % (v/v). Lihovyxteakt listi m& antioxidani
vlastnosti, jak prokézala metoda s pouZitim Zelelanignt in vitro®*,

V souwasné dob je zakazano fidavat Origani herbajako aktivni latku do
krmiv zviratim v ramci EU. RovéZ neexistuji Zzadné zkuSenosti s podavanim nati u

brezich a laktujicich sanfit
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3.4.7 Terebinthinae etheroleum rectificatum (Cisténa terpentynova silice)

Zdrojem silice jsou jehtnany roduPinus jako nap. P. ellioti ( USA), P. halepensis
(Recko, Spatisko), P. roxburghii(Indie, Pakistan)P. massoniangP. tabuliformis
(Cina), P. carribeavar hondurensisa P. oocarpa(Stedni Amerika)P. radiata (Novy
Zéland¥°.

Terpentyn je neomezé&n misitelny s bezvodym a 90% ethanolem,
diethyletherem, chloroformem, petroletherem, tekutparafinem a mastnymi oleji.
Chuw je ostra, vyvolavajici pocit Skrabani v hrdleiclvoni charakteristicky a jedna se
o ¢irou, bezbarvou kapalinu.

Terpentynové silice Pinus palustris se skladd z 95 % @ a B-pinenu
v poneru 2:1. Zbylych 5 % sestava z monotenpepredevsim z 3-karenu, limonenu a

terpinolenu a z terpenickych acidorezistentnichcgnin (nap. bornyl-acetatf.

cagielie

bornyl-acetat terpinolen d%-karen

™~

3.4.8 Cinnamomum zeylanicum Blume, skaicovnik ceylonsky
Obsahové latky silice

Silice skdicovniku ceylonského obsahuje cca 42-76 % cinnaemgidu jako hlavni
slozky a pouze 4-10 % eugenolu. Uvadi se dalSicleh&nickych slogenin, mezi
jinymi cinnamylalkohol, kyselina skiwova, o-methoxycinnamaldehyd, cinnamyl-acetat
v promenlivém mnozstvi. Kumarin se nevyskytuje praktickyabec nebo jen
v nepatrnych mnozstvich.

Silice je neomezen misitelna s alkoholem, etherem, chloroformem nebo
mastnymi oleji, s petroletherem se misi §ést&né, s tekutym parafinem je nemisitelna

a ve vod je prakticky nerozpustna.
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Chu’ silice je zpgatku sladce aromaticka, potéiespativa. Voni gijemne po

skarici a vzhledem se jednéaitrou, swtloZlutou kapalint’.

e y

OH

cinnamaldehyd kys.isb@va

Farmakologické &inky silice

V difuznim agarovém testu se skmva silice projevila jako &inna proti rozlénym
bakteriim s MIC 1:2560 uS. aureusa P. aeruginosa Na antimikrobialnich a
antifungalnich vlastnostech se podili obsahethoxycinnamaldehydu.

Silice tlumi in vitro biosyntézu prozatlivého prostaglandinu na 52% jiz

v koncentraci 37tM/I v porovnani se stejnym testem bez inhibitorosyntéz§®.

349 Coriandrum sativum L., koriandr sety
Obsahové latky silice

SlozZeni silice ziskané z plddkoriandru setého se émi v zavislosti na stadiu zrani
plodu.

V prvnim stadiu pevazuji v silici monoterpenické estery reprezentéva
geranyl-acetatem (46,27 %) a monoterpenickymi alkoli14,66 %), jejichZz hlavnim
zastupcem je linalool (10,96 %). V malém mnozsteij pak pitomny monoterpenické
aldehydy, ethery, uhlovodiky, monoterpenické ketdieyoly a seskviterpeny. istni
staddium zrani poskytuje silici z&& odliSného chemického slozeni. 84,92 %
detekovanych latek fpdstavuji monoterpenické alkoholy (linalool 76,33, %etony
(cisshydroxykarvon 3,21 %), estery (geranyl-acetat Z8fa ethery (anethol 1,41 %).
Ostatni slozky jsou zastoupeny v mnozstvi menSimlnt. V silici ziskané z pldadC.

sativum v kong&ném stadiu zrani fpvazuji monoterpenické alkoholy a ketony.
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Zajimaveé je, Ze fenolyipdstavované jako silné antioxidanty byly nalezeayr@&ném
mnoZstvi (2,36 %5.

Linalool v pirodni koriandrové silici existuje ipvazre ve forng (+)-
enantiomeru. V mensi iief se vyskytuje jako (-)-linalo8l

Silice mé s¥tle Zlutou barvu a obsahujeékieré rozkladné produkty (terpineol,

nerol a dalsf.

/ CHO
HaCO
“on

cis-hydroxykarvon anethol

3.4.10 Carvacrolum (karvakrol)

Karvakrol je trivialnim ndzvem latky pojmenovanéentickym nazvem 5-isopropyl-2-
methylfenol (2-methyl-5-(1-methylethyl)-fenol). Symymem karvakrolu je 2-hydroxy-

p-cymol.

OH

Rostlinnym zdrojem jsouSatureja montana, Satureja hortensis, Cinnamomum
zeylanicum, Anethum graveolens, Thymus vulgarigmis serphylum, Origanum

vulgare, Mentha piperita, Thymus zygislalsi.

Farmakologické &inky latky
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In vitro vykazuje antibakterilni aktivitui¢i Staphylococcus aurewsPseudomonas
aeruginosa antifungalni dinek naCandida albicans, Candida tropicalia pisobi
fungistaticky naPenicillium digitatum Po jeho aplikaci mySimigstavaji zwata
hlodat. V intravendzni davce 30-40 mg/kigspbi na mysi anesteticky, akutni toxicitu
vyvolava LDy, = 80-100 mg/kg. Zabimje peroxidaci membranovych ligid
vyvolané Zelezitymi ionty.

In vitro je zaznamenana siln& baktericidni aktivitascherichiacoli, E. coli
0157:H7 Salmonela typhimurium, Listeria monocytogenadébrio vulnificus Dale
vykazuje @inky antidiuretické, protizanlivé, antioxid&ni, antiseptické,
spasmolytické, karminativni, irdéai apod. a v davce MIC 170-29(igwbi jako
anthelmintikum, antiaterosklerotikum a baktericithh

RovreZz je zajimavé, Ze karvakrol pailge produkci toxid, naf.
diarrhoického toxinu Bacillus cereusK vyswtleni mechanismudinku se nabizeji
dvé teorie. Pokud je exkrece toximktivnim procesem, pak pro jejich export ziky
hraje Ulohu nedostatek ATP (adenosintrifosfatu)onBiMF (proton motive force —
protonova hnaci sila). DalSi moznosti je, Zze zpeniaspecifické istové rychlosti
bakterii mize znamenat, Ze Bbky vyuZivaji veSkerou dostupnou energii pro

zachovani Zivotaschopnosti a produkci téxpozastav?.

3.4.11 Thymolum (thymol)

Chemicky se jedna o 2-isopropyl-5-methylfenol n&bmethyl-2-(1-methylethyl)-fenol.

OH

Zdrojem thymolu jsou ffevazrg: Citrus limon, Thymus vulgaris, Tanacetum vulgare,

Origanum vulgare, Thymus zygis, Thymus serpylluatyr§a hortensis, Vaccinium
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vitis-idaea, Chrysanthemum vulgare, Arnica monta@ariandrum sativum, Ocimum
gratissimum, Mentha piperita

Cisty thymol je pedstavovan bezbarvymi, imvitnymi krystaly nebo bilym
krystalickym prasek s charakteristickou tymianowdini a kdenits pakivou chutf®.

V souwiasnosti je vyran synteticky.
Farmakologické &inky latky

Antimikrobialni aktivita se vztahuje ké&taphylococcusaureus, Escherichia coli,
Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae,entdphilus influenzae,
Branhamella catarrhalis.

Dale pisobi jako analgetikum, anestetikum, anthelmintikamtiagregans,
antiaterosklerotikum, ma cinek antiherpeticky, protizé&tivy, antioxidani,
spasmolyticky, antisepticky atd. Inhibuje peroxidamembranovych lipid
zpiisobenou Zelezitymi ionty.

Byl upifesréen mechanismusdnku thymolu protiS. aureusa S. typhimuriuna
vyslovena hypotéza, Ze se thymol vaze na membrapmitéiny van der Waalsovymi
silami a pomoci vodikovych vazelsimz se mini charakteristika propustnosti
membrany. Zjistilo se, ze thymol mé&t$i inhibini inek @i pH 5,5-6,5. B nizkém
pH se jeho hydroxylova skupina nébe disociovat, tim se stava vice hydrofobni a I1épe
se vaze khydrofobnim oblastem s proteiny. Takéhdpic k lepSimu rozpusti

v lipidové fazr®.
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IV. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 MATERIAL PRO STANOVENI

4.1.1 Antimikrobialni aktivita vybranych rostlinnych extr akta

Rozpousidlo:
DMSO (dimethylsulfoxid), SIGMA-ALDRICH s.r.o.

Kultiva¢ni medium:

MHB (Miiller-Hiintoniv bujon),Cadersky-Envitek s.r.o., $arze: 1J057

PouZzité bakterialni kmeny:

E.coli CCM 4517 (sérotyp O157:H7(,eska sbirka mikroorganism
Prirodowdecka fakulta Masarykovy univerzity Brno

Staphylococcus aureuSgeska sbirka mikroorganism

Prirodowdecka fakulta Masarykovy fakulty Brno

Rostlinné extrakty:

Thymus vulgaris24,5 % susSiny
Rosmarinus officinalis51,8 % susiny

Ocimum sanctupni4,4 % susiny

P wDbdp P

Leuzea carthamoide4 3,9 % suSiny

VSechny extrakty byly fipraveny na fakult extrahovanim v 80% ethanolu a perkolaci.
Nasledr byly zahu&ny na vakuové odparce az do viskdzni konzistence.
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4.1.2 Antimikrobialni aktivita vybranych silic a jejich s loZek |

Emulzifikator:

Tween® 20 pro pouziti v oblasti molekularni biokegsIGMA-ALDRICH s.r.0.,
Lot 036 KO0963

Kultiva éni media:

MHA (Miiller-Hiintonav agar),Cadersky-Envitek s.r.o., $arze: WF 210
MHB (Muller-Hiintonv bujon),Cadersky-Envitek s.r.o., Sarze: 1J057

Bakterialni kmen:

Escherichia coliCCM 4517 (sérotyp O157:H7J\eska sbirka mikroorganism
Prirodowdecka fakulta Masarykovy univerzity Brno

Silice a siléné slozky:

5. Origani etheroleumSIGMA - ALDRICH s.r.o., CAS 8007-11-2, SI 1037144
Lot.: 21417C1-214, Cat.: W28, 281-2.

6. Thymi etheroleum(red), SIGMA - ALDRICH s.r.o., CAS 8007-46-3, SI
09382618, Lot.: 11305 DD-356, Cat.: W30, 640-1-K.

7. Thymi etheroleumwhite), SIGMA - ALDRICH s.r.o., CAS 8007-46-3, Sl
10096873, Lot.: 04106 JC-087, Cat.: W30, 650-9-K.

8. Coriandri etheroleum(CSL 4), ZDRAVOTNICKE ZASOBOVANI, SUKL
1010/89.

9. Thymolum(CSL 4), ZDRAVOTNICKE ZASOBOVANI, SUKL 2001.

10. Cinnamomi zeylanici corticis etheroleu@L 2005), Dr. KULICH PHARMA
S.r.o., Lot.: 381 692, Atest: 0231/0906/538.

11.Carvacrolum(gistota > 97%), FLUKA, GA 11781, Lot a kod @h: 456690/1,
Ec No. 2078896.
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12. Eucalypti etheroleupDr. KULICH PHARMA s.r.o., Lot.: 10307.

13. Terebinthinae etheroleu®r. KULICH PHARMA s.r.o., Lot.: 200376.

4.1.3 Antimikrobialni aktivita vybranych silic a jejich s lozek Il

Emulzifikator:

Tween® 20 pro pouziti v oblasti molekularni biolkegSIGMA-ALDRICH s.r.0., Lot
036 K00963.

Kultiva éni media:

MHA (Muller-Hiintonav agar),Cadersky-Envitek s.r.o.,.8arze: WF 210.
MHB (Miiller-Hiintoniv bujon),Cadersky-Envitek s.r.o., $arze:1J057.

Bakterialni kmen:

E. coli 055, Gnotobiologicka laborataViBU AV CR, Novy Hradek.

Cty¥i nejuinngjsi silice a jedna siléna slozka:

1. Thymi etheroleumwhite), SIGMA - ALDRICH s.r.o., CAS 8007-46-3, SI
10096873, Lot.: 04106 JC-087, Cat.: W30, 650-9-K.

2. Thymi etheroleum(red), SIGMA - ALDRICH s.r.o., CAS 8007-46-3, Sl
09382618, Lot.: 11305 DD-356, Cat.: W30, 640-1-K.

3. Origani etheroleum SIGMA - ALDRICH s.r.o., CAS 8007-11-2, S1 1037144
Lot.: 21417C1-214, Cat.: W28, 281-2.

4. Cinnamomi zeylanici corticis etheroleumr. KULICH PHARMA s.r.0., Lot.:
381 692, Atest: 0231/0906/538.

5. Carvacrolum FLUKA, GA 11781, Lot a kéd phkni: 456690/1, Ec No.
2078896.
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4.2 METODY POUZITE PRO STANOVENI

4.2.1 Antimikrobiélni aktivita vybranych rostlinnych extr akta

A) Stanoveni MIC (metoda A)

0,100 g kazdého extraktu (vztazeno na suSinu) bpedzeno do plastoveé sterilni
zkumavky s 1 ml DMSO a déle byl®d®no za vzniku dvojkov&ady koncentraci.
Z kazdé zkumavky pak byloigvedeno 10Qul do plastové nadobky s 12 korytky,
v nichZ bylo gedem napipetovano 1,90 ml Miller-Hintonova bujivtiB).

Nasled# bylo pevedeno 20Qul téchto roztok do mikrotitrani desttky,
piicemz ke kazdému bylofidano 10ul suspenzeE.coli O157:H7 (Mc Farland 1).
Koneiny rozsah koncentrace v jamkach titradestéky byl od 5 - 0,005 ppm (11
koncentraci fipravenych ve dvou sériich pro kazdy extrakt + ¥Rumavka s
kontrolnim vzorkem bez extraktu). Inkubace trvaahbdin i 37 °C.

MIC byla hodnocena vizuan Pro verifikaci vysledik bylo provedeno
pieatkovani vSech inkubovanych vzdrklo nové mikrotitrani desttky.

B) Stanoveni MIC (metoda B)

0,500 g kazdého extraktu bylo smiseno se 2 ml MHBastoveé sterilni zkumavce a
byla vytva‘ena dvojkovéada koncentraci v rozmezi 25 %; 12,5 %; 6,25 %3 34l
1,56 %; 0,78 %; 0,39 %; 0,20 %; 0,10 %; 0,05 %02 @%. 200ul téchto vzork bylo
odebrano fimo ze zkumavek a aplikovano do jamek mikrotitiadestéky. Po té bylo
inokulovano 10ul suspenzeE. coli O157:H7 (Mc Farland 1). Ten samy postup byl
zopakovan za inokulace 10 Staphylococcus aureus

Inkubace trvala 48 hodintip 37 °C. Vzorky extrakt byly pro kazdy
mikroorganismus testovany dvakrat.

MIC byla hodnocena vizuatn Rast E. coli a S. aureusse projevil zakalem

objemu v dané jamce. Verifikace vyslédbteatkovanim nebyla provedena.
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4.2.2  Antimikrobiélni aktivita vybranych silic a jejich s loZek |

C) Stanoveni MBC (metoda C)

Kazdy vzorek byl fipraven v sedmitiznych koncentracich (2 %; 1 %; 0,5 %; 0,25
%;0,12 %; 0,06 %; 0,03 %) ve skigrych zkumavkach s MHB s 0,5 % (v/v)
emulzifikdtorem Tween 20.

Ke kazdérak koncentraci vzorku bylafjpravena je&t kontrolni zkumavka
bez testované latky. Po homogenizaci viaor&taci na miniepace MS2 @i 2200 —
2300 otékach (rpm) vznikla mikroemulze.

Do kazdé zkumavky se po té byltigano 50ul suspenzé&. coliO157:H7 (Mc
Farland 1) ¥etré kontrolnich zkumavek. Bakterie byly vystavenyspbeni vzori po
uréenou dobu, tj. 15 minut (viz tabulka 6) a 24 hogdiiz tabulka 7).

Po expozici nasledovala inokulace obsahu zkumaeeWinler-Hintoriiv agar
(MHA) s osmi vyzn&enymi vyseéemi. Kultivace probihala 24 hodiniip37 °C.
Koneiné stanoveni MBC spgiévalo ve gitani CFU v kazdé vyseagaru. Baktericidni
ucinek se projevil tam, kde nebyl pozorovan zadist CFU.

Nejprve byly testovany vSechny vzorky silic a jhjisloZzek. Verifikace po té
probihla jen u Sesti nefinngjSich (viz tabulka 8 a 9).

RovreZz byla hodnocena MBC vSech testovanych viorlprepaitu na objem
celkow a ve vztahu k 1ml kultivaiho média (MHB) (viz tabulka 10). Byly porovnany
hodnoty MBC, pi kterych byl je& ziejmy nulovy naiist kolonii @i expozici 15 minut
a 24 hodin (viz tabulka 11).
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4.2.3 Antimikrobidlni aktivita vybranych silic a jejich s loZek Il

D) Stanoveni MBC (metoda D)

Bylo zkouSeno §& vzorki, které se vfedchozim pokusu prokazaly jako napungjsi.
Kazdy vzorek byl fipraven v sedmiiznych koncentracich (2 %; 1 %; 0,5 %; 0,25 %;
0,12 %; 0,06 %; 0,03 %) v plastovych zkumavkach HEBMs 0,5 % (v/v)
emulzifikdtorem Tween 20.

Ke kazdérak koncentraci vzorku bylafpravena je&t kontrolni zkumavka
bez testované latky. Po homogenizaci viaor&taci na miniepace MS2 @i 2200 —
2300 otékach (rpm) vznikla mikroemulze.

Do kazdé zkumavky bylo po té&igano 50ul suspenzé. coli O55 (Mc farland
1) wetré kontrolnich zkumavek. Bakterie byly vystavenyspbeni vzork po dobu 15
minut ( viz tabulka 12) a 24 hodin (viz tabulka 13)

Po expozici nasledovala inokulace obsahu zkumaseMiiller-Huntoriiv agar
(MHA) s osmi vyzn&enymi vyséemi. Kultivace trvala 24 hodinip37 °C. Kongné
stanoveni MBC spivalo ve gitani CFU v kazdé vyseagaru. Nulovy péet CFU byl
projevem baktericidnihodinku vzork.

Za &elem porovnani vysledk kultivace gti nejicinngjSich vzorki byla

zhotovena fotodokumentace (viz vysledky).
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V. VYSLEDKY
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Pri stanoveni MIC extraktu E. coli O157:H7 pomoci metody A (vidanek
4.2.1) nebylo dosazeno pozitivhich vyslédkDoSlo k zakaleni vSech jamek

mikrotitracnich destiek. VSechny vzorky v koncentraci 5 — 0,005 ppm mdgativni.

Pri stanoveni MIC extrakitv koncentraci 25 % - 0,02 % metodou B( #i@anek

4.2.1) byly odhaleny pozitivni vysledky (viz tabalR — 5).

Tabulka 2: Rist E. coli po 48 hodinach expozice testovanym latkam

Ocimum sanctum - - -
Ocimum sanctum - - -
Rosmarinus officinalis| -
Rosmarinus officinalis| -
Thymus vulgaris - - - -
Thymusvulgaris - - - -
L euzea carthamoides - - + +
L euzea carthamoides - - + +

+ |+ |+ |+
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Tabulka 3: Riist E. coli po 48 hodinach expozice testovanym latkdm

Ocimum sanctum - - + |+ |+ ]+ |+ +| ]|+

Rosmarinus officinalis| - + Sl I I O e O o O O -

Thymuswulgaris - - + + + + + + + + + +|a
+ + + + + + + + + +

Leuzea carthamoides - -

Tabulka 4: Rist Staphylococcus aureus po 48 hodinach expozice testovanym
latkam

Ocimum sanctum - - - ? + + + + + + + +
Ocimum sanctum - - - ? + + + + + + + +
Rosmarinus officinalis| - - - - - - - + |+ +] +] +
Rosmarinus officinalis| - - - - - - o I S S S S
Thymus vulgaris - - - - - - - - + + + +|@
Thymus vulgaris - - - - - - - - + | +| +] +
L euzea carthamoides - - - - - + + + + + + +
L euzea carthamoides - - - - - + | + | +| +| +| +| +




Tabulka 5: Riist Staphylococcus aureus po 48 hodinach expozice testovanym
latkam

Ocimum sanctum - - - ? + + + + + + + +
Ocimum sanctum - - - ? + + + + + + + +
Rosmarinus officinalis| - - - - - - - - ? ? +| 4+
Rosmarinus officinalis| - - - - - - - - ? | +] +|3D
Thymuswulgaris - - - - - - - - 2 + + +| @
Thymuswulgaris - - - - - - - - + + + +
L euzea carthamoides - - - - ? + + + + + + +
Leuzea carthamoides - - - - | o+ | |+ | | |+

Tabulka 6: CFU po 15 minutach expozicé. coli testovanym vzorkim (viz
metoda C

Thymi etheroleum (white) 0] 0 0 8 8< 8< 8<| 84
Thymi etheroleum (red) 0] 0 0 18 18<| 18<| 18< 18<
Origani etheroleum 0|0 0 6 6< 6< 6<| 69
Eucalypti etheroleum 4 | 14 6 14<| 14<| 14<] 149 14 5
Coriandri etheroleum 0| 3 3< 3< 3< 3< 3<| 39 g
Cinnamomi zeylanici etheroleum| 0 | O 0 1 1< 1< 1< | 1<
Terebinthinae etheroleum 10<|10<| 10< | 10<| 10<| 1lo0<| 1o<| 10<
Carvacrolum 0] 0 0 10 10<| 10<| 10« 10<
Thymolum 10<]10<| 10< | 10< | 10<]| 10<| 10< 10x

Tabulka 7: CFU po 24 hodinach expozic&. coli testovanym vzorkim (viz
metoda C)

Thymi etheroleum (white) 0] 0 0 0 10<| 10<| 10<| 10
Thymi etheroleum (red) 0] O 0 0 10<| 10<| 10<| 10<
Origani etheroleum 0] 0 0 10<| 10<| 10<| 109 10<
Eucalypti etheroleum 0| 0] 10<]| 10<| 10<| 10< 1094 1@ 5
Coriandri etheroleum 0] 0 1 10<| 10<| 10<| 10< 10<E
Cinnamomi zeylanici etheroleum| 0 | O 0 0 0 2 10<| 10
Terebinthinae etheroleum 26 | 26<| 26< | 26< | 26<| 26<| 26< 26
Carvacrolum 0] 0 0 0 2 10<| 10<| 10g
Thymolum 10<|10<| 10< | 10<| 10<| 1lo0<| 1o<| 1o<




Tabulka 8: CFU po 15 minutach expozicé. coli nejuéinnéjSim vzorkiam —
ovéreni (viz metodaC)

Thymi etheroleum (white) 0] 0 0 0 10<| 10<| 10<| 10
Thymi etheroleum (red) 0] 0 0 0 10<| 10<| 10<| 10<
Origani etheroleum 0|0 0 0 10<| 10<| 10< 10<0
Cinnamomi zeylanici etheroleum| 0 | O 0 0 10<| 10<| 10<| 10<=C
Terebinthinae etheroleum 10<]10<| 10< | 10<| 10<| 10<| 10<| 10<
Carvacrolum 0] 0 0 0 10<| 10<| 10<| 10<

Tabulka 9: CFU po 24 hodinové expozidkt. coli neju¢innéjsim vzorkam —
ovéreni (viz metoda C)

Thymi etheroleum (white) 0] 0 0 0 10<| 10<| 10<| 10
Thymi etheroleum (red) 0] 0 0 0 10<| 10<| 10<| 10<
Origani etheroleum 111 0 0 10<| 10<| 10< 10<0
Cinnamomi zeylanici etheroleum| 0 | O 0 0 0 0 10<| 10rC
Terebinthinae etheroleum 10<]10<| 10< | 10<| 10<| 10<| 10<| 10<
Carvacrolum 0] 0 0 0 10<| 10<| 10<| 10<

Tabulka 10: MBC po 24 hodinach expozice

Thymi etheroleum (white) 0,25 25
Thymi etheroleum (red) 0,25 2,5
Origani etheroleum 0,25 2,5
Eucalypti etheroleum 1 10
Coriandri etheroleum 0,5 5
Cinnamomi zeylanici etheroleum 0,06 0,6
Terebinthinae etheroleum - -
Carvacrolum 0,25 2,5
Thymolum - -




Tabulka 11: Porovnani MBC po expozici 15 minut a 24odin

Thymi etheroleum (white) 0,25 0,25
Thymi etheroleum (red) 0,25 0,25
Origani etheroleum 0,25 0,25
Eucalypti etheroleum 2 1
Coriandri etheroleum 1 0,5
Cinnamomi zeylanici etheroleum 0,25 0,06
Terebinthinae etheroleum - -
Carvacrolum 0,25 0,12
Thymolum - -

Tabulka 12: CFU po 15 minutach expozic&.coli O55 nej&innéjSim vzorkam

10<| 10<| 10<| 10 10
10<| 10<| 10<| 10« 1@
80
10<| 10<| 10<| 1049 1d
10<| 10<| 10<| 10 14

Thymi etheroleum (white)
Thymi etheroleum (red)
Origani etheroleum
Cinnamomi zeylanici etheroleum | 20
Carvacrolum 0

o |0 |-

oo |O|Oo

OO
(o]
o
N
[e})
o
N
(0]
o
N
(0]
o
N

N N N
ndo

Tabulka 13: CFU po 24 hodinach expozicg&. coli O55 nej&innéSim vzorkam

Thymi etheroleum (white) 0|0 0 0 200<| 2004 200« 20(
Thymi etheroleum (red) 0|0 0 200<| 2009 200« 200 20 )<0
Origani etheroleum 0|0 0 0 200<| 2004 200« 20( =
Cinnamomi zeylanici etheroleum| 0 | O 0 0 0 <80| 2009 200<
Carvacrolum 0] 0 0 0 200<| 2009 200 200<




FOTODOKUMENTACE - ZOBRAZENI CFU E. COLI 055

Vysledky po 15 minutach expozice Vysledky po 24 hathch expozice

=& 5 e

Carvacrolum
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VI. DISKUSE
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Prijmova onemocEni hospod#skych zvfat jsou spojena s jejich neodkladnotbiéu,
jejiz prodleni¢i dokonce opominuti kafiva negativnim dopadem nejen ekonomickym,
ale i hygienickym a etickym. V tomto snu je velmi ginosna prevence fimovych
onemockni. Kromg spravné zoohygieny, vakcinace a jinych postlge do oblasti
prevence ziadit i kvalitni krmiva obohacené o additiva rostiémo givodu.

Duvodem zavedeniéthto fytogennich additiv do krmiv je, jak uz bylo
uvedeno, nejen zakaz pouZzivani antibiotik Evropdkamisi od 1. 1. 2006, ale i vznik
rezistence fvodal onemocsini vici antibioticke I&€bg.

Obecr plati, Ze z hlediska prevence vzniku rezistenceugpo davat fednost
antibiotikim s co nejuzSim spektremignl Sirokospektralnimi a monoterapiiep
kombinaci antibiotik. V chovech prasat se al&Zri setkavame se smiSenymi
infekcemi, coZ pochopitetnvede k preferovani Sirokospektralnich antibio®déeni
rezistence dale podporuje zejména pouzivani ombpresgektra antibiotik pro Siroky
okruh pivodai onemoc#sni nebo dokonce soustavné vyuzivani pouze jednohloud
antibiotika. Ke vzniku rezistence enorénprispiva aplikace antibiotik vifli§ nizkych
davkach (preventivni medikace), natiné dlouhych intervalech a ro¢a nedostatna
délka terapie. Nizké davkovani je ob&astSi chybou nez ilis vysokeé. FiliS kratka
terapie nestd k eradikaci fivodail a podporuje vznik rezistence etiologického agens.
Na druhé strah ovSem plati, zejména u Sirokospektralnich antiidte ¢im déle je
podavame, tim &Si je pravdpodobnost selektovani rezistentnich kén&fth bakterii,
proti nimZ nebyla 1&ba zamnstend®. Je tedy #jmé, Ze pouZiti fytogennich nahrad
v krmivech pro pedchézeni vzniku infékich onemoceni traviciho traktu ma sve
opodstatani.

Tato studie se zabyval&igkem vybranych rostlinnych extraktsilic a jejich
slozek na st a Zivotaschopnost dvou mikroorganismslouzicich jako model
nejkézn¢jSich grampozitivnich a gramnegativnich infeich agens Staphylococcus
aureusak. col).

Testované rostliny byly vybrany na zaktackloswtovych vyzkuni, které jiz
prokazaly jejich antibakterialni ¢inek wi¢i grampozitivnim a gramnegativnim
patogefim gastrointestinalniho traktu (bakteriostaticky melbaktericidni). H
hodnoceni &hto vysledk z literatury se vSak ukazalacitd roztiSg€nost: nebyvaji

jednoznéné uvedeny charakteristiky extraktresp. vstupni suroviny, a nelze se jich
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logickou cestou dopatrat. Také byly pouzityizmé bakterialni kmenycéasto
s protichidnymi vysledky, atd.

V ramci této studie jsem se zéaiifa na rostlinné zastupceceledi Lamiaceae,
Pinaceae, Myrtacea& Asteraceae, u kterych byl potvrzen antimikrobialdinek.
Vitanou charakteristikou rostlinnych prodakie také imunostimultai a desinfeéni
acinek, ktery zvySuje odolnost chbwici patogerim.

Pri testovani MIC zahu8hych ethanolovych extrakt Ocimum sanctum,
Rosmarinus officinalis, Thymus vulgadad.euzea carthamoidesetodou A (vizélanek
4.2.1) nebylo B koncentracich 5 — 0,005 ppm v jamkach mikrotiiadestéky
dosazeno uspokojivych vysletkl po jejich verifikaci pectkovanim doSlo k zakalu
vSech jamek. Tim bylo prokdzano, Ze vznik zakallbbyhezpisoben pitomnosti
balastnich latek v sumarnim extraktu, nybrz rozrendh bakterii, které si zachovaly
svou Zivotaschopnost.tbodem negativniho vysledku mohla byt nizké citlivioskterii
vici extraktim, nizké koncentrace extrékhebo Unik¢asti €kavych &innych sloZzek
pii zahu$ovani extraki na vakuové odparce & pnanipulaci s nim.

Pti stanoveni MIC stejnych extraktu E. coli a S. aureusmetodou B (viz
¢lanek 4.2.1) bylo # navazce 0,500 g dosaZzeno uspokggikch vysledk (viz tabulka 2
a 3). Bakteriostaticky dinek uE. coli byl nejvyrazijSi u extraktu zT. vulgaris Jest
pii koncentraci 3,13 % (v/v) nedoSlo k zakalu obs#&hitivacniho média v jamkach
destEky. | pres tento vysledek se jedna o hodnotu MIC gokhvysokou. V gipad
extrakti zO. sanctumR. officinalis a L. carthamoidesnebyly hodnoty MIC §#lis
blizké hodnotam &ekavanym na zakladpredbsznych studil.

Pti sledovani ginku tymidnového a rozmarynového extraktuShaureusyly
zjistény jest nizSi hodnoty MIC nez (. coli (viz tabulka 4 a 5). Pro extraktRz
officinalis ¢ini MIC 0,2 % (v/v) stejtd jako pro T. vulgaris. U¢inek extraktulL.
carthamoidesbyl v porovnani sigdchozimi déma extrakty poekud slabsi (3,1 %
v/v), &koliv hodnota MIC je v tomto ifpact niZsi, nez-li uE. coli (12,5 % v/v). Tato
skute&nost Zasti podporuje hypotézu o vysSSi citlivosti grampigpich bakterii Wici
antibakterialnim latkdm typu extrakii silic (viz ¢lanek 3.3). MIC extraktu 0.
sanctumbyla proE. coli a S. aureusstejnd a dosahovala raénpongrné vysokych
hodnot (6,25% v/v).
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Pti stanoveni MBC vybranych silic a jejich sloZzek oaami C a D (vizlanky
4.2.2 a 4.3.2) byly pouzity sérotypy O157:H7 a @BteneE. coli.

U E. coli 0157:H7 (metoda C) byl pozorovan u vSech viaasktibakterialni
efekt, kron¢ thymolu a terpentynové silice (viz tabulka 6-9)ejiNzSi baktericidni
koncentrace dosahla silice skamvniku ceylonského (0,06 % v/v). po 24 hodinové
expozici ffi 37 °C (viz tabulka 9). Nezanedbatelnych hodnoCMlosahl i karvakrol
(0,25-0,12 % v/v). Standardni hodnota baktericidoihcentrace &sSiny testovanych
silic a jejich slozek byla asi 0,25 % po 15ti miong expozici fi 20 °C (viz tabulka 8).
Zajimavy, ale neuspokojivy bykinek thymolu. Akoliv ho jiné studigadi mezi jednu
z nejsilrgjSich antibakteridlnich latek rostlinnéhévpdu, v tomto experimentu nebylo
dosazeno ani ve 2% koncentraci baktericidninéinkiu. Jelikoz se vyskytuje
v krystalické forn¢, musel byt rozpus8h v MHB a Tweenu 20 za vzniku 2% roztoku a
teprve po té bylo mozné provést dvojkdeékni.

Po 15ti minutovém {gsobeni silice ZT. vulgaris(red and white) &. vulgare
na E. coli O55 (metoda D) byl jeStpozorovatelnycast&ny baktericidni dinek pi
koncentraci 0,50 % (v/v) (viz tabulka 12). U sili@nnamomum zeylanicumos$lo
pravdEpodobré k chyke a ve vyseéi ¢. 1 (nejvysSi koncentrace) dosloustu rekolika
kolonii (viz tabulka 12). Nefinnost silice pi takovéto koncentraci je vyvracena
vysledkem po 24 hodinové expozici (viz tabulka 1B)e se naopak silice projevila
jako nejsilréjSi baktericidni agens a tofipkoncentraci az 0,12 % (v/v)Castény
baktericidni dinek byl Zejmy jeSt pii koncentraci 0,06 % (viz fotodokumentace).
Standardni hodnota baktericidni koncentragt8imy silic byla 0,25 % (v/v).

Porovnani uddjtéchto experimerit s vysledky jinych studii je problematické.
Je znamo, Ze sloZeni silic a extfalge liSi v zavislosti na mistnim podnebi, kde se
rostliny vyskytuji a na zZivotnich podminkach. Datkkteré silice stejd pojmenované
mohou obech pochazet z rozdilnych drihrostlin. RoviéZz metody pouZivané ke
stanoveni antimikrobiélni aktivity a v§b organisni, na kterych se latky testuji se
v ramci publikaci liSi. BZzn¢ pouzivané jsou agarova a dihi metoda. Vysledky
ziskané kazdou z¢hto metod se mohou liSit v souvislosti seéaou podminek Ehem
experimeni. Je nutné dbat na standardnost pastoip kultivaci jako je s¥tlo, teplo,
vlhkost, jinak jsou vysledky nereprodukovatelnéz ¢@ mozné z &kterych literarnich

praci tusit. Dale Ize #adit i rozdily v mikrobialnim tstu, dobu expozice
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mikroorganisni silicim, rozpustnost silic nebo jejich komponenbhebo pitomnost a
mnozstvi emulzifikatoru. Tyto a jiné okolnosti vy#uji z¢asti zn&né rozdily
v hodnotach MIC ziskanycliznymi metodanft-

Je vhodné zamyslet se nad otazkou, jaké mnoz$itd by muselo fipadnout
na jednu krmnou davku. Velikost davky zavisi nahdrinospodékého zuiete, &ku,
hmotnosti, fyziologickych podminkach GIT a na mnaoladsSich faktorech.

Podle sotasnych ekonomickych paramietna vykrm prasat jeigjme, Ze
spoteba krmiva na vykrm jednoho prasete j€aské republice nejvyssi ze viech zemi
Evropské unie. Zarowelze pedpokladat, Ze ekonomicky Unosna je takova aplikace
dodatkovych latek do krmiv, ktera navodi koncerittH@0-300 ppm (tj. 0,01-0,03 %
v/v). F¥i hodnoceni pouzitelnosti silic nebo sumarnichadi je tedy nutné uvazit cenu
vstupni suroviny, koncentraci biologicky aktivnickioZzek (silice) a naklady na
zpracovani (destilace fipadré piiprava extrakl). Aplikace &innych latek by mohla
byt na hranici prahovécinnosti, protoZe tyto latky jsou netoxické, neoiiliyi konesny
produkt a pedevsSim — mohou byt prodavany ve vykrmu dlouhédde zde pdebné
také zohlednit skutmost, Ze latky nejsobi jen proti invazivhim agens, alastokrat
maji fadu vyznamé vyuzitelnych jinych biologickych d&nkt (zvySuji tvorbu Zldi,
pusobi digestivd, zlepSuji celkovy metabolismus, atd.). Tento fakhezanedbatelny a
vyznamr kvalifikuje pouZiti rostlinnych surovin, i kdyZjjeh antimikrobialni aktivita
neni na stef vysoké drovni jako vippadt syntetickych protiinvazivnich
chemoterapeutik (nebo antibiotik).

Do dalSich biologickych pokusby bylo vhodné Zadit silici zCinnamomum
zeylanicuma karvakrol, u nichz bylo dosazeno nejnizSich looddIC. Predmétem
zajmu by ngla byt i silice zThymus vulgarigwhite, red) aOriganum vulgare(viz
vyse).

Jednozné&né zhodnoceniéthto vysledk je mozné provést aZz po realizaci
stdjovych pokus pii nichz bude pouzito krmivo s obsaherininych latek na zaklad
laboratornich tefit Vysledky jen &chto pokuf jsou reprezentativni a dale vyuzitelné,
protozZe v sob zahrnuji komplexni procesy uplavané v chovech zkat jako je stajovy
stres, kvantitativni Urove vykrmu, zoohygienické podminky a dalsi. Jejmé, Ze
vyuziti fytogennich zdrdj je teprve na zgtku. V nejblizSim obdobi vSak bude nutné se

této problematice z hlediska vyzkumu intenziwgnovat, protoZze po roce 2011 se
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vramci EU peitd s daleko vysSim ptem restriktivnich op#¢ni z hlediska
pouzitelnych léiv ve vykrmu zvfat. TakZe fytogenni zdroje jsou viastiedinym

realnym vychodiskem na cést optimalizaci chovu prasat.

*)Pozn.: Pokud chceme definovat minimalni inéitbi koncentraci, pak ve
vztahu k silici (nebo extraktu) se jedna o jejimigji koncentraci, ktera mé za nésledek
zachovani nebo snizeni Zivotaschopnosti inoKuldefinice MIC se vSak v ramci
publikaci li&i, coZ je nevyhodnéiporovnavani hodnot MIGiznych studff.

Proto bylo stanoveni MIC vybranych extraldrovedeno déma metodami (za
pouZziti rozpou&tdla DMSO a bez ¢ho, v tiznych koncentr@ich rozmezich apod.), ve
kterych MIC znamena koncentraci extraktuj gteré jes¥ bylo mozné vizualke
zaznamenatciry objem jamek mikrotitréni desttky. Zakal byl jiz projevem

rozmnozovani bakterii.
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ABSTRAKT

Vanova, J.: Biologicka aktivita obsahovych latek ripstlX. Antimikrobialni aktivita
n¢kterych sekundarnich metabadlitDiplomova prace, Univerzita Karlova v Praze,
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedrarfaceutické botaniky a ekologie,
Hradec Kralové 2008, 62 s.

Byla hodnocena antibakterialni aktiviteyi vybranych rostlinnych extrakproti E. coli
0157:H7 aStaphylococcus aureudxtrakty byly gipraveny extrahovanim v 80%
ethanolu a naslednou perkolaci. Préeni minimalni inhibini koncentrace (MIC) bylo
pouzito dvou metod. V prvnimiipadt nebylo dosaZzeno hodnot MIGakavanych LE.
coli na zaklad jinych literarnich studii. VSechny vzorky v konteinim rozmezi 5 —
0,005 ppm gipravené ve dvou sériich byly negativni i po 48 ihodé expozici. Ve
druhém pipadt bylo dosazeno &. coli aS. aureudepSich vysledk Byla pipravena
dvojkovarada koncentraci v rozmezi 25-0,02 % ve dvou sémeinizsi hodnoty MIC
vykazoval extrakt ZThymus vulgariszejména w¢i grampozitivnimu indikatorovému
kmeni. Resto Astavaly hodnoty MIC velmi vysoké (3,13 % pEo coli, 0,2 % proS.
aureus.

Pro ugeni minimalni baktericidni koncentrace (MBCEu coli O157:H7 aE.
coli O55 bylo zkouSeno sedm silic agdsilicné sloZky ve dvojkovéadt koncentraci v
rozmezi 2-0,03 % . Po expdmi dok® 15 minut a 24 hodin byla provedena inokulace
vzorki na Madaller-HUntonouv agar, picemz u E. coli O157:H7 byl potvrzen
baktericidni @dinek vSech testovanych silic a jejich komponentjlépsiho vysledku
bylo dosazeno u silice skioovniku ceylonského po 24 hodinové expozici (C/06

U stejné silice bylo dosazeno nejnizsi hodnoty MBC E. coli O55 po 24
hodinové expozni dokE (0,12 %). U ostatnich vzoikbyla standardni hodnota MBC
0,25 %.

Kli¢ova slova sekundarni metabolity rostlin, antimikrobialnitigka, zengdélska

produkce Escherichia coliStaphylococcus aureus
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ABSTRACT

Vanova, J.: Biological Activity of Plant MetaboliteX.l Antimicrobial Activity of Some

Secondary Metabolites. Diploma Thesis, Charles &hsity in Prague, Faculty of
Pharmacy in Hradec Kralové, Department of PharmamduBotany and Ecology,
Hradec Krélové 2008, 62 pp.

The antibacterial activity of 4 selected plant egts was evaluated agairist coli
0157:H7 andStaphylococcus aureugxtracts were prepared by extraction in 80%
ethanol and subsequent percolation. Two method® weed for determination of
minimal inhibitory concentration (MIC). In the firgase they were not reached the
values of MIC expected foE .coli on the basis of the other literature studies. All
samples within the concentration range of 5 — 0,00 which were prepared in two
series were negative even after 48 hours expositiothe second case it was reached
better results foE. coliandS. aureusTwo series of serial twofold dilutions within the
concentration range of 25 %-0.02 % were preparée. [bwest values of MIC were
exhibited byThymus vulgariextract, especially against Gram-positive indicatoain.
Nevertheless the values of MIC remain very high§3% forE. coli, 0.2 % forS.
aureus.

For determination of minimal bactericidal concetitna (MBC) in E. coli
0O157:H7 ancE. coli O55 seven essential oils (EO) and two componehni&Qowere
tested in serial twofold dilutions within the cont&tion range of 2 %-0.03 %. The
inoculation of samples on the Miller-Hinten agas warried out after 15 minutes and
24 hours exposition, whereas the bactericidal etigainst. coliO157:H7 was proved
for all tested EO and their components. The bestlrevas reached by Cinnamomi
zeylanici EO after 24 hours exposition (0.06 %).

The lowest value of MBC foE. coli O55 after 24 hours exposition was also

reached by the same EO. The standard value of MBGther samples was 0.25 %.

Keywords: secondary metabolites of plants, antimicrobialtivag, agricultural

production Escherichia coliStaphylococcus aureus
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