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Baktericidni efekt vybranych rostlinnych silic na patogena vceliho

plodu Paenibacillus larvae

Abstrakt

Mor vceliho plodu je vazné onemocnéni vcelich larev, které je zakazano 1éCit a
zpusobuje velké Skody, které v mnohych pripadech kon¢i i likvidaci celych vcelstev.
Zatim nebyl objeven zadny Iék, kterym by bylo mozné nakazena vcelstva vylécit. Byly
provadény experimenty s pouzitim antibiotik proti moru vcelimu plodu, ale vysledkem
bylo pouze docasné potlaceni klinickych piiznaki tohoto onemocnéni. Na spory
antibiotika neptsobili a po odeznéni ucinku antibiotik propuka mor znovu. Spravné
zvolena prevence ma hlavni roli v eliminaci tohoto onemocnéni. Tato prace se zabyva
antimikrobialnim ucinkem rostlinnych silic na ptivodce onemocnéni moru vceliho plodu
P. larvae. Testovany kmen CCM 4488 patogena P. larvae byl potizen z Ceské sbirky
mikroorganisma (Brno).

Cilem prace bylo stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni
baktericidni koncentrace (MBC) vybranych rostlinnych silic na bakterii P. larvae.
Stanoveni MIC se provadélo na mikrotitracnich destickach a stanoveni MBC na Petriho
miskach. Celkem bylo testovano Sest riznych koncentraci vybranych rostlinnych silic.
Jedna se o koncentrace 2048 pg/ml, 1024 pg/ml, 512 pg/ml, 256 pg/ml, 128 pg/ml a
64 ug/ml.

Nejsiln€j§i antimikrobialni tcinek méla ze vSech méfenych silic Copaiba, ktera
vykazovala MIC a MBC jiz pii koncentraci 64 pg/ml. Nejvice pouzitych silic z méteni
vykazovalo MIC a MBC pfi koncentraci 2048 pg/ml. Tyto silice byly zaroven v ramci
meéteni antimikrobialniho ucinku nejslabsi. Vysledky mohou poslouzit jako data pro
dalsi vyzkum, ktery by se mohl zabyvat naptiklad vyvojem pfipravki pro prevenci

vypuknuti onemocnéni.

Klicova slova: rostlinné silice; Paenibacillus larvae; antimikrobialni ucinek; bakterie;

mor v¢eliho plodu; MIC; MBC



Bactericidal effect of selected plant essential oils on the bee brood

pathogen Paenibacillus larvae

Abstract

Plague of bee brood is a serious disease of bee larvae that is forbidden to treat and
causes great damage, which in many cases ends with the elimination of entire bee
colonies. No drug has yet been discovered that can cure infected bee colonies.
Experiments were carried out using antibiotics against plague of bee brood, but the
result was only a temporary suppression of the clinical symptoms of this disease.
Antibiotics did not work on the spores, and after the antibiotic wears off, it breaks out
again. Correctly chosen prevention plays a major role in eliminating this disease. This
thesis deals with the antimicrobial effect of plant essential oils on the origin of P. larvae
pest disease. The tested strain CCM 4488 of the pathogen P. larvae was obtained from
the Czech Collection of Microorganisms (Brno).

The aim of the work was to determine the minimum inhibitory concentration
(MIC) and the minimum bactericidal concentration (MBC) of selected plant essential
oils against the bacterium P. larvae. MIC determination was performed on microtitre
plates and MBC determination on Petri dishes. In total, six different sets of selected
plant strengths were tested. These are concentrations of 2048 pg/ml, 1024 pg/ml, 512
ng/ml, 256 pg/ml, 128 pg/ml and 64 pg/ml.

Of all the measured essential oils, Copaiba had the most antimicrobial effect, which
was rather MIC and MBC at a concentration of 64 pg/ml. The most used essential oils
from the measurement by measuring MIC and MBC at a concentration of 2048 pg/ml.
At the same time, these essential oils were the weakest in measuring the antimicrobial
effect. The results will serve as data for further research, which could deal with, for

example, the development of preparations to prevent disease outbreaks.

Key words: plant essential oils; Paenibacillus larvae; antimicrobial effect; bacteria;

american foulbrood; MIC; MBC
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Uvod

Mor vceliho plodu (MVP) (American foulbrood) je do dnesni doby stale aktualni
téma, jak mezi vcelafi, tak v oblasti vyzkumu. Lidé jest€¢ neznaji zplsob, pomoci
kterého by se vCelstvo nakazené morem vceliho plodu dalo vylécit. Bakterie P. larvae je
znama pro svou nebezpecnost zejména pro vcelafe. Kdyz se onemocnéni vznikne, jiz
nelze vylécit. Diky tomu je povinnost kazdého vcelare neprodlené ohlasit veterinarni
instituci informaci o podezieni tykajici se onemocnéni vcéeliho moru. Veterinarni
instituce ma za ukol toto podezieni potvrdit nebo vyvratit. Pfi potvrzeni nakazy je podle
Ceské legislativy stanovena likvidace celych vcelstev. Likvidace se provadi vysifenim a
spalenim v&elstva (Malena, 2007). Léba moru véeliho plodu neni v Ceské republice
povolena. Nedodrzeni tohoto nafizeni je trestné (vyhlaska ¢. 299/2003 Sb.). Rostlinné
silice mohou pomoci v prevenci proti tomuto onemocnéni vcel. Nékteré rostlinné silice
mohou mit antimikrobialni G¢inky a z toho divodu by mohli byt vyuzity k eliminaci
vCelich onemocnéni. Jiz ve starovéku byl mor vceliho plodu znamy. Pfirodovédec
Schirach ze Saska, popsal tuto chorobu, jako onemocnéni s charakteristickym
hnilobnym zapachem nakazeného vcelstva (Genersch, 2008). Pivodcem onemocnéni
MVP je grampozitivni, sporulujici bakterie, ktera nese nazev P. larvae. Tato bakterie je
velmi odolna vici chemickym a fyzikalnim vlivim. Dokaze také produkovat vyznamné
mnozstvi proteaz, pficemz nékteré z nich jsou toxické i pro larvalni stadia vcel. Mor
vceliho plodu zabiji infikované larvy, ale dale je také potencialné nebezpecny pro celé
nakazené vcelstvo. Bakterie se Sifi diky velmi odolnym endosporam, které jsou vysoce
odolné 1 v podminkach nad 100 °C a slouzi jako infek¢éni forma této bakterie. Spory
obsahuji vicevrstevny obal, ktery je chrani pred vnéj§imi vlivy. P. larvae je dlouhd 2,5 —
8,5 um a Siroka 0,5 — 0,8 um. Pohybuje se pomoci dlouhych biciku, které se vyskytuji
po celém jejim téle. Vyskytuje se samostatné nebo tvoii fetizky (Vesely a kol., 2003).
Sifeni moru v&eliho plodu je uleh&eno prodejem oddélkd, matek a predeviim medu.
P. larvae napada pouze na larvy vcel. Nejvetsi pravdépodobnost k nakazeni maji larvy
mlad§i 36-48 hodin. Vcela, ktera je starsi nez 53 hodin se uz nenakazi (Spivak a
Reuter., 2001).

Predmétem zkoumani je reakce bakterie P. larvae na razné druhy rostlinnych silic,
které maji obecné silny antimikrobidlni ucinek. Bakterie P. larvae, ktera vyrostla na
specialnim zivném mediu je nasledné pipetovana do mikrotitracnich desti¢ek, kde je

misena s riznymi typy rostlinnych silic. Na zakladé vysledka ze spektrofotometru jsou
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vybrany  Ctyfi  vhodné koncentracni fady na pomezi ristua inhibice

bakterii, ze kterych se stanovi minimalni baktericidni koncentrace na Petriho miskach.
1 Literdrni prehled

1.1 Véela medonosna

V¢ela medonosna (Apis mellifera Linnaeus, 1758) je jedna z nejsofistikovanégjSich
druhi zcCeledi vcelovitych a je vyborné€ prizpusobena k opylovani ke vétsiné
hmyzosprasnych rostlin. Druhy onemocnéni, kterymi se mize vcela nakazit mohou byt
bakterialni, virové nebo houbové. Vciela medonosna je predevsim tvor spoleCensky,
s ¢imz je spojeno napfiklad peCovani o potomstvo, obrana, rychlé informovani o zdroji
potravy apod. Matka je hlavnim ¢lankem vceliho spolecenstvi, jelikoz jako jedina klade
vajicka, a tim padem je pro preziti vCelstva nepostradatelna. Délnice vajicka nekladou
z divodu nedostatecného vyvinuti pohlavnich organu. V pocatku Zzivota délnic jejich
préace spociva v pripraveé bunek k naslednému zakladeni. Po né€jaké dobé za¢nou délnice
krmit larvy a shanét pro né potravu. Po vyvinuti voskovych zlaz se délnice zacnou starat
o stavbu vceliho hnizda. Néasledné se d€lnice rekvalifikuji od stavéni hnizda k hlidani
vchodu do hnizda. V pfedposlednim stadiu za¢nou délnice opoustét hnizdo a zacinaji
pfinaSet potravu a vodu do hnizda. V poslednim stadiu dé€lnice sbiraji a dopravuji
propolis do hnizda (Genersch, 2008). Trubci v hnizdé neziji cely zivot a jsou z néj na
konci léta vytlaCovani. Trubci se pafi svcCeli matkou, pficemz vceli matka se
rozmnozuje pouze jednou za zivot a snékolika trubci. Zivot v takovém v&elim
spoleCenstvi ma fadu vyhod, ale také se stim poji problémy souvisejici s lehkym
prenosem rtiznych onemocnéni. Konkrétné to je konstantni vlhkost a teplota, ktera
v t&chto spoleGenstvi podporuje prenos onemocnéni (Svamberk, 2000). Clovéku byla
vCela medonosna od pocatku jejiho chovu dobrym pomocnikem a patii k jednomu z
nejznaméjsich zastupct spolecenského hmyzu. Vcela medonosna Zije v dlouhotrvajicich
koloniich, které se dé€li na jednotlivé kasty, pfi¢emz zde zijou dé€lnice, dale pak trubci a
jedna matka (Macek et al., 2010). Prvni zdomécnéni vcely medonosné probéhlo
v Egypté vice nez pred 5000 lety. Divodem domestikace byla vyroba medu a vosku
(Tautz, 2009). Vcely si pro sva hnizda vybiraji hlavn€ dutiny stromt nebo lidské stavby.
Vcely stavi hnizda zvoskovych plastd, které jsou slozeny z plodovych bunék a
medovych zasobnikt. Plodové buriky zastavaji prostor, kam se kladou vajicka. Medové

zasobniky zastavaji funkci ulozného prostoru pro potravu (Genersch, 2008).
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Kasty vznikaji z né€kolika divodd. Jednim znich je haploidni urCeni pohlavi a
urovni kvality potravy. Dal§im davodem jsou feromony, které produkuje véeli matka.
PreruSeni pusobeni feromonti je zpusobeno ztratou matky. Ztrata funkce tohoto
feromonu, kterému se fika ,matefi latka“ ma na vcelstvo Spatny vliv, jelikoz funkce
tohoto feromonu spociva v pusobeni proti vyvoji vajeCnikii a délnic. Dale omezuje
délnicim budovat tzv. mateCniky. Mate¢niky jsou specifické plodové burky, v nichz se
vyvinou nové matky. Prenos feromonu je také zavisli na mnozstvi jedinct ve hnizde¢.
S abnormalnim zvySenim poctu jedinci ve hnizdé€ se muze pienos feromonu porusit,
coz ma za nasledek to, ze délnice zacnou stavét mateCniky na okraji plodové plastve.
Do plodovych plastev jsou poté kladeny oplodnéna vajicka. Larvy jsou krmeny materi
kaSickou. Larvam délnic se dostava potrava chudsi na ziviny na rozdil od larev matek,
které dostavaji kvalitngjsi potravu. Stard vceli matka z hnizda odlétd s casti vcelstva
jesté pred vylihnutim novych matek. Poté pifichézi na fadu rojeni. Rojeni je chapano,
v Evropé¢, predni Asii a Africe. Do Ameriky a Australie se dostala az naslednym vlivem
kolonizace v 17. stoleti. Dnes je vCela medonosna rozSifena v podstaté po celé
obyvatelné Casti planety. Vysoka pohyblivost a zptusob pateni véely medonosné ma za
nasledek, ze mezi jednotlivymi plemeny nenajdeme vyrazné rozdily. Dochazi ke ktizeni
a tvorbé fady mezitypu. Exteriérové znaky, co se nejvice pouzivaji k rozdéleni
jednotlivych plemen jsou hlavné velikost téla, délka sosaku, typ ochlupeni a zilnatina
kiidel. Obecné lze fici, ze jizni plemena jsou v priméru vétsi nez plemena severni

(Genersch, 2008).
1.2 Typy onemocnéni véeliho plodu

Mezi znamé onemocnéni vcelstev patii varroaza, virové nakazy, mor vceliho
plodu, nosemoza. (Titéra, 2009).

1.2.1 Varrodza

Toto onemocnéni zpusobuje paraziticky rozto¢ Varroa destructor, ktery napada
vCeli plod a saje hemolymfu vcel, ¢imz vcelstvo vyrazné oslabuje. Rozto¢ Varroa
destructor je velkou hrozbou pro vcelafstvi jiz fadu let a fadi se mezi nejobavanési
vCeli parazity. Tento parazit se zvladl roz§irit béhem kratké doby témeér po celém svéte,

pficemz dnes uz by bylo tézké najit vCelstvo bez infikace timto patogenem vsude po

11



svété mimo Australii. Bez pravidelného osetfovani vcelstev by doslo kvili tomuto

parazitu ke zhrouceni vcelstev uz béhem dvou az tii let (Rosenkranz et al., 2010).
1.2.2  Nosemoza

Tuto chorobu v€el zpusobuji dva druhy mikrosporidii, Nosema apis a Nosema

ceranae (Duquesne et al., 2021).
1.2.2.1 Nosemosa apis

Vcely se nakazi, kdyz pojidaji spory pii Cisténi vykal, které jsou od jinych
infikovanych vcel (Fries, 1988). Dalsim zdrojem nakazy mohou byt také infikované
potraviy a voda. (Fries, 1997).

Utracenim star§tho plastu a oSetfenim fumagilinem vcelafi bézné kontroluji
onemocnéni (Fries, 1997). V¢eli osetfovatelky, které krmi svou kralovnu, maji pfi
infekci snizenou €innost hypofaryngealnich zlaz (Wang a Moeller, 1969, 1971). Pokud
se nakazi kralovny, jsou Casto nahrazovany. Nakazeni matek N. apis ma zna¢ny dopad
pro praktické v¢elateni (Farrar, 1947; Furgala, 1962).

N. apis byl prvné identifikovan u zépadni vCely medonosné (Apis mellifera), pred

vice nez 100 lety (Zander, 1909).
1.2.2.2 Nosemosa cerenae

Nosema cerenae napada asijskou vcelu medonosnou asijskou (Apis cerana) a
evropskou vcelu medonosnou (Apis mellifera). Mikrosporidni parazité maji
intracelularni paraziticky zpusob Zivota a jsou to vysoce specializované parazitické
houby. Rozptyluji se mezi hostiteli podobné jako spory. Jejich organy jsou uzpusobeny
k bunécné invazi. Jejich infikovani hostitele spociva v mechanické injekci polarniho
vladkna, které vyCniva z kli¢ici spory. Vldkno pronikne do cytoplazmy hostitelské
bunky. V hostitelské buiice probiha replikace parazita a poté produkce spor (Fries et al.,
1996; Higes et al., 2006).

N. cerenae byla objeven ve vzorcich Cinské akademie zemé&dglskych véd (Fries et
al., 1996). Presto, ze se védélo o tom, ze N. ceranae je infekéni pro A. mellifera
(Fries, 1997), pfirozena infekce N. ceranae u A. mellifera nebyla do té doby
zaznamenana, az do doby, kdy Higes et al. (2006) pfisli na to, ze 10 z 11 vzorkl z roku
2005 ze Spanélskych vcelini obsahuji mikrosporidii N. cerenae.
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Nekteré Spanclské studie fikaji, ze N. cerenae je virulentni parazit na drovni
kolonie, a ze infekce nakonec vedou ke kolapsu kolonie v pfipad€, ze infekce nejsou
kontrolovany (Higes et al., 2008; Martin-Hernandez et al., 2007). Pfevazné mnozstvi
publikaci o ztratach kolonii spojenych s infekcemi N. ceranae jsou vSak korelace a
nejsou dukazem o pricin€ vzniku. Higes et al. (2008) popisuji na zakladé korelacnich

dat rizné faze, kterymi infikované kolonie prochazeji, az nakonec infekci podlehnou.

1.3 Mor véeliho plodu

Mor vceliho plodu je onemocnéni, které je po celém svét€ znamé, jako
nejnebezpecné)§i bakterialni choroba plodu vceliho plodu, ktera je vedena pod

ohlaSovaci povinnosti dle zakona ¢. 166/1999 Sb. (Loffelmann, 2013).
1.3.1  Soucasny stav onemocnéni moru véeliho moru

Mor vceliho plodu se vyskytuje pouze v urcitych oblastech, avSak tam, kde v
minulosti doslo k ohniskim moru, jsou jeho zarodky dodnes ptitomné (Bzdil, 2010).
Sporam moru se dobfe dafi v dfevénych materialech. Staré a vyfazené uly mohou byt
stale infikované, protoze jak starnou a zacCinaji se rozkladat, mor se muze opé€t objevit
na povrchu. Vcely k tomu mohou pfispét tim, Ze staré dievo v ulech rozkousSou, coz je
podobné tomu, co délaji v dutych stromech, ¢imz se Casto dostanou do piimého

kontaktu s ndkazou (Bzdil, 2010).
1.3.2  Pavodce ndkazy

Taxonomické razeni P. larvae (Sedlacek, 2007):

Doména | Bacteria
Kmen Firmicutes
Ttida Bacilli

Rad Bacillales
Celed Paenibacillaceae
Rod Paenibacillus

Bakterie P. larvae ma tyCinkovity tvar a je dlouhd 2,5 — 8,5 um a Siroka 0,5 —
0,8 um (Madara, 2009). Je védecky prokazano, ze puvodce onemocnéni moru vceliho
plodu P. larvae je schopna se reprodukovat jen uvnitt napadené vceli larvy (Hrobafova,

2010).
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U bakterialnich spor tohoto patogena je znamo, ze vykazuji vysokou odolnost viici
vysokym teplotam. Tyto spory dokazi ptezit teploty 1 nad 100 °C (Madara, 2009). Spory
obsahuji n€kolikavrstevny obal, ktery je chrani pred vnéj§imi vlivy a poméha jim piezit
v nehostinnych podminkach 1 fadu let. P. larvae dokaze produkovat proteazy, a to ve
velkém obsahu. Proteazy maji za ukol $t€pit bilkoviny a patii mezi enzymy. Pivodce
onemocnéni moru vceliho plodu P. larvae vytvaii proteazy, které maji toxicky ucinek

proti v€elim larvam, které napada (Vesely a kol., 2003).
1.3.3  Priubéh infekce u onemocnéni moru véeliho plodu

Spory se dostavaji do larvy skrze potravu béhem krmeni. Larva se nakazi
v piipad€, zZe je vystavena potravé kontaminované sporami beéhem prvnich 36 hodin po
vylihnuti vajicka (Ebeling et al., 2016). Spory za¢nou byt v larvé aktivni pfi zakukleni
po tom, co se prestane larva krmit. Spory poté prochazi sténou zaludku a nasledné se

rozsifi do celého téla. Poté infikovana larva hyne (Bzdil, 2010).
1.3.4  Jak zvysit odolnost véelstev proti moru véeliho plodu

Jeden bacil moru propuknuti nemoci nezpusobi, protoze je zneSkodnén imunitnim
systémem vcel. Imunitni systém selhava v piipadé, Ze je bacilt velké mnozstvi, pfiCemz

neni znam jejich presny pocet, ktery imunitu vcel piekona (Titéra, 2018).
1.3.4.1 Kvalitni potrava

Med a pyl je pro vcely klicovou potravou, bez které by byl jejich zdravotni stav
ohroZen, zejména kvili oslabené imunité. Kvétovy med, ktery se dava véelam do ulu na
zimu v kombinaci s cukrem, jako zdroj potravy obsahuje vice raznych typa cukri a
mineralt oproti medovicovému medu. Med by nikdy nemél byt cukrem zcela nahrazen,
protoze obsahuje dulezité latky, které v cukru chybi (Titéra, 2018).

Pyl obsahuje bilkoviny vyznamné pro imunitu. Pyl je pro vcely nenahraditelny.
V mensich ulech jsou pylové zasoby problematické, jelikoz jsou casto predcasné
snédeny z divodu toho, Ze vcCelstvo musi uvolnit buriky pro jiné zaméry, a proto je
velikost ulu dulezita. Pyl i med, jestlize jde o jediny druh rostliny, mize byt v takovém
ptipadé i Spatna potrava pro vcely, protoze v ptirodé takovou potravu vcely bézné

nepiijimaji (Titéra, 2018).
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1.3.4.2 Nemoci

Mezi hlavni nemoci, ktera snizuje odolnost vCel je varroaza, kterou je potieba
tlumit. Rozto¢ Varroa je prenaseCem virt, které vCelstvo oslabuji (Titéra, 2018).

Dal§im vaznym onemocnénim je nosemoza. Toto onemocnéni vytvari
mikrosporidie hmyzomorka. Nosemozu podporuji nizké teploty. Silna vcelstva maji
oproti tomuto onemocnéni vyhodu. Abychom dosahli silného vcelstva, je nutné ho
ostfovat tak, aby se nerojilo. Vcelstva jsou geneticky odliSna vzhledem v nachylnosti k

nemocem, ale takova odolna vcelstva zatim nebyla vyslechténa (Titéra, 2018).
1.3.4.3 Dalsi stresové viivy

KocCovani je jednim ze stresovych faktorti, které odolnost vcelstva oslabuje.
Kocovani srozumnou vzdalenosti je prospéSné, protoze se tim zvysi rozmanitost
potravy pro vcelstvo, ale pokud je koCovani Casté a na velké vzdalenosti, méa na vcelstvo
negativni dusledky. V¢elstvo byva zmatené a déla mu problém se orientovat v prostoru
(Titéra, 2018).

Odbornici tvrdi, ze pokud neni matka ve vcelstvu, tak to ma na vcelstvo také
negativni vliv, protoZze matka produkuje feromony. Naopak nadmérny pocet feromont
je pro vcelstvo také Spatny (Titéra, 2018).

Vcelstva se v prirodé vyskytuji obecné vice jednotlivé nez spolecné. Necistoty ze
zivotniho prostiedi také prispivaji ke stresu vcelstva. Necistoty se obvykle vyskytuji
v sadech, proto by zde vCelstva méla byt umistovana jen na opylovani, nikoli celoro¢né

(Titéra, 2018).
1.3.5 Symptomy onemocnéni moru véeliho plodu

Napadeni morem vceliho plodu je patrné vétSinou pii uzavieni plodu. Buiky
s touto nakazou maji tmavé zbarveni a je u nich sledovéana perforace. U larev s touto
nakazou, je patrna absence puvodniho perletového lesku, ktery se u zdravych larev
vyskytuje zcela bézné. Namisto perletového lesku jsou nakazené larvy typicky
Sedozlut¢ zbarveni. Napadeny plod pachne klihem a je mezerovity
(Vesely a kol., 2003).

Pokud je mezerovitost plodu vyssi nez pét procent, vcelat by mél zkontrolovat stav

vCelstva a provéerfit mozné komplikace a hledat dalsi pfiznaky. Pfi prohlizeni stavu
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vCelstva je dobré pouzivat lupu nez se spoléhat na pouhé oko. Mezerovitost nemusi byt
nutné ptiznakem nakazy morem vceliho plodu, mize to znamenat, ze matka vajicka
nakladla Spatné&, kdy pricinnou je obvykle pokrocilé stafi matky. Pokud se objevi Spatné
kladouci matka, feSenim je jeji vyména. Po vyméné matky mezerovitost plodu obvykle
mizi, ale nemusi to byt vzdy podminkou (Vesely a kol., 2003).

Pfiznakem pfitomnosti moru vceliho plodu ve vcelstvu jsou rozlozené larvy
v burnikach a klihovitd hmota, ktera se detekuje zapalkovym testem. Zapalkovy test
spociva v tazeni sirky z potencialné nakazené bunky a pokud se za sirkou za¢ne tahnout
vlakno o délce né€kolika centimetrt, je bufika nakaZena. Nicméné tento pfiznak je
povazovan v urcitych fazich moru za nepfesny a tim padem neni pfili§ vyuzivan v praxi.
(Vesely a kol., 2003).

Rozpad plodu nastava v odkrytych i zakrytych buikach. Rozpad plodu se také
vyskytuje u nékterych jinych onemocnéni vcel. V ramci stejného povrchu plastu lze
spatfit vajicka, larvy v riznych stadiich a zakryté bunky obsahujici mrtvé nebo zdravé
kukly. Cistici v&ely zpravidla sami odstrafiuji vétSinu nemocnych larev. Infikované
larvy maji v disledku mnoZeni patogent ve stfevnim traktu vy$Si potfebu potravy.
Vcely, které se staraji o larvy, jsou schopny identifikovat a vyhodit z hnizda larvy
s nadmérnou potravni poptavkou. Timto zpisobem dokaze silny vceli Gl eliminovat
nemocné larvy a udrzovat tak mor pod kontrolou. Nekteré infikované larvy v§ak mohou
obdrzet dostatek potravy k tomu, aby mohli pfezit, coz ma za nasledek to, ze se
prodluzuje doba trvani onemocnéni. Tyto larvy prechazeji do stadia kukly a nasledné se
vyvijeji do dospélého jedince. Tyto kukly a dospélci jsou zakrnélé a maji mensi
hmotnost ve srovnani se zdravymi jedinci. Kromé toho vylucuji patogeny
prostiednictvim vykalt. Proto se onemocnéni nejcasteji opakuje v nasledujicich letech u
oSetfenych ull, protoze pivodce onemocnéni je stale pfitomen v ulu. Za ucéelem
laboratorniho testovani jsou vybrany plasty s nemocnym plodem o rozmérech 10 x
10 cm. Nejvhodnénjsim feSenim je odeslat plasty s Cerstvé zemfelymi larvami na testy.
Pritomnost patogena se provadi vySetfenim zbarvenych mikroskopickych preparata
z mrtvych larev, dale pak izolaci patogena na zivnych mediich a také molekularni
diagnostika (Titéra, 2018).

Vcely odstranuji nemocné larvy, které jsou nakazené houbou Ascosphaera, viry

nebo rozto¢em Varroa. V soucasné dobé se diky biochemicko-genetickému vyzkumu
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potvrdilo, ze ptivodce onemocnéni moru vceliho plodu je zna¢né ruznorody (Titéra,

2018).
1.3.6  Epidemiologie moru véeliho plodu

Epidemiologické studie jsou zaloZeny na subtypizaci izolovanych kment.
Metoda, ktera je zvolena pro subtypizaci konkrétniho patogenniho druhu musi spliiovat
nekolik kritérii. Prvni kritérium je, ze vSechny kmeny druhu musi byt typovatelné
zvolenou metodou. Druhé kritérium je, ze metoda musi mit vysokou diferenciacni
schopnost. Treti kritérium je, ze metoda musi poskytovat reprodukovatelné vysledky
vramci laboratofe (vnitrolaboratorni reprodukovatelnost) i1 mezi laboratofemi
(mezilaboratorni reprodukovatelnost) (Genersch, 2010).

Typizacni metody, které jsou zalozené na fenotypu obsahuji nedostatky, predevsim
pii pouzitelnosti na vSechny cleny druhu. Tyto nedostatky byly divodem zavedeni
typiza¢nich metod zalozené na mikrobialnim genotypu nebo konkrétni sekvenci DNA,
které snizuji problémy ohledné reprodukovatelnosti a typovatelnosti. Pouzivané metody
pro molekularni typizaci jsou napfiklad, polymorfismus délky amplifikovanych
fragmentd (RFLP), nahodné amplifikované polymorfni DNA testy (RAPD),
polymorfismus délky amplifikovanych fragmenti (AFLP) zaloZzeny na selektivni
amplifikaci podskupiny fragmenti DNA generovanych §tépenim restrikcnich enzymu
(Genersch, 2010).

V prabéhu let bylo pro subtypizaci izolatd P. larvae pouzito jiz vice metod.
Neékolik studii se zabyvalo pouzitim rep-PCR pro podtypovani P. larvae, které bylo
uspésné. Byly vytvoreny tii hlavni sady repetitivnich prvku, které jsou pouzivané pro
bakterialni subtypovani. Jedna se o repetitivni extragenni palindromické prvky (REP),
dale pak enterobakteridlni repetitivni intergenové konsenzualni sekvence (ERIC).

(Genersch, 2010).
1.3.7  Laboratorni diagnostika moru véeliho plodu

Pokud se objevi prvni klinické pfiznaky moru vc¢eliho plodu, pouzije se laboratorni
vySetieni. Klinické pfiznaky by mél alespori do jisté miry rozeznat ptfimo chovatel vcel,
ale hlavni rozhodnuti vyda veterinarni instituce, kterd pouzije laboratorni vysetieni.

(Titéra, 2018).
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1.3.7.1 Laboratorni vySetieni 7 méli

K vySetfeni ochrannych pasem pomaha tzv. predklinicka diagnostika, kterd je
zalozena na vySetfeni z méli ze dna alu na detekci P. larvae. Velstvo, které se nakazi
morem vceliho plodu je znamé tim, ze se u né zaCnou objevovat spory P. larvae ve
voskovych kouskach na dné uli. Mimo to se spory objevuji také naptiklad v medu nebo
cukernych zasobach, kde mohou byt posléze detekovany, nicméné zde se jich vyskytuje
pocetné méné€. Z toho divodu je vySetieni v méli mnohem vice prakaznéjsi (Titéra et

al., 2018).
1.3.7.2 Kultivacni testovani

Kultivace probiha tak, ze se nejprve vzorek naockuje na zivnou pudu, kde se necha
tyden pii konstantni teploté. Poté se stanovi narast patogena P. larvae. Minimalni

mnozstvi je 100 spor v jednom gramu vzorku (Titéra et al., 2018).
1.3.7.3 PCR testovani

K modernim a casto pouzivanym laboratornim vySetfenim patii molekularné
genetické metody. Vzorky se posilaji na vysetfeni moru véeliho plodu v prodysnych
obalech, které nasavaji vlhkost. Spolehlivost této metody je obdobnad s kultivacni
metodou. V praxi se potvrzuji pozitivni vzorky svice nez 100 burikami obsazené

v jednom gramu materialu (Titéra et al., 2018).
1.3.7.4 Vyhodnocovani spektrofotometrem

Analyza spektrofotometrem, ktera je pii vyhodnocovani vzorkd v této praci
vyuzivana, porovnava intenzitu zdrojem vysilaného zafeni s intenzitou zafeni, které
dopada na detektor. Urcité mnozstvi energie svételného zafeni je rozpu§ténymi latkami
a roztokem absorbovano. Mnozstvi absorbovaného zafeni je pak pifimo umeérné
koncentraci latky ve studovaném roztoku. Spektrofotometr byl v této praci vyuzivan ke
stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace, pfi¢emz byl méfen zakal, vytvoreny

patogenem P. larvae (Titéra et al., 2018).
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1.3.7.5 Sekvenovdni nové generace

Pomoci této moderni metody lze zjistit pfitomnost bakterie P. larvae, ale zarover i
jinych bakterii. U moderniho sekvenovani lze vyuzit toho, ze pokud se neprokaze
ptitomnost P. larvae, mohou se detekovat i jiné bakterie, a to 1 symbiotické, jejichz

schopnosti spocivaji v zneSkodiiovani moru vceliho plodu (Titéra et al., 2018).
1.3.8 Obrana proti véelimu moru

Choroby se vceli kolonii §ifi odliSnym zpusobem, nez je tomu u jinych zvirat.
Odlisné vypada i pribéh a boj proti véelim chorobam. Pokud se ve vCelstvu nakazi maly
pocet jedinct, je malé riziko, ze mor pronikne do celého véelstva (Cavojsky, 1981).
Nizké pocCty véel proto zpusobuji potize v diagnostice, jelikoz se nevi, zda jsou ostatni

vcely taky nakazené (Titéra, 2007).
1.3.8.1 Vybér kvalitniho stanovisté

Velice dobrym materialem ke stavbé ulu je dievo. Dievo se pouziva z divodu
odolnosti proti vn€j§im vlivim. To znamena, ze vydrzi dlouhou dobu. Na vystavbu ula
ze dieva se nejvice pouziva borovice vejmutovka, protoze toto dievo je podle véelait
lehké a dobfe voni (Bentzien, 2008). Hmotnost tlu je rozhodujicim predpokladem pro
chov silného vcelstva. Na hmotnost je odkazan zpusob oSetfovani, které poskytuje
veelar (Kamler et al., 1998).

Uly by méli byt vyrobeny z materialu, ktery umoziiuje snadnou dezinfekci a musi
byt v souladu s hygienickymi predpisy. Tento material by m¢l také byt také vhodny pro
umisténi do zivotniho prostredi, to znamena, aby ho minimélné zatézoval. Nevhodny
material je napfiklad polystyren nebo sololit (Bentzien, 2008). Funkce stén je udrzovat
v ulu stalé mikroklima a vytvafet dobrou tepelnou izolaci. Taky musi byt odolné proti
pronikani cizorodych a nebezpecnych latek. Obvykle se v tlech pouziva zasitované
dno, kvili tomu, aby méli vCely dostatek kontaktu s vnéjSim prostfedim a probihala
spravna cirkulace vzduchu mezi tlem a vnéj§im prostfedim (Pernica, 1991). Lokace ulu
je pro v&ely jednim z hlavnich pilifa kvalitniho a zdravého zivota. Ul je spravné umistit
mimo lidské staveni, kde by byl chranén proti silnému vétru nebo desti. Dale se nesmi
opomijet spravny a bezpecny nakup vcelstva, medu, plast, vosku a pylu. Tyto produkty

by méli byt pofizeny z mist, kde je dobfe znama situace ohledné nakaz vcelimi
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chorobami. Dulezité je také nekrmit vCely medem o jehoz stavu pfili§ mnoho nevime,
anebo kdyz je jeho ptivod neznamy (Cavojsky, 1981).

Vsechny tyto opatfeni jsou dilezité a mohou nam pomoci vyrazné snizit riziko
nakazy morem vceliho plodu. Nicméné dodrzeni vSech opatfeni a doporuceni nebude
nikdy zarukou toho, Ze se ve véelstvu toto onemocnéni nemiZe objevit (Cavojsky,

1981).
1.3.8.2 likvidace nakaZenych véelstev

Niceni vCelstev a ula se provadi v ptipadé€, kdyz je vCelstvo jiz nakazené. Likvidace
je zalozena na spaleni vSeho, co je soucasti ohniska nakazy. K spocitani nadhrady se
pouziva uredni zapis o provedené likvidaci (Titéra, 2007).

Pii zaevidovani poctu uld, ktery pred likvidaci puvodné byl, je povazovano za
vyhodu. Muze se tak totiz predejit vé€cem, jako je napiiklad ukryti ¢asti ula pred jejich
likvidaci. Nutnym stanoviskem je domluva, ktera se tyka utraceni a spaleni vcCelstev
najednou. Dulezité je spalit i nahradni dily, jako jsou vika, rojacky, nastavky a dna.
Pokud dojde k opomenuti néceho potencialné nakazeného, muze to vést k dal§imu

rozsiteni moru (Titéra, 2007).
1.3.8.3 Vlastni obranné chovdni véelstva

Pyl, ktery vcely sbiraji, obsahuje mikroorganismy, které pusobi proti patogenu
P. larvae. Mnozstvi pylu v potravé vcelich larev vyrazné podporuje snizeni infekce
larev. Nejméné pylu je poskytovan trubciim a nejvice pylu dostavaji larvy vcelich matek
(Rinderer et al., 1975).

Spravna hygiena ma pozitivni vliv na odolnost vcelstva. Spravnou hygienou se
mysli pfedevsim rychlé zjisStovani a odstrafiovani infikovaného plodu. Studie ukazali, ze
veétsi Sanci k nakaze bakterii P. larvae maji vCeli larvy, které maji niz§i hmotnost nebo

miru rustu (Piccirillo a De Jong., 2002).
1.3.8.4 Studie prevence moru véeliho plodu

Mor vceliho plodu je onemocnéni, na které neni dosud zadny 1ék. Antibiotika maji
schopnost potlacit klinické projevy nemoci. Atibiotika jsou v Evropské unii zakazana,

protoze podle Evropské unie antibiotika postupné zpusobuji nezadouci rezistenci u
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lidskych bakterialnich patogend. V Ceské republice je zakonem nafizena likvidace
ohném vseho, co je nakazené a co lze spalit (Slama, 2010).

V souvislosti s nebezpe&im této choroby se v Ceské republice se zavedla piisna
veterinarni opatfeni. Infikované vcelaiské materidly, na kterych je detekovana
koncentrace spor mezi 10%*/g az 10%/g jsou jen sledovany, jelikoz infekci miize
zpusobovat napiiklad jen infekcni tlak z okoli. Takto nizkym koncentracim se fika
subklinické stadium, a klinické pfiznaky se zde mohou, ale i nemusi projevit. V takové
situaci, kdy jsou pravdépodobné obé& moznosti je potieba vzdy zavést preventivni
opatreni, aby se nakaza dale nesifila (Pfidal, 2008).

V poslednich letech jsou zkoumany vytazky z uritych druht rostlin a esencialni
oleje, které vykazuji antimikrobialni Gcinky, jako je naptiklad silice Thymus vulgaris
(Flesar et al., 2010). Slechténi kmend véel je dal§i téma, o které se védci v soucasnosti
zajimaji. Védci se snazi Slechtit predevsim vcelstva kvuli jejich hygienickému chovani
(Palmer a Oldroyd, 2003).

Probiotické bakterie v zaludku vcel jsou pfedmétem vyzkumu jiz fadu let. O téchto
bakteriich je znamo, ze oslabuji P. larvae. Tyto bakterie je v souasnosti mozno pouzit
na posileni vcelstev (Pridal, 2009).

Infikované vcelstvo, které nevykazuje klinické pfiznaky se prostifednictvim metody
vyrojeni uzdravi. V tomto roji se snizi velké mnozstvi spor a nové larvy nejsou
nakazeny. V roji ze vCelstva v klinickém stadiu byl sledovan nejdfive pokles infekce,
nicméné po n&jaké dobé se u n¢j objevila choroba znovu. To znamena, ze pokud se roji
vcelstvo, které je jen infikované bez klinickych prfiznakl, mize to vést k odstranéni
onemocnéni moru vceliho plodu (Fries et al., 2006).

Védci Hansen a Bredsgaard (2003) ve svém vyzkumu pozorovali vysoky pokles
mnozstvi spor, ktera byla 1é¢ena touto metodou vyrojeni (Lindstrom, 2006).

Podle Pernal et al. (2008), ktefi provedli na této metodé ekonomicky vyzkum
uvedli, ze z financ¢ni stranky véci je tato metoda vyhodnéjsi oproti paleni vcelstev, ktera
jsou nakazena a jejich nasledné nahrazovani vcelstvy novymi. Mor vceliho plodu je
v dne$ni dobé pomérné znamé onemocnéni. Problémem je, ze védecké poznatky jsou o
ném jen Castecné zavedeny do praxe. Likvidace vSech stanovist s pozitivnim vyskytem
spor moru vceliho plodu v méli, a to 1 v nizké koncentraci, bez objeveni klinickych
pfiznakl, se tak vystavujeme riziku vyhubeni velkému mnozstvi vcel chovanych

v Ceské republice. Z toho diivodu je potieba, projednavat viechny mozné okolnosti,
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které praxe piinasi a dojit tak k feSeni, které povede k vytvofeni podminek branici

vyvolani nakazy (Ptidal, 2008).

1.4 Zaménitelnda onemocnéni s morem véeliho plodu

1.4.1 Hniloba plodu

Bakterie Paenibacillus alvei, kterda vytvaii spory jsou spolu s bakterii
Melissococcus plutonius, ktera spory nevytvaii puvodci hniloby vceliho plodu. To
znamena, ze klinicka diagnostika v terénu je aktualné nespolehliva. Hniloba vceliho
plodu neni povazovana za vysoce rizikové onemocnéni, ale v n€kterych ptipadech se jiz
vyskytly nékteré jeji kmeny, které byly vysoce infekcni (Titéra 2018).

Hniloba vceliho plodu je pfipad, ktery se posila hlavné do laboratofi.
V laboratofich je bakterie Melissococcus plutonius vzdy identifikovana pomoci
kombinaci riznych diagnostickych metod. Onemocnéni hniloba vceliho plodu se
prenasi jen mezi vCelami, to znamena, Ze neni prenosna na ostatni zvifata a ¢lovéka
(Titéra 2018).

Mimotadné infekéni verze hniloby plodu se vyskytla v Peci pod Snézkou v letech
2015-2017, kde byla nalezena ohniska tohoto onemocnéni (Statni veterinarni sprava,

2015).
1.4.2  Zvdpenaténi plodu

Zvapenaténi plodu je onemocnéni plodu vcely medonosné. Toto onemocnéni
vyvolava houba Ascosphera Apis. Houba vytvaii spory, které se dostavaji do traviciho
traktu vCel a zde zaCinaji kliCit. Poté zacinaji rust vlaknovité a zacinaji se dale rozrustat.
V mrtvych larvach a kuklach se za¢ne vytvaret kiidovita struktura, kviali myceliu, které
pronika do vcely. Diky tomuto procesu zacnou vznikat takzvané kiidové mumie. Jejich
infekcnost je vysoka. Kfidové mumie vytvaii spory, které opét infikuji vCeli kolonie
prostfednictvim potravy. Tato potrava je ukladana do hnizda. Nemocni jedinci jsou
z hnizda v zasad¢ odstrafiovani, ¢imz je riziko infekce snizovano. Infikované larvy jsou
rozpoznani vétS§inou podle toho, ze zacnou vyzadovat vice potravy. Na zakladé toho
dospélé vcely vyhodnoti, ze néco neni v poradku a larvy z hnizda vyhodi. Mlze se stat,
ze nakazena larva prezije napii¢ mensimu pfijmu potravy, které by vyzadovala a nakazi

tak dalsi jedince (Williams, 2000; Hornitzky, 2001).
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1.4.3  Virozy

Hlavnim pfiznakem je tvorba takzvanych pytlicka. U tohoto onemocnéni je
typické, ze larva ma tvrdou pokozku a uvniti dochazi k rozlozeni tkané na tekuty stav.
Z bunky lze larvu, ktera je infikovana virem, vytahnout v kompletnim tvaru na rozdil od

bakterialni infekce, kde je larva rozpadla (Titéra, 2018).
1.4.4  Jiné potize

Zeslabnuti vcelstva mizou zpuasobit také napftiklad silna varroaza, hlad, nevyhovujici
matka nebo jeji ztrata, polni chemické postiiky nebo otrava. Pfi napadeni varroazou se
v buiikach mohou vyskytovat i dospéli rozto¢i Varrroa spolu s jejich vyvojovymi stadii.
Oslabené vcelstvo se poté jiz nedokaze starat o plod, ktery v dusledku toho umira

(Titéra, 2018).
1.5 Prenos véelich viri

Zpusob prenosu vcelich viri muze byt horizontalné ptimi. Dale se také muizeme
setkat s prenosem vertikalnim (Chen et al., 2006).

1.5.1  Prenos horizontdlné piimi

Tento zplsob prenosu se fadi mezi nejrozsifen€jsi. Funguje na principu pfimého
kontaktu mezi zdravymi a nakazenymi vcelami. Miize se uskutecnit napfiklad pfenosem

z infikované potravy, stolice nebo oralni cestou pii krmeni (Chen et al., 2000).
1.5.2  Prenos vertikalni

Pfi vertikdlnim pfenosu jsou viry prenaSeny vertikaln€ z matky na potomstvo
prostfednictvim vajicka béhem jeho vyvoje ptes buiiky folikulu nebo po dokonceni
vyvoje vajicka. Pii vertikalnim pfenosu mohou byt viry pienaSeny bud’ na povrchu

vajicka nebo uvnitt vajicka (Yue et al., 2007)

1.6 Dezinfekce

Choroboplodné zarodky se ni¢i pomoci postupu, kterému se obecné fika
dezinfekce. Na zniCeni vSech pfitomnych patogenli se pouziva proces nazyvany

sterilizace. Sterilizace je vcelku nakladnd a narocnad dezinfekEni metoda. Sporulujici
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bakterie moru vceliho plodu P. larvae je zna¢n€ odolna, to znamena, ze jeji dezinfekce
je pomérné slozita a musi se postupovat podle predepsanych postupt (Titéra, 2007).

Dezinfekce se rozdéluje na fyzikalni a chemickou nebo na profylaktickou a
ohniskovou. Ohniskova dezinfekce se pouziva v mistech, kde se nachéazi pfimy zdroj
infekce nebo se tato mista alesponl nachézi v jeji blizkosti a zaméfuje se na specifické
misto, ve kterém se vyskytuje infekéni materiadl. Ohniskova dezinfekce si klade za cil
snizit pocet patogenti v daném ohnisku, ¢imz se omezi dalsi rozsifovani infekce.
Profilakticka dezinfekce je vyuzivana jako preventivni opatfeni, kvili minimalizaci
mozné infekce. Tento typ dezinfekce je pouzivan k prevenci proti roz§ifovani patogenu.
Dale je také vyuzivan k zabezpeCeni hygienickych podminek v prostiedi. Tyto dva typy
dezinfekce maji spoleCnou funkci, ktera se tyka snizeni mnozstvi patogend.
Profylakticka dezinfekce je urCena pro preventivni uCely z divodu snizeni hrozby
infekce v Sir§im prostiedi. Ohniskova dezinfekce se pouziva na konkrétni mista, kde je
vysoka hustota patogenu (Kares, 2005).

V praxi to vypada tak, ze pokud se nakaza objevi, je dilezité chranit vCelstvo pred
Sitenim infekce pomoci ohniskové dezinfekce (Rejni¢, 1990). Je znamo nékolik
zpusobt, jakym zplsobem provést dezinfekci ploch a vcelarskych pomicek. Jedna
z moznosti je otfeni hadrem nebo tamponem, které jsou namoceny do dezinfekcniho
roztoku, pfi¢emz se dodrzuje stanovena doba ucinkovani nebo se ¢eka az do zaschnuti.
Zatim se povazuje za nejlep§i postup ponoteni do roztoku o dané koncentraci po predem
stanovenou dobu (Drasar, 1978). Pfed provedenim dezinfekce urCeného predmétu, je
potieba zjistit potiebné informace o infek¢nich ¢inidlech. Poté musime zjistit informace
o materidlech, na kterych bude dezinfekce provadéna a je potfeba k nim opatfit
specifické dezinfekCni pfipravky. Dale se pokracuje manualnim ¢ist€énim. Po dokonceni
manualniho Cisténi zistava posledni krok. Posledni krok je vlastni dezinfekce, coz
znamena vybér vhodnych dezinfek¢nich pfipravka a druha dezinfekce (Kursa et al.,

1998).
1.6.1  Chemicka dezinfekce

Dezinfekéni prostredky predstavuji rdznorodou skupinu chemickych latek, které
vytvareji nepfiznivé podminky pro preziti mikroorganismi. Mikrobicidy (baktericidy,
fungicidy, virucidy, sporocidy) hubi mikroorganismy nebo jejich spory, zatimco

mikrobistatika (bakteriostatika, fungistatika) pouze zastavuji rast mikroorganismu.
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Utinné  latky  dezinfekénich  prostiedkd  obvykle ovliviiuji —metabolismus
mikroorganismi (Buchrieser a Miorini, 2009). Chemické reakce, na kterych je
nejcCastéji zalozeno pusobeni dezinfekénich prostiedku, jsou: oxidace (piipravky chloru,
chloramint, isokyanuratt, pfipravky jodu, peroxid vodiku a jiné peroxidové
slouceniny), hydrolyza: (kyseliny, louh sodny, horkd4 voda). Chemické metody
dezinfekce v mnoha ohledech prevazuji nad metodami fyzikalnimi. Pfi dezinfekci je
nutné provést pieddezinfekci, coz je mechanicka ocista a sanitarni myti a nasledné
samotna dezinfekce. Nékdy Ize obé faze provadét pomoci detergenti a dezinfek¢nich
prostiedkd. Uginky dezinfekce zavisi také na zpasobu aplikace dezinfekéniho
prosttedku na mista, kde je potfeba nicit mikroorganismy. Dezinfekci povrchid a
predmétl lze provést ponofenim do dezinfekéniho prostiedku, setfenim hadiikem
namocCenym v dezinfekénim prostfedku, postfikem, uvolnénim plynu, odpafenim
dezinfek¢niho prostiedku. Pii provadeéni dezinfekce musi mit zhotovitel k dispozici
ochranny oblek, Cepici, rukavice, boty, bryle a respirator, pfirucni lékarnu s vhodnymi
protijedy. Dezinfek¢ni roztok by mél byt pripraven té€sné pred pouzitim, protoze jeho

ucinnost klesa (Vukicevi¢ a Hrgovi¢, 1988; Asaj, 2000).
1.6.2  Fyzikalni dezinfekce

Fyzikalni metody dezinfekce jsou zalozeny predevsim na vyuziti suchého nebo
mokrého tepla a aplikaci zafeni. Spalovani je nejstarsi a velmi dobra metoda fyzikalni
dezinfekce. To zabiji velmi odolné bakterie (jako je pivodce onemocnéni moru véeliho
plodu). Spaleni je postup, ktery zahrnuje vystaveni kontaminovanych predméti
plameniim, aby se zniCily patogeny, které se na nich nachazeji. Timto zptuisobem lze
kovové predméty i nékteré dievéné predméty dezinfikovat. Uinek dezinfekce horkou
vodou za normalniho atmosférického tlaku po dobu 30 minut se zvysi pfidanim 1-2%
krystalické sody (NaxCOs). Usp&snou metodou dezinfekce je také dezinfekce
horkovodni parou vytvarenou pevnymi nebo mobilnimi vyvijeci pary. Vodni para maze
mit na rozdil od vody teplotu vy3si nez 100 °C. Aby byla dezinfekce u¢inna, musi byt
vodni para pod ur¢itym tlakem a pfi minimalni teploté 110 °C po dobu 40-45 minut. Pro
dezinfekci se pouziva také proudici suchy horky vzduch pfi teploté od 110 °C do
150 °C v pecich a suSickach po dobu 30 minut (Bojani¢ Rasovi¢, 2021). Ultrafialové
zateni o vlnové délce 253 - 280 nm pusobi baktericidné. Maximalni GCinnosti je

dosazeno s paprsky o vinové délce 265 nm. Zdrojem UV zafeni jsou kromé slunce
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razné zafivky. Ultrafialové zareni nemize proniknout dovniti oSetfovanych predméta -
zafeni pusobi pouze na ozafovany povrch. Sporulujici bakterie jsou odolné vaci

ultrafialovému zareni (Belojevi¢, 2013; Titéra, 2009).
1.6.3  Poutiti dezinfekce k ochrané ulit a ramkii

Dezinfekci ulu provadime vzdy pfed osidlenim vcelami. Dezinfekce ulu probiha
vzdy jednou za tfi roky, pokud neni podezifeni na onemocnéni moru v¢eliho plodu ve
vcelstvu. Pii dezinfikovani musime pouzivat ochranné pomucky, jako jsou napftiklad
ochranné bryle, gumové rukavice a gumova obuv. V piipad¢€, ze se mor vceliho plodu
ve vcelstvu nevyskytne, tak dezinfikujeme uly pokazdé po prelozeni vcelstva. Nez
zacneme s dezinfekci, je potfeba dobfe ocistit dno, stény, strop ulu a zbytky poté
neprodlené spalit. Po tomto Cisténi zacneme uly dezinfikovat. pomoci ohné (Beranek et
al., 1956).

Spojenim fyzikalni a chemické dezinfekce vznika nejucinnéjsi a nejvice pouzivana
metoda dezinfikovani uli. Nejprve je vramci fyzikalni dezinfekce ul oslehan
plamenem. Poté v ramci chemické dezinfekce pfichazi na fadu pouziti louhu. Nakonec

se tento postup jesté jednou cely opakuje (Beranek et al., 1956).

1.7  Rezistence puvodce onemocnéni moru véeliho plodu vici antibiotikiim

Tylosin je druh antibiotik, ktery se pouziva v USA na potlaceni onemocnéni moru
vCeliho plodu. Lék Tylosin dobfe eliminuje symptomy této nemoci. Nicméné podle
poznatki védcu z 21. stoleti je patrné, Ze tento 1€k je nedostateCny, protoze bakterie
P. larvae se proti antibiotikim dokaze branit. V EU se antibiotika proti v¢elimu plodu
nepouzivaji, kvili zakazu pouzivani antibiotik v Zivo€isném primyslu a také z mozné
intoxikace vcelich produkti antibiotiky. Podle odbornikii je nejdualezit€jsi, aby se
vcelafi soustfedili hlavné na spravnou izolaci vcel pfed infekci pomoci rozdilnych

metod (Svoboda a kol., 1968).
1.8 Rostlinné silice
1.8.1  Vlastnosti rostlinnych silic
Rostlinné silice jsou jen maly zlomek slozeni rostlin, ale jsou zakladem
charakteristickych vlastnosti, pro které se aromatické rostliny pouzivaji ve

farmaceutickém, potravinaiském a vonném primyslu. Dnes je znamo, ze tyto silice maji
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komplexni slozeni, které tvoii mnoho slozek jako jsou uhlovodiky a kyslikaté

slouceniny (Hubik et al., 1989).
1.8.2  Vyskytsilic

V soucasnosti se jesté uplné nevi, k ¢emu presné silice rostlinam slouzi, existuje
pouze nékolik teorii. Jedna z teorii tvrdi, ze slouzi jako lakadlo pro opylujici hmyz a
jako usmériovac transpirace. Dale maji silice v rostliné funkci fytoncidd. Fytoncidy
jsou latky, které maji anti choroboplodné ucinky. Mnozstvi silic je v jednotlivych
rostlinach riznorodé a béhem vyvoje rostliny se muze klesat nebo stoupat.
(Bergkvist, 2007).

Silice se vytvari v protoplazmé a mohou se ukladat do riznych casti rostliny,
pfi¢emz kazda rostlina pro né ma vytvoreny specificky ulozny prostor. Naptiklad celed’
Lamiaceae ma silice obsazené ve svych specidlnich povrchovych zlazkach
(Bergkvist, 2007).

Silice se tvoii v protoplazmé. Odtud mohou prostupovat do pletiv nebo se ukladaji
v kvétech ¢i zlaznatych trichomech listl. Rosltinné silice jsou pfedmétem riznych

vyzkumu a stale se o nich védci dozvidaji nové informace (Bergkvist, 2007).
1.8.3  Struktura silic

Silice obsahuji vysoky pocet riznych chemickych sloucenin, z kterych bylo dosud
ur¢eno vice nez 500 ruznych latek (Bergkvist, 2007).

Silice se skladaji skoro ze vSech organickych slouCenin. Vyskytuji se zde
slouceniny uhlovodikd, alkoholt, aldehydi, ketont, étert, kyselin, esterd a dalSich
obdobnych chemickych latek (Bergkvist, 2007).

V minulosti byla u silice zaznamenana zména jeji pavodni viné. Jako priklad se
uvadi citrusové, které beéhem ¢asu mohou ziskat terpentynovy zapach. Citrusové silice
obsahuji vysoky obsah terpend, a proto se méni nejrychleji, nejspise kvuli tomu, ze u
nich dochazi k snadné oxidaci nenasycenych terpenickych uhlovodika, které jsou

schopné vést az k fetézovym reakcim v dalSich slozkéch silice (Bergkvist, 2007).
1.8.4  Ziskavani silic

Silice mizeme ziskat z rostlinnych surovin vice zpusoby. Je dulezité, aby bylo
zachovano prirozené mnozstvi slozek béhem extrakce silic zrostlin, kteroukoli
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pouzivanou metodu. Existuji razné metody separace rostlinnych silic od rostlinnych
materiall. Slozeni silice se mize mirné liSit na zakladé pouziti riznych extracnich
metod (Anitescu et al., 1997; Cassel et al., 2009).

Konvencni extrakcni technologie maji nékolik nevyhod, pficemz jsou energeticky
narocné. Kvuli vysokym energetickym nakladlim a snizeni emisi pfimélo lidi vytvaret
jiné metody, které jsou nakladove udrzitelné, efektivni a dokazi vytvaret produkty se

stejnymi nebo lepsimi vlastnostmi (Stratakos a Koidis, 2016).
1.84.1 Lisovani za studena

Lisovani za studena je star§i konvenéni metoda extrakce, ktera se pouziva hlavné
k vyrobé citrusovych silic. Tato metoda je zalozena na rozbijeni zlazek v kutikule nebo
slupce, ¢imz se uvolni potiebné silice. Tento proces vede ke vzniku vodnaté emulze,
ktera se poté odstredi, aby doslo k separaci silice (Bousbia et al., 2009).

Do zacatku dvacatého stoleti se prumyslova vyroba citrusovych oleji, které se
lisovali za studena, provadéla manuéaln€. Dnes je manualni prace nahrazena systémy pro
prumyslovou vyrobu peelingovych oleja. Patii sem stroje ,sfumatric, extraktory
bergamotového oleje a extraktory hnédého oleje (Arnodou, 1991; Dugo a Di Giacomo,
2002). Jelikoz nejsou aldehydy obsazené v citrusovych plodech tepelné stabilni, je tim
padem extrakce rostlinnch silic praktikovana mechanickymi metodami (Stratakos a

Koidis, 2016).
1.8.4.2 Extrakce rozpoustédlem

Tento druh extrakce je vyuzivan pro tepelné labilni rostlinné silice, které jsou
obsazeny napiiklad v kvétech. Prvnim krokem je rozpus$téni rostlin v lazni. Rozpustény
material je poté filtrovan a destilovan. Jako rozpoustédlo se zde pouziva naptiklad
alkohol nebo ethanol. Pii extrakci se pouzivaji nizsi teploty oproti destilaci, coz snizuje
problémy, tykajicich se chemickych zmén. Extrakce rozpoustédlem je také levna a
veelku rychla, a protoze rychlost difuze je zavisla na teplot€, mize se zvysit rychlost
procesu aplikaci horkych rozpoustédel (Stratakos a Koidis, 2016).

Vysledny esencialni olej pfi pouziti této metody obsahuje malé zbytky
rozpoustédla. Z toho divodu neni mozné tuto silici pouzit pro potravinarské ucely.

Vyjimkou je, kdyz se pouzije alkohol, jako rozpoustédlo. V takovém ptipadé je pouziti
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vzniklé silice povoleno v potravinaiském pramyslu. Parfémovy primysl se vyznacuje

pouzivanim tohoto typu extrakce (Stratakos a Koidis, 2016).
1.8.4.3 Destilace

Nejvice se pouziva destilace vodni parou. Doba destilace trva nejvyse deset hodin.
Celkové mnozstvi vzniklé silice destilacnim procesem zavisi na délce doby destilace,
tlaku a teploté (Naves, 1974).

Nevyhodou destilace je, ze se vlivem procesu hydrolyzuji estery na alkoholy, coz
se negativné projevi u silic, které maji ve své struktufe vysoky pocet takovych esterti

(Stratakos a Koidis, 2016).
1.8.4.4 Extrakce superkritickymi plyny

Tato metoda patii do kategorie alternativnich metod, ktera vznikla v dasledku
nespokojenosti s konvencnimi metodami, a jeji zkratka je SFE. Pfi zavedeni byla tato
metoda poté jesteé dlouhou dobu dimysIné studovana. Superkritickou fluidni extrakci
1ze provadét celkem ve tiech rezimech. Je to davkovy, semidavkovy a kontinualni rezim
(Stratakos a Koidis, 2016).

Obecné dojde kvlozeni pevného materialu do nadoby, do které se pridava
nadkriticka tekutina pfi specifické pratokové rychlosti az do té doby, nez je dosaZeno

vhodnych extrak¢énich podminek (Stratakos a Koidis, 2016).
1.8.4.5 Vyhody superkritické extrakce tekutin (SFE)

SFE mé nékolik vlastnosti, které z n€j ¢ini ucinnou alternativni techniku extrakce
esencialnich oleji ve srovnani s konven¢nimi metodami extrakce rozpoustédlem
(Otterbach a Wenclawiak, 1999; Lang a Wai, 2001).

Solvataéni sila (tj. interakce solutu s rozpoustédlem) pouzité tekutiny muze byt
fizena zménou tlaku a teploty, coz vede k velmi vysoké selektivité. Dilezité je vyhnout
se vysokému tlaku, jelikoz to muze poskodit extrakci Spatnych slouCenin s vysokou
molekulovou hmotnosti (Stratakos a Koidis, 2016).

Superkritické tekutiny maji moznost kvili své nizsi viskozité a vyssi difuzivité
vstupovat do poréznich pevnych materiald UCinn€ji v porovnani s kapalnymi
rozpoustédly. To vede k rychlejSimu pfenosu hmoty a rychlé extrakci ve srovnani s
metodami extrakce rozpoustédlem (Stratakos a Koidis, 2016).
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Dalsi vyhodou je, ze tato metoda je Setrnéjsi k zivotnimu prostredi, jelikoz se pfi ni
pouzivaji netoxické plyny. Pouziva se zde napiiklad CO2 nebo v urcitych ptipadech se
pouziva vyrazné¢ mensi mnozsvi organického rozpoustédla. Velkou vyhodou je také
moznost Skalovani podle potieby. To znamena bud analytické nebo velké pramyslové

vyroby (Stratakos a Koidis, 2016).
1.8.4.6 Porovnani SFE s konvencnimi metodami

Plyn CO2 (oxid uhlicity) se pii SFE casto pouziva, protoze ma nizkou kritickou
teplotu, je levny, netoxicky, nezapacha a snadno se odstrani bez zanechani zbytku.
Navic méa dobré rozpoustédlové vlastnosti pro nepolarni a nékteré polarni molekuly.
Zménou podminek procesu (napf. teploty a tlaku CO2) béhem extrakce 1ze selektivné
extrahovat olej pozadovaného slozeni (Modey et al., 1996; Khajeh et al., 2005).

Eikani et al., (1999) srovnavali extrakci esencialniho oleje kminu ziskaného z
Cuminum cyminum superkritickym CO2 s olejem ziskanym konvencni parni destilaci.
Ukazali, ze fyzikalné-chemické vlastnosti oleju extrahovanych superkritickym CO> a
parni destilaci byly odli§né. Srovnani parni destilace, extrakce rozpoustédlem, SFE a
kapalného CO> pouzitého k ziskani tékavého oleje ze santalového dieva zapadni
Australie ukazalo, ze SFE poskytuje nejvyssi vytézky extrakti a celkovych tékavych
latek (Piggott et al., 1997). Studie Pourmortazaviho a Hajimirsadeghiho (2007) také
ukazala, ze riznymi extrakénimi metodami lze ziskat rizna extrakcni sloZeni. Studovali
SFE tekavého oleje z listh Juniperus communis pomoci CO2 za ruznych podminek
tlaku, teploty, obsahu modifikatoru a dynamické doby extrakce. Porovnani SFE s parni
destilaci odhalilo, ze v extraktech SFE bylo pfitomno celkem 22 sloucenin, zatimco v
destilovaném oleji bylo identifikovano a kvantifikovano pouze 11 slozek.

Podle Khajeh et al. (2005) SFE nabizi nékolik vyhod oproti parni destilaci. SFE ma
za nasledek krat$i dobu extrakce (25 minut oproti 4 h u parni destilace) a nizsi naklady
na energii a vys§i selektivitu. Moznost manipulace se slozenim oleje zménou parametra
extrakce (tlak, teplota, objem modifikatoru a dynamickd doba extrakce) je v SFE
dosazitelna. Ackoli se ukazalo, ze slozeni oleju ziskanych SFE a parni destilaci se

kvalitativné nelisilo, lisilo se kvantitativné.
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1.8.5  Pusobeni silic na mikrobialni populace

Studie potvrdili, ze nekteré silice maji antibakterialni efekt. Bohuzel se vysledky
obtizné porovnavaji. To je zpusobeno rozdilnymi metodami a typy testovanych
mikroorganisma. Proces, jakym silice mikroorganismy ovliviuji zatim jest€ neni zcela
znam. NejspiSe se na tom podili vice aspektd. Jeden z aspektd mohou byt naptiklad
terpenoidy, coz jsou lipofilni latky, které negativnim zpusobem ovliviuji respiracni

cyklus mikroorganismua (Bergkvist, 2007)
1.8.6  Meéreni ucinnosti silic proti mikroorganismiim

Metody, které se aktualné bézné pouzivaji na testovani antibakterialniho efektu na
silice, byly piivodné vytvofeny za GCelem pro testovani antibiotik. Princip té€chto metod
spociva v pouziti zkoumané latky rovnou na mikroorganismus v agarové nebo kapalné
zivné pudé. Razné typy metod determinuji rozdilny systém experimenti. Tyto typy
metod se dale rozdeluji do kategorii. Konkrétné mluvime o agarovych testech difuzni
citlivosti a dilu¢nich metodach. Jelikoz je velky pocet rozdild, co se tyCe citlivosti
mikroorganismi na rdzné druhy silic, vyvolava to obtizné stanoveni optimalni
ze silice ze stejného druhu rostliny mohou mit odlisny efekt kvili ristovym a
klimatickym podminkdm v daném misté, kde byla rostlina odebrana, a dale také na
uchovéavani silice a typu jeji destilace (Kalemba, 2003; Nedorostova et al., 2009).

Z tohoto davodu se pouZzivaji rizné typy rozpoustédel, které zajist'uji, ze se silice
rozpusti v tekutinach pro stanoveni antimikrobialniho Gcinku. K nejpouzivanéj§im patii
napfiklad rozpoustédla DMSO, PEG nebo také ethanol. Zaroven mohou tyto
rozpoustédla zpomalovat rast mikroorganismd, a to stézuje testovani silic (Kalemba,
2003; Nedorostova et al., 2009).

Dalsim zplisobem stanoveni pusobeni silic, ktery se pouziva, se specifikuje na
pusobeni v plynné fazi. Tato metoda se vyznacuje tim, Ze testovany organismus je
vystavovan vyparum silice, ktery se z ni pravidelné uvoliuje, ale pfimo se do zivné
pudy nevklada. Pozd€ji se wukazalo, ze vystavovani vyparim  silic
vuci mikroorganismum pfinasi vyraznéjsi ucinky silic, hlavné u hub, coz bylo nasledné
i dokazano pomoci experimenti. Tento jev je vysvétlovan vice zpusoby. Prvni je, ze

citlivost hub je celkové o néco vyssi vici silicim v porovnani s bakteriemi. Faktem je,
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ze houby rostou predevsim na povrchu a diky tomu maji vétsi kontakt s uvoliiovanymi

parami. Na bakterie maji nejvétsi vliv silice ze substratu (Bergkvist, 2007).
1.8.7  Stanoveni minimalni inhibicni koncentrace

Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) je kvantitativni dilu¢ni metoda.
MIC v prekladu znamena nejnizsi koncentrace antibiotika (ATB), ktera jesté dokaze
inhibovat rast bakterie, ktery je pozorovatelny. Tato metoda je piresné€jsi nez difuzni
metody. Je udavana v pg/ml nebo mg/1 (Vlas et al., 2021).

Metoda nachazi uplatnéni naptiklad pfi vySetieni citlivosti kmenti z hemokultur, u
mikrobd, ktefi pomalu rostou a dal§ich nebezpecnych materiala, které byvaji sterilni.
Také ji mizeme vyuzit u diskovych testd, kde byla objevena polyrezistence.
Polyrezistence znamena, ze kmeny jsou necitlivé na vice skupin ATB. (Vlas et al.,
2021).

Pozitivnim aspektem na této metod€ je, ze diky ni muzeme zkoumat jeden kmen
pro vice antibiotik. Horsi na této metod¢ je, ze kvantitativni metoda je celkem obtizna a
muze u ni dojit k bakterialni kontaminaci. To znamena, Ze pii této metod€ je potieba
pracovat pouze sjednou Cistou kulturou mikroba bez pfimési dalSich patogenu a je

potieba pfi stanoveni riznych typu rezistence dodrzovat presnost (Vlas et al., 2021).
1.8.8  Stanoveni minimalni baktericidni koncentrace

Minimalni  baktericidni  koncentrace (MBC) je nejmenS§i koncentrace
antibakteridlniho cinidla potfebna k usmrceni mikroorganismu. Pfi  minimalni
baktericidni koncentraci je zni€eno nejméné 99,9 % bakterii ve zkoumaném vzorku.
Obecné je antimikrobialni latka uréena za baktericidni, jestlize MBC neni Ctyfnasobné
veétsi nez minimalni inhibicni koncentrace. Minimalni baktericidni koncentrace je
béhem antibakteridlniho testovani k minimalni inhibi¢ni koncentraci doplikem.
Pouzivani téchto metod dohromady, se provadi proto, ze 1 kdyz urcity MIC ukazuje
dobry inhibicni vysledek, pfi naocCkovani bakterii na agar se mulze stale ukazat
proliferace bakterii. To je zplUsobeno tim, ze antibakterialni Cinidlo v této dané
koncentraci neucinilo tplnou smrt stanovovanych bakterii (Moulton et al., 2017).

MBC se nejcastéji mefi v ug/ml. Tato metoda je znama tim, Ze umoziuje
antimikrobialnimu ¢inidlu, aby bylo v kontaktu s testovanym mikroorganismem po

dobu az 48 hodin. Diky tomu je vysledkem testu nejniz§i koncentrace potiebna ke
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zniCeni stanovovaného zkoumaného mikroorganismu spolu se vSemi dalSimi faktory,
které prispivaji k baktericidnimu uc¢inku (Moulton et al., 2017).

Také je mozné urcit, zda si mikroorganismus vytvoril vlastni rezistenci proti
testovanému 1écivu. Urc¢i se to tim zpusobem, ze se zjisti, zda je MBC testovaného
1éciva proti testovanému mikroorganismu vétsi nez nasobek tficeti dvou MIC (Moulton

et al., 2017).
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2 C(ile prace a hypotézy

Hlavnim cilem prace je vybér vhodnych rostlinnych silic s baktericidnim ucinkem
a stanoveni jejich minimalni inhibi¢ni a baktericidni koncentrace. Na zakladé zkoumani
reakce rostlinnych silic na P. larvae zjistime, na jaké latky je tento patogen citlivy.
Tento poznatek je dilezity zejména k ziskani dalSich postupi v boji proti tomuto
patogenu.
Hypotézy prace:
e Vybrané silice maji baktericidni vliv na P. larvae.
o Nekteré silice maji minimalni inhibicni 1 baktericidni koncentraci < 64 pg/ml.
Zkoumané silice jsou pouzity vzdy v Sesti riznych koncentracich. K oddéleni
koncentraci jsou vyuzivany mikrotitrani desticky o celkovém poctu 96 jamek. Denzita
narostlého patogenu je méfena na spektrofotometru.
Vybér silic vychazi z reSerSe dostupné literatury. Vybrané silice jsou pii stanoveni
minimalni inhibi¢ni koncentrace testovany mikrodiluéni metodou na mikrotitra¢nich
destickach. Vyhodnoceni bakterialniho ristu probiha na spektrofotometru. Minimalni

baktericidni koncentrace je testovana na agarovych plotnach.
3 Metodika

3.1 Priprava silic

Vzorky silic byli byly pofizeny od firmy 1. Aromaterapeuticka KH a.s. Samotny
odbér silic nebyl potifeba, protoze pouzivané rostlinné silice byly jiz pfedem pro
vyzkum pfipraveny. Samotny vybér vzorkl byl zvolen na zakladé informaci z dostupné
literatury. Skladovany byli v tmavych sklenénych nadobkach pfi teploté 4 °C. Vzhledem
k silné koncentraci se silice uchovavaly pouze v kapalném skupenstvi, aby déle

vydrzely. Soubor pouzitych rostlinnych silic je uveden v tabulce (viz tab. 1).
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Tabulka 1: Seznam pouzitych rostlinnych silic

Silice latinsky nazev Celed’

Copaiba Copaifera officinalis Bobovité (Fabaceae)

Cesnek Allium sativum Amarylkovité (Amaryllidaceae)
Dobromysl Origanum Vulgare Hluchavkovité (Lamiaceae)
Fenykl Foeniculum vulgare Miftikovité (Apiaceae)
Heifmanek modry Chamomilla recutita Hvézdnicovité (Asteraceae)

Hefmanek fimsky

Chamaemelum nobile

Hvézdnicovité (Asteraceae)

Hefmanek zluty

Ormenis multicaulis

Hvézdnicovité (Asteraceae)

Hiebicek Syzygium aromaticum Myrtovité (Myrtaceae)
Kardamom Elettaria cardamomum Zazvornikovité (Zingiberaceae)
Koriandr sety Coriandrum sativum Mirikovité (Apiaceae)
Kurkuma Curcuma longa Zazvornikovité (Zingiberaceae)
Levandule Lavandula Hluchavkovité (Lamiaceae)
Litsea Litsea cubeba Vaviinovité (Lauraceae)
Manuka Leptospermum scoparium Myrtovité (Myrtaceae)

Mata kadetrava

Mentha crispa

Hluchavkovité (Lamiaceae)

Mata peprna Mentha piperita Hluchavkovité (Lamiaceae)
Matefidouska Thymus serpyllum Hluchavkovité (Lamiaceae)
Mrkev seta Daucus carota Miftikovité (Apiaceae)

Mrkev (nepal) Nepal carota Mitikovité (Apiaceae)

Muskatovy kvét Mpyristica fragrans Muskatovnikovité (Myristicaceae)
Muskatovy ofech Myristica fragrans Muskatovnikovité (Myristicaceae)

Pelargonie Pelargonium Kakostovité (Geraniaceae)
Pelynék Artemisia Hvézdnicovité (Asteraceae)
Pept Piper Peptovnikovité (Piperaceae)
Ravensara Cinnamomum camphora Vavtinovité (Lauraceae)
Rozmaryn Rosmarinus officinalis Hluchavkovité (Lamiaceae)
Skorice Cinnamomum Vaviinovité (Lauraceae)

Salvgj Salvia officinalis Hluchavkovité (Lamiaceae)
Tymian Garden Thyme Hluchavkovité (Lamiaceae)
Vaviin Laurus Vaviinovité (Lauraceae)
Zazvor Zingiber officinale Zazvornikovité (Zingiberaceae)

Zdroj: viastni
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3.2 Priprava media

Medium pro rast bakterie P. larvae muselo byt pfipraveno tak, aby obsahovalo
dostatecné mnozstvi vSech potiebnych zivin pro jeji rust. Po naneseni Cisté sbirky
kultury P. larvae CCM 4488, ziskané piimo od Ceské sbirky mikroorganismé z Brna
doslo ke kultivaci nejméné po dobu dvou dni nebo do naristu viditelnych kolonii
P. larvae. Medium se vafilo, jak pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace, tak pro
stanoveni minimalni baktericidni koncentrace. Pro tyto dvé stanoveni se vafila dvé
mirné odliSna zivna media Rozdil mezi témito dvéma medii byl v jejich konzistenci. Pro
stanoveni minimalni baktericidni koncentrace na plotnach se pouzilo tuhé medium. Pro
stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace v mikrotitraénich destickadch se pouzilo
medium tekuté. 11 tuhého media se pfipravovalo z 10 g Mueller-Hintonova bujonu,
1 g pyruvatu sodného, 20 g K. agaru, 15 g kvasnicového extraktu, 3 g KoHPO4 a2 g
glukosy. 11 tekutého media se piipravovalo ze stejnych latek jako tuhé medium kromeé
K. agaru, ktery zde byl vynechan a celkové bylo pouzito mensi mnozstvi surovin,
pficemz z glukosy se vytvotil 10% roztok. Takto pfipravené medium se pak nechalo

vafit v autoklavu pfi 121 °C po dobu 15 minut.

3.3 Priprava inokula

Testovany kmen CCM 4488 (Czech collection of microorganisms) patogena
P. larvae byl pofizen z Ceské sbirky mikroorganism (gr). Bakterialni kmen byl
nejdiive naockovan na MYPGP agar a kultivovan 48 hodin pfi 37 °C. Narostla
bakterialni kolonie byla poté nabrana pomoci sterilni klicky a néasledné byla rozpusténa
ve sterilni destilované vodé& o vysledné denzité 0,5 McF (1-2x10® CFU/ml). Bakterialni
suspenze se poté fedila 1:200 (50ul:10ml). Vysledna denzita bakterii byla pfiblizné
5x10° CFU/ml.

3.4  Priprava sterilniho prostiedi

Usp&sné provedeny experiment, zabyvajici se pusobenim rostlinnych silic na
bakterii P. larvae je ovlivnén fadou faktort. Jeden ztéchto faktori je spravna
dezinfekce pracovniho prostfedi. Pfed kazdou praci v laboratofi bylo nutné peclivé
vydezinfikovat vS§echny pouzivané predméty, pied tim, nez byly vlozeny do flowboxu.
To znamené dezinfekce pipet, obaly na Spicky pipet, nadoby na media, emulgator a

fyziologicky roztok. Dale pak nadobu, ktera slouzila jako odpad pro pouzité Spicky a
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obal na ogkovaci kligky. Spicky pipet byly sterilizovany v autoklavu pii teplotd 121 °C
po dobu 23 minut pii tlaku 101,3 kPa. VSechny tyto sterilni materialy byly vlozeny do
pfedem vydezinfikovaného flowboxu. Po vlozeni do flowboxu uz se tyto materialy
nesméli z flowboxu vyjmout, kvili mozné kontaminaci z okolniho prostiedi. Flowbox
se dezinfikoval klasicky pouzitim papirového ubrousku, ktery byl pfedem namoceny do
dezinfekce.

Dulezita také byla spravna dezinfekce rukou. Spravnym postupem bylo umyti
rukou mydlem, osuSit a nasledné pouzit dezinfekci na ruce. Nejméné rizikovym
postupem bylo pouzit rukavice které se nasledné vydezinfikovali. Ve flowboxu nebylo
vhodné pracovat s hodinkami nebo naramky, které nejsou sterilni. Déle bylo taky

dulezité pracovat s vyhrnutymi rukavy tak, aby nezasahovali do Flowboxu.

3.5 Pristrojové vybaveni

Flowbox

Vortex mixer
Laboratorni termostat
Ultrazvukovy sonikéator
Spektrofotometr
Termostat

Autoklav

Analytické vahy

3.6 Stanoveni minimdalni inhibicni koncentrace (MIC)

Pro tento screening byla vybrana metoda v mikrotitracnich destickach se
specifickym mediem (MYPGP agar) pro kultivaci puvodce onemocnéni moru vcéeliho
plodu. V experimentu se pouzili klasické 96 jamkové mikrotitracni destiCky s plochym
dnem a vikem. Ve 2 ml eppendorfové zkumavce se smichalo jako emulgator 10 pl
DMSO, 8 ul rostlinné silice a 982 pl tekuttho MYPGP media. Pfi tomto procesu
vznikla ve zkumavce piibliznd koncentrace 8192 pg/ml. K homogenizaci vzorku se
pouzil ultrazvukovy sonikator po dobu 10 minut. Do vSech jamek mikrotitra¢ni desticky
se pipetovalo 100 pl tekutého namichaného MYPGP media. Poté se 100 pl
namichaného media se silicemi pipetovalo do prvni fady mikrotitracni desticky. Kazda
silice byla testovana pfti tfech opakovanich, to znamena ve tifech sloupcich mikrotitracni

desticky. Pomoci multikanadlové pipety se prvni fada promichala, ¢imz se ziskala
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koncentrace 4096 pg/ml. Nasledné bylo 100 pl roztoku piesunuto z prvni jamky do
druhé jamky. Na zakladé toho se dosahlo poloviéni koncentrace z prvni jamky do jamky
druhé. Na tomto principu byla koncentrace fedéna az do Sesté jamky, pfiCemz v Sesté
jamce koncentrace silice klesla na 128 pg/ml. Posledni a pfedposledni jamka byla
vyuzita, jako pozitivni a negativni kontrola. Na z&vér bylo do kazdé jamky aplikovano
100 pl suspenze bakterie, ¢cimz se zredila polovi¢ni koncentrace ve vSech jamkach
(2048-64 pg/ml) s rozdilem posledni fady, kam byla umisténa negativni kontrola. Cela
desticka se poté nejprve zméfila na spektrofotometru na vinové délce 405 nm. Poté se
desticka dala inkubovat na 48 hodin pii 37 °C. Po 48 hodinach se desticka podruhé
zmeéfila na spektrofotometru a nasledné se spocitala procentualni inhibice bakterie na
zakladé rozdila denzity (rust bakterie zptisobuje zakal) a stanovila se hodnota minimalni

inhibi¢ni koncentrace (viz tab. 2).

Tabulka 2: Priklad vyhodnoceni MIC na mikrotitracni desticce

Tymian Kurkuma Cesnek Ravensara

(ug/ml)| |1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 |1 |n

2048 | A |inhibice | inhibice | inhibice | inhibice ! inhibice | inhibice | inhibice ! inhibice ! inhibice | inhibice ! inhibice | inhibice

1024 | B |inhibice ! inhibice | inhibice | inhibice ! inhibice | inhibice | inhibice ! inhibice ! inhibice | inhibice ! inhibice | inhibice

512 inhibice ! inhibice | inhibice | ndrlst : narlst : nardst |inhibice ! inhibice ! inhibice | inhibice | inhibice ! inhibice

256 inhibice ! inhibice ! inhibice | nérGst ' ndrdst : narGst | inhibice ! inhibice ! inhibice | inhibice ! inhibice : inhibice

128 inhibice ! inhibice ! inhibice | ndrlst ' ndrdst : narGst |inhibice !inhibice ! inhibice | ndrdst | nardst : nardst

64 narlst | narlst |ndrlst |ndrdst @ ndrdst @ narGst |inhibice !inhibice ! inhibice | ndrdst | narlst @ nardst

K+ narlst |narlst |ndrist |ndrlst |ndrlst |nardst |ndrlst |narlst |narlst |narlst |ndrlst |ndrdst
bez bez bez bez bez bez bez bez bez bez bez bez

K- ristu |rGstu |rdstu |ristu |rlstu |rdstu |rlstu |rdstu |rdstu |rlstu  |rdstu | rdstu

zdroj: viastni
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3.7 Stanoveni minimadalni baktericidni koncentrace (MBC)

Pro tento test byly vybrany klasické plastové sterilni Petriho misky o priméru
90 milimetrt (viz obr. 1 a 2). Do Petriho misek bylo pouzito specifické tuhé medium
pro kultivaci pivodce onemocnéni moru vceliho plodu. Toto medium se jmenuje
MYPGP. Ke stanoveni MBC byly pouzity 48 hodin staré¢ kultury z vySe uvedenych
MIC testd na mikrotitracnich destickach. Plotna se pro stanoveni MBC rozdélila
obrazné fixou na ¢tyfi Ctvrtkruhy. Dany ¢tvrtkruh obsahoval dohromady Ctyfi fady,
které reprezentovali inokulum, jehoz nejdulezitéjsi slozkou byla silice s bakterii
P. larvae, pficemz druh zkoumané silice byl vzdy v ramci jednoho ctvrtkruhu stejny.
Inokulum bylo aplikovano na Petriho misku pomoci sterilni klicky o objemu 1 pl.
Kazda tada se vzdy skladala ze tfi opakovani. Tyto ctyfi fady se liSili koncentraci
pouzité silice. Koncentrace bakterie byla ve vzorku vzdy stejna. Bylo na vybér 6
riznych koncentraci zkoumanych silic. Konkrétné koncentrace 64 pg/ml, 128 pg/ml,
256 pg/ml, 512 pg/ml, 1024 pg/ml a 2048 pg/ml. Na zakladé vysledkd ze
spektrofotometru doslo k vybéru ¢ty vhodnych fad dané silice na pomezi rustu a
inhibice bakterie. Po 48 hodinach inkubace ve 37 °C doslo ke kontrole ristu/absence

rustu bakterii a stanoveni MBC.

Obrazek 1: nariist bakterie P. larvae pri testu minimalni baktericidni koncentrace,

zdroj: viastni
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Obrazek 2: Narist bakterie P. larvae pri testu minimdlni baktericidni koncentrace,

zdroj: viasmi

3.8 Zasady prdce pri provadéni experimentu

Pfi tomto laboratornim tukolu bylo potieba pracovat peclivé a presné. Kazdy
chybny krok mohl znac¢né ovlivnit cely vysledek. Dulezité bylo presné pipetovani
roztoku, predevsim pak pipetovani multikanalovou pipetou, coz vyzadovalo mensi praxi
a pracovat podle navodu. Dale pak bylo potfeba dodrzovat presné mnozstvi
pouzivanych latek, cemuz predchazel spravny vypocet potiebného mnozstvi, predev§im
pfi varfeni media. Zaroven se musel dodrzovat pfesny €as mezi jednotlivymi kroky.
Napriklad pii pfipravé inokula bylo potfeba inokulum s bakterii pfipravit tak, aby po
smichani s fyziologickym roztokem jeho denzita spliiovala hodnotu 0,5 McF (1-2x10%
CFU/ml) a hned po tom pipetovat do mikrotitra¢ni desticky.

Dulezité bylo také dodrzovat dobu potiebnou pii stanoveni minimalni inhibicni a
baktericidni koncentrace. Doba téchto dvou stanoveni po pfiprave bakterie k rastu Cinila
vzdy 48 hodin. Za 48 hodin méla bakterie, ktera k tomu méla podminky vzdy vyrust.

Pokud se tak nestalo, disledkem byl a¢inny baktericidni efekt pouzité silice.
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4 Vysledky

4.1 Stanoveni minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIC)

Celkem byla ur¢ena MIC a MBC u 31 ruznych silic (viz tab. 3). Z vysledku
vyplyva, Ze mezi zkoumané rostlinné silice s hodnotou MIC 64 ug/ml jsou Copaiba,
Cesnek, Litsea, Mrkev (Nepal), Pept a Skofice. O néco slabsi silice byly Dobromysl,
Hrebicek, Manuka, Matefidouska, Mrkev seta a Tymian, jejichz hodnota MIC tedy byla
128 pg/ml. Déale nasledovali opét o néco slabsi silice, jako Hefmanek modry a
Ravensara, jejichz hodnota MIC se rovnala 256 pg/ml. Mata peprna vykazovala
inhibi¢ni ucinek pii hodnoté ziedéni 512 ug/ml. Pfi této hodnoté byla silice ve vzorku
zfedéna trojnasobné, pfiCemz pii dalSim zfedéni by uz nedokazala inhibovat ruast
P. larvae. Silice, které inhibovali rust bakterii nejvyse pfi hodnoté zfedéni 1024 pg/ml
jsou Hefmanek zluty, Koriandr, Kurkuma, Méta kadetava a Zazvor. Tyto silice uz jsou
pomérné slabé a pfi hubeni P. larvae nejsou prili§ ucinné. Posledni nejpocetnési
skupinou zexperimentu MIC jsou v tabulce uvedeny silice shodnotou zfedéni
2048 pg/ml. Jedna se o silice Fenykl, Hefmanek fimsky, Kardamom, Levandule,
Muskatovy kvét, Muskatovy ofech, Pelargonie, Pelyndk, Rozmaryn, Salvéj a Vaviin.
Tyto silice jsou z experimentu nejslab$i, co se tyCe antimikrobidlniho uc¢inku na
P. larvae. Rada s pozitivni a negativni kontrolou méla vyjit vzdy stejné, a to tak, Ze
pokud v pozitivni nebo negativni kontrole vySla kontaminace, bylo namisté

zkontrolovat Cistotu pouzitého media.
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Tabulka 3: Vysledky minimalni inhibicni koncentrace

Silice Minimalni inhibi¢ni koncentrace
Copaiba 64 ug/ml
Cesnek 64 ug/ml
Litsea 64 pg/ml
Mrkev (Nepal) 64 pg/ml
Pept 64 pg/ml
Skofice 64 pg/ml
Manuka 128 ug/ml
Tymian 128 ug/ml
Dobromysl 128 ug/ml
Hiebicek 128 ug/ml
Mrkev seta 128 pg/ml
Matetidouska 128 pg/ml
Ravensara 256 pg/ml
Hefmanek modry 256 pg/ml
Mata peprna 512 pg/ml
Zazvor 1024 pg/ml
Mata kaderava 1024 pg/ml
Kurkuma 1024 pg/ml
Koriandr 1024 pg/ml
Hefmanek zluty 1024 pg/ml
Pelargonie 2048 pg/ml
Muskatovy ofech 2048 pg/ml
Muskatovy kvét 2048 pg/ml
Rozmaryn 2048 pg/ml
Pelynék 2048 pg/ml
Salvgj 2048 pg/ml
Levandule 2048 pg/ml
Kardamom 2048 pg/ml
Hefmanek fimsky 2048 pg/ml
Fenykl 2048 pg/ml
Vaviin 2048 pg/ml

zdroj: vilastni
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4.2 Stanoveni minimalni baktericidni koncentrace (MBC)

Stanoveni minimalni baktericidni koncentrace bylo provadéno po narustu
bakterie v mikrotitracnich destickach (viz tab. 4). Bakterialni roztok se silici byl z kazdé
jamky odebran ockovaci klickou na zivné medium na Petriho miskach o primeéru
90 milimetrt. Odebiraly se vzdy ¢tyfi fady smési silice s bakterii na pomezi prechodu
mezi inhibici a ristem bakterie. Z experimentu stanoveni minimalni baktericidni
koncentrace a minimalni inhibi¢ni koncentrace vyplyva, ze nejsilngsi silici z
experimentu je Copaiba, ktera usmrtila bakterii pii hodnoté zfedéni 64 ng/ml.

Dale nasledovali silice jako Dobromysl, Pepf, Litsea, Manuka, Skofice,
Mrkev (Nepal) a Tymian. Tyto silice dokazaly usmrtit bakterie do koncentrace
128 pg/ml. Bakterie by pfezila jejich antimikrobialni u€inek, pokud by tyto silice mély
koncentraci 64 pg/ml a méng.

O né&co slabsi byly silice Cesnek, Hefmanek modry, Hiebicek a Mrkev setd. Toto
jsou stfedné silné silice v ramci experimentu. Tyto rostlinné silice dokéazaly usmrtit
bakterii P. larvae az do koncentrace 256 pg/ml. Bakterie pii pouziti téchto silic
dokézala prezit, pokud méli tyto silice hodnotu zifedéni 128 pg/ml a méne. Dale byly
zméfeny silice Ravensara a Matefidouska. U téchto silic byla zméfena hodnota MBC
512 pg/ml. Tato dvojice silic tedy zvladla usmrtit bakterii maximaln€é pii hodnoté
ziedéni 512 pg/ml a vyS. Od hodnoty ziedéni 256 ug/ml a méné tyto dvé silice
nedokazaly bakterii usmrtit.

Nyni se dostavame k predposledni nejslabsi skupiné silic, co se tyCe stanoveni
minimalni baktericidni koncentrace. Do této skupiny patfi silice Zazvor a Mata peprna.
U téchto rostlinnych silic nebyl patrny zadny narast bakterie P. larvae az do hodnoty
zfedeéni silice 1024 pg/ml. Bakterie jiz dokazala prezit G€inky téchto silic o koncentraci
512 pg/ml a nizsi. Zcela nejslabsi skupina silic z méfeni MBC dokazala usmrtit bakterie
pfi hodnoté ziedéni 2048 pg/ml. Pokud méli tyto silice hodnotu ziedéni 1024 pg/ml a
méné, bakterie jejich plisobeni dokazala prezit. Do této skupiny patii Fenykl, Hefmanek
fimsky, Hefmanek zluty, Kardamom, Koriandr, Kurkuma, Levandule, Mata kadetava,
Muskatovy kvét, Muskatovy ofech, Pelargonie, Pelynék, Rozmaryn, Salvéj a Vaviin.

Tato nejslabsi skupina silic byla nejpocetnéjsi v ramci testovani MBC.
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Tabulka 4: Vysledky minimalni baktericidni koncentrace

Silice Minimalni baktericidni koncentrace
Copaiba 64 pg/ml
Dobromysl 128 ug/ml
Litsea 128 ug/ml
Manuka 128 ug/ml
Mrkev (Nepal) 128 ug/ml
Pept 128 ug/ml
Skofice 128 ug/ml
Tymian 128 ug/ml
Hefmanek modry 256 pg/ml
Cesnek 256 pg/ml
Hiebicek 256 pg/ml
Mrkev seta 256 ug/ml
Matetidouska 512 pg/ml
Ravensara 512 pg/ml
Mata peprna 1024 pg/ml
Zazvor 1024 pg/ml
Vaviin 2048 pg/ml
Salvgj 2048 pg/ml
Rozmaryn 2048 pg/ml
Pelynék 2048 pg/ml
Pelargonie 2048 pg/ml
Muskatovy ofech 2048 pg/ml
Muskatovy kvét 2048 pg/ml
Mata kadefava 2048 pg/ml
Levandule 2048 pg/ml
Kurkuma 2048 pg/ml
Koriandr 2048 pg/ml
Kardamom 2048 pg/ml
Hefmanek zluty 2048 pg/ml
Hefmanek fimsky 2048 pg/ml
Fenykl 2048 pg/ml

zdroj: viastni
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5 Diskuze

Antimikrobialni efekt pouzitych rostlinnych silic byl riznorody. Z mého
pozorovani mély silné silice vétsinou vysokou hustotu a vyraznou silnou vini. Pokud se
podivame na antimikrobidlni efekt pouzitych silic, tak zjistime, ze silice, které
vykazovaly silny antimikrobialni efekt byl maly pocet. Pii¢inou malého poctu silic se
silnym antimikrobidlnim efektem v experimentu mohl byt ndhodny vybér téchto
rostlinnych silic nebo také fakt, ze v pfirodé se vyskytuje obecné¢ méné rostlinnych silic
s vysokym antimikrobialnim ucinkem. Vyhoda vysokého antimikrobialniho uc¢inku
silice spociva v tom, ze staCi pouzit pouze malé mnozstvi dané silice k usmrceni kolonie
P. Larvae. Nevyhodou vysokého antimikrobialniho ucinku silice mize byt Spatny vliv
na samotné larvy v ulu, to znamena poskozeni larev (Fuselli et al., 2005).

Na prikaz antimikrobialniho ucinku silic byla pozita metoda pro stanoveni
minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace (MBC).
Stanoveni MIC probihalo na mikrotitratnich destickach. Zde bylo testovano pokazdé
Sest koncentraci ¢tyt odliSnych silic. Pro MBC byly vybrany pouze ctyfi koncentrace
dané silice ztestu MIC, pfi¢emz prvni koncentrace vybrané silice byla na pomezi
inhibice a ristu.

Prace s mikrotitratnimi destickami a agarovymi plotnami, kam byla umistovana
bakterie s rostlinou silici byla naro¢na z divodu snadné kontaminace. Muselo se vzdy
postupovat za piisnych hygienickych podminek, jinak hrozila kontaminace.

Kontaminace vzorku byla zji§tovana dvéma zpusoby. Prvni moznosti bylo nechat
prosvitit mikrotitracni desticku slunecnim svétlem a zamétovat se na narust cizorodych
bakterii. Bakterie P. larvae méla vzdy bilou barvu. Druhou moznosti bylo pomoci
spektrofotometru. Pokud kontaminace v uréitém vzorku presahla z vysledki
700 jednotek absorbance naméfenych na spektrofotometru, byla tak prokazana
pfitomnost jinou bakterii, nez je P. larvae. Dal§i moznosti bylo pfeneseni inokula na
agarovou plotnu, jako pfi stanoveni MBC a sledovani rustu. Byla tak zajisténa presnéjsi
identifikace a snizila se tim chybovost §patného urceni kontaminovaného vzorku.

Vybér vhodnych silic k pouziti na vyrobu preventivniho pfipravku na mor vceliho
plodu zalezi napftiklad na velikosti Ulu, hustoté zamofteni, typu vcelstva a tak podobné.
Aktudlné se uly nakazené morem vceliho plodu musi palit. Pouziti silic v ulovém

prostfedi by mohlo byt tim padem pfedmétem dal§iho vyzkumu.
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Tohidpour et al. (2010) uvadi, ze tymianova silice, je bohatd na thymol a dle
Juvenetal. (1994) byly hlaSeny antagonistické ucinky thymolu proti Listeria
monocytogenes a Bacillus subtilis. Ma prace zkoumala plisobeni Tymianu proti
P. Larvae, kde tymian dosahoval hodnot MBC a MIC 128 pg/ml. Dale pak Ben Jabeur
et al. (2017) ve své studii uvadéji, ze silice Tyminan vykazuje antifungalni aktivitu
neboli schopnost potlacovat rust a Sifeni houby. Toto zjisténi se pravdépodobné vyuzije
pro navrzeni alternativniho biofungicidu (prostiedky slouzici k potlaCeni ristu a Sifeni
hub), ktery minimalizuje riziko vzniku multirezistence patogent.

Silice Skofice dosahovala pii méfeni proti P. larvae u testu MIC 64 pg/ml a u
MBC 128 ug/ml. Gende et al. (2008) tvrdi, ze Skofice vykazuje in vitro antibakterialni
aktivitu, ktera je zpusobena pfitomnosti eugenolu i proti Staphylococcus aureus.
Skofice se fadi do Celedi Lauraceae a rodu Cinnamomum. Tento rod zahrnuje asi
250 druhti. Skofice patii také k tradi¢nim bylinnym 1ékim, které jsou Siroce
distribuovany v Cing, Indii a Australii (Wang a Yang, 2009). Pro své antimikrobialni,
antioxidacni a antikarcinogenni aktivity je Skofice vyuzivana v potravinafstvi, kofeni,
kosmetice a lékarstvi (Li et al., 2013).

Testovana silice Hrebicek v naS§em méteni vykazovala o néco nizsi antimikrobialni
ucinky, nez tomu bylo napiiklad u silice Pepf, nicméné stale ji muzeme fadit do
pomérné ucinnych silic. Hodnota MIC u Hiebicku byla 128 pug/ml a hodnota MBC
256 pg/ml. Eugenol je hlavni slouceninou hiebickové silice (Syzygium aromaticum) a
protirakovinné a relaxa¢ni ucinky. Mimo to také napomahd ochrané kosti, posiluje
pokozku a vykazuje insekticidni u¢inky (Kaur a Kaushal, 2019). Selles et al. (2020) ve
své studii testovali silici hfebicek (Syzygium aromaticum) proti riznym bakteriim, jako
jsou Serratia sp., Salmonella sp., Kluyvera sp., Klebsiella sp. a E. coli. MIC naméfili u
bakterie Serratii sp. a Salmonelli sp. 2,72 mg/ml. U Kluyvera sp., Klebsiella sp. a E.
coli. naméfili hodnotu MIC 1,36 mg/ml. Hodnoty, které nameéfili u MBC byly
nékolikanasobné vyssi. U Serratii sp. naméfili hodnotu MBC 109 mg/ml. U
Salmonelli sp. a Kluyveri sp. naméfili hodnotu MBC 5,45 mg/ml. U Klebsielli sp. jim
vysla hodnota MBC opét 10,9 mg/ml stejné jako u Serratii sp. Hodnota MBC u E. coli
jim vysla 5,45 mg/ml.

Hefmanek timsky byl v testu MIC a MBC naopak vyhodnocen jako silice s velice
slabou antimikrobialni aktivitou. Hodnota MBC a MIC Hefmanku fimského vysla
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2048 pg/ml. Bail et al. (2009) studovali ucinky silice Hefrmanku fimského proti raznym
kmenim grampozitivnich bakterii, jako jsou napfiklad Staphylococcus aureus a
Enterococcus faecalis a gramnegativnich bakterii jako jsou naptiklad Escherichia coli a
Pseudomonas aeruginosa, a také proti kvasinkdm Candida albicans za pouziti
modifikované metody fedéni agaru a agarové diftize. Vysledkem test bylo, ze
Hefmanek vykazoval vysokou antimikrobialni aktivitu proti vSem kmentim testovanych
mikrobu.

Silice Hefmanek modry vykazovala u testt MIC a MBC hodnotu 256 pg/ml.
Hlavni slozkou Hefméanku je Chamazulen a Bisabolol, které zajiStuji antimikrobialni
ucinky Hefmanku (Gosztola et al., 2010). Dalsi testovanou silici byla Litsea. Ansari et
al. (2016) zaradili silici Litsea do kategorie vysoce ucinnych silic s hodnotou MBC
186 pg/ml a u MIC 85 pg/ml proti P. larvae. Pfi mém meéfeni vysla hodnota MBC u
Litsey 128 pg/ml a hodnota MIC 64 pg/ml. Hodnoty méteni MBC a MIC u Ansari et al.
(2016) vysly u Litsey v porovnani s mym méfenim podobné€. Diivodem tohoto malého
rozdilu muze byt rozdilné sloZeni silice Litsey nebo mirné odli§na metodika provedeni
experimentu. U silice Cesnek vysla vysoka antimikrobialni aktivita hlavné u testu MIC,
kde hodnota Cesneku vysla 64 pg/ml. Hodnota MBC Cesneku vysla 256 pg/ml. Hlavni
G&innou slozkou Cesneku je nejcenngjsi disulfid s vyraznym antibakterialnim uéinkem.
Kromé toho, ze se pouziva k inhibici P. larvae, nachazi vyuziti inhibice i u bakterii
patticich do skupiny E. coli, tyfus Bacillus, epiphytes, Vibrio cholerae a dal§i viry.

Silice Manuka méla mnou naméfené hodnoty MIC a MBC 128 nug/ml, coz
vykazuje jeji silnou antimikrobialni u€innost proti bakterii P. larvae. Podle Chen et al.
(2016) ma Manuka vysokou inhibici i proti bakteriim, jako jsou napfiklad S. aureus,
S. mutans, S. sobrinus nebo E. coli. Dale tvrdi, ze dokéaze inhibovat, jak gramnegativni,
tak grampozitivni bakterie, pficemz antibakterialni ucinky této silice zlstaly silné i po
dlouhych dobach inkubace bakterie.

Dalsi vysoce ucinné silice z méfeni mizou byt zminény silice Copaiba, Pept a
Mrkev. Hodnota Pepie pfi testu MBC vysla pfi méfeni 128 pg/ml, coz je nepatrné
mensi hodnota, nez kterou nameéfili Ansari et al. (2016), kterym pii méfeni silice Pepie
vySlo 162 + 182 pg/ml. Divodem rozdilu mize byt mirné odlisnd metodika
experimentu, ktera byla béhem testovani pouzita. Pfi méfeni MIC u Pepie vysla hodnota
64 ug/ml. V porovnani stestem MIC Pepfe u Ansari et al. (2016), kterym vySlo

78 £ 8,2 ng/ml je nami naméfend hodnota nizsi. Dalsi silice s vysokou ucinnosti z této
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skupiny je silice Mrkev setd. Zdrojem esencialniho oleje z mrkvovych semen jsou
predev§im semena divoké mrkve (Daucus carota L. ssp. carota, Apiaceae), které se
bézné€ vyskytuji v Evropé. Vuné této esencialni silice je jemné sladka a jsou v ni
pfitomny zemité abylinné naznaky. V tradiéni mediciné se vlastnosti této silice
vyuzivaly k 1é€b€ zazivacich potizi (Sieniawska et al., 2016). Pfi naS§em méteni dosahla
silice Mrkev seta hodnoty MIC 128 pg/ml a MBC 256 pg/ml. V porovnani s testovanim
silice Mrkve u Ansari et al. (2016), kterym u Mrkve vysla hodnota MIC 482.0 + 36.5 a
hodnota MBC 612.6 + 52.0 jsou nami nameéfené hodnoty znatelné niz§i. Divodem mize
byt mirné odlisSnd metodika experimentu a odlisné slozeni testované silice Mrkve.
Copaiba pii méteni dosahla hodnoty MIC a MBC 64 pg/ml. Antimikrobialni aktivita
Copaiby byla popsana i proti jinym oralnim mikroorganismim, jako jsou S. pyogenes a
S. salivarius. Olej Copaiba se sklada z nékolika riznych latek, jako jsou naptiklad
kyselina kopalova, kanabinoidy a B-karyofylen. Tyto latky mohou mit riizné interakce s
bakterii, coz potlacuje vyvoj rezistentnich kmenu S. mutans (Pieri et al., 2012). Co se
tyCe ucinka Copaiby na jiné bakterie, tak napfiklad Packer a Luz (2007) ve své studii
uvadi, ze silice Copaiba nevykazuje inhibi¢ni uCinek proti bakterialnim kmenam, jako

je Staphylococcus aureus nebo Pseudomonas aeruginosa.
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6 Zavér

Tato prace se zaméfovala na zkoumani pusobeni rostlinnych silic na bakterii
P. larvae. Prace splnila své cile, které byly zadany na zaCatku experimentu. Byly
vybrany vhodné rostlinné silice, u kterych se dalo vzdy zméfit, pii jaké koncentraci
zacnou pusobit svym antimikrobialnim uc¢inkem na bakterii P. larvae, a kdy uz ne. Bylo
urceno Sest koncentraci zfedénych silic, jako ramec, a vSechny vybrané silice se do
tohoto ramce vesly. Konkrétné se jednalo o koncentrace, které jsou uvedeny v tabulce
¢ili hodnoty 2048 pg/ml, 1024 pg/ml, 512 pg/ml, 256 ug/ml, 128 pg/ml a 64 pg/ml.
Tyto ramcové koncentrace urCovaly, kolikrat je dana silice zfedéna a zda dana silice s
touto koncentraci jesté zvladne bakterii ve vzorku znicit nebo jen inhibovat jeji rast. U
vybranych silic se poté vzdy stanovila minimélni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a
minimalni baktericidni koncentrace (MBC). Vysledky byly poté zahrnuty do tabulky a
sefazeny podle antimikrobialniho u¢inku vybranych silic.

V literarni Casti jsou stru¢né popsany informace o vCele medonosné. Déle se prace
podrobnéji vénuje onemocnéni moru veeliho plodu. V literarni ¢asti jsou popséana i jina
v€eli onemocnéni, ktera jsou zpisobena bakteriemi, parazity nebo houbami. Dale jsou
popsany rizné moznosti dezinfekce a v posledni fadé jsou zde popsany vlastnosti,
vyskyt, struktura, ziskavani a pasobeni rostlinnych silic na mikroorganismy.

Z méfeni vysla jako nejucinngjsi silice Copaiba, ktera dosahovala hodnot
64 pg/ml u testu minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) i u minimalni baktericidni
koncentrace (MBC). To znamena, ze tato silice dokazala znicit bakterii P. larvae pti
koncentraci 64 pug/ml. Dosahnout v obou testech MIC a MBC hodnoty 64 pg/ml se
zadné jiné silici kromé& Copaiby v experimentu nepodafilo. Silice, které¢ dosahovaly u
testu MIC hodnot 64 pg/ml a zaroven u testu MBC hodnoty 128 pg/ml jsou Mrkev
(Nepal), Pept, Litsea a Skofice. Naopak z experimentu vySly jako nejslabsi silice
Fenykl, Hefmanek fimsky, Kardamom, Levandule, Muskatovy kvét, Muskatovy ofech,
Pelargonie, Pelynék, Rozmaryn, Salvéj a Vaviin. U téchto silic vysla hodnota MIC a
MBC 2048 pg/ml.

Velky diraz byl pfi provadéni experimentu kladen na presnost pipetovani a
dodrzovani prisnych hygienickych podminek, aby se tak pfedeslo kontaminaci vzork,
coz by negativné ovlivnilo vysledky. Dezinfekce byla nedilnou soucasti pro uspésné

provedeni experimentu. Dezinfikovalo se prakticky vSe, s ¢im se pracovalo ve
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flowboxu. Vysledky z méteni MIC byly vyhodnocovany na mikrotitraénich destickach
pomoci spektrofotometru a vysledky MBC byly vyhodnocovany na Petriho miskach.

Co se tyCe hypotéz, tak prvni hypotéza se zabyva tim, zda maji vybrané silice v
experimentu vliv na bakterii P. larvae. To bylo potvrzeno pii testu MIC a MBC, jelikoz
z vysledka téchto testi je patrné, ze i ty nejslabsi vybrané silice dokazaly uspésné
inhibovat rast bakterie P. larvae

Druhé hypotéza se ptala na to, zda bude mit néktera z vybranych rostlinnych silic
minimalni inhibic¢ni koncentraci < 64 ug/ml. Tato hypotéza byla také potvrzena, protoze

u silice Copaiby vySla hodnota MIC a MBC 64 ug/ml.
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CCM Czech collection of microorganisms
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McF McFarland
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