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Antimikrobialni aktivita extrakti ze svétliku lékarského
(Euphrasia rostkoviana) in vitro

Souhrn: Tato prace se zabyva antimikrobialnim ptisobenim extraktd a silice ze
svétliku 1ékaiského (Euphrasia rostkoviana Hayne) na mikroorganismy, které jsou
oznacovany jako bézni ptivodci nemoci o¢i. Formou reSerse je otevieno téma tradi¢niho
1éc¢itelstvi, moznosti vyuziti 1é¢ivych bylin, jejich aktivnich slozek a samotny svétlik 1ékaisky
a jeho puisobeni. Diky jeho zjevnému spojeni s 1éEbou o¢nich infekci je rozebrano téma
vzniku infekce, typy o€nich infekci stejné jako organismt, které za timto vznikem stoji. V
praktické ¢asti prace popisuje samotny vyzkum, do kterého patii piiprava extraktii (vodny,
acetonovy, ethanolovy, hexanovy, odvar) a silice, testovani jejich schopnosti inhibovat rust
vybranych patogent (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus
Faecalis, Escherichie coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa a Candida
albicans) a v neposledni fad¢ analyza sloZeni silice. Pro ur¢eni minimalni inhibi¢ni
koncentrace byla pouZita bujonova mikrodilu¢ni metoda in vitro.

Jako nejefektivné;jsi byla zjiSténa silice, kterd vykazala inhibi¢ni vlastnosti, a to pii
nizké koncentraci oproti ostatnim extraktim (MIC 512 — 2048 ug/ml). Spolu s acetonovym
testovanych mikroorganismi. Dosazené vysledky potvrzuji antimikrobidlni potencial rostliny
a také analyzuji slozend silice, které ukazuje konkrétni latky, které by za antimikrobialni

aktivitu mohly byt zodpovédné.

Kli¢ova slova: Svétlik 1ékarsky; Euphrasia rostkoviana; antimikrobialni aktivita; ocni

infekce; extrakty z 1é¢ivych bylin; silice



Antimicrobal activity of Euphrasia rostkoviana extracts
In vitro

Summary:

This thesis is focused on antimicrobial activity of extracts and essential oil of
Eyebright (Euphrasia rostkoviana Hayne) against microorganisms, whose are connected with
eye disorders. The literature review opens the topic of traditional medicine, potential use of
medicinal plants, their active substances and the Eyebright itself and its activity. Thanks to
obvious connection to the treatment of eyes infections, the topic of beginning of an infection,
types of eye infections as well as the pathogens responsible for it. Practical part describes own
research, including information about methods of extraction (water, acetone, ethanol, hexane,
water decoction) and essential oil, tests of their abilities of growth inhibition of pathogens
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus Faecalis, Escherichie
coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans) and also the
analysis of essential oil composition. Minimum inhibitory concentrations were determined by
broth microdilution method in vitro.

The essential oil was shown as the most effective exerting inhibitory activity at lower
concentrations when compared with other extracts (MIC 512 — 2048 pg/ml). Together with
the acetone extract, the essential oil showed also the broadest spectrum of activity inhibiting 6
out of 7 microorganisms tested. The observed results confirm the antimicrobial potential of
the plant and bring also information on the essential oil composition, showing some

compound candidates that can be responsible for the antimicrobial activity.

Keywords: Eyebright; Euphrasia rostkoviana; antimicrobial aktivity; eye infections; extracts

of herbal plants; essential oil
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1 Uvod

Zijeme v dobg, kdy se ztraci spojeni mezi ptirodou a Glovékem. Toto se neodrazi
pouze v niCeni svéta kolem nds, ale trpime tim i mi samotni, i kdyz si to mnohdy
neuvédomuje. OdtrZzeni od pfirozeného tadu, nenachazime pomoc v situacich, kdy by
pomohlo prosté zastaveni se a rozhlédnuti. Mnohdy je feSeni pfimo pfed nami a bylo tu celou
dobu.

Svétlik 1ékaisky (E.rostkoviana) je rostlina, ktera ma 1ééebné Gcinky a pomaha pfi
nemocech o¢i. VEédéli to nasi predci ddvno predtim, nez byla objevena konvenéni 1é€iva ¢i
syntetické ptipravky. Dokonce bylinu pojmenovali tak, aby bylo v§em i v budoucnu jasné, k
jakému ucelu je vhodna. Piesto zlstala dlouhou dobu téméf nepovSimnuta. Tuto praci a
pfedevsim vyzkum, kterym se zabyvala bychom mohli brat jako krok smérem, ktery by nam

do budoucna mohl byt prospésny.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cile prace:

1. Urcit jestli a pfi jaké koncentraci maji rizné extrakty ze svétliku lékarského
Euphrasia rostkoviana antimikrobialni pfipadné baktericidni resp. fungicidni Géinek proti
vybranym mikroorganismtim.

2. Analyza slozeni vydestilované silice.

Védecka hypotéza:

Svétlik 1ékaisky Euphrasia rostkoviana je v herbafi uvadén jako bylina, kterd se v
domacim 1é¢itelstvi pouziva k 1é¢bé zanéti o¢i. Vytazky ze svétliku 1ékaiského E.rostkoviana
muzeme v dne$ni dob¢ nalézt jako slozky volné prodejnych farmaceutik doporucovanych pii
riznych oc¢nich obtizich. Predpokladame tedy, Zze svétlik lékaisky E.rostkoviana ma

antimikrobidlni ucinky.



3 Prehled literatury

3.1 Lécivé byliny

3.1.1 Historie

Jakkoliv d&jinné diikazy nasvédcuji tomu, ze 1é€ivé rostliny byly pouzivany uz
starodavnymi civilizacemi, vystopovat historii pfirodni mediciny neni jednoduché. Primitivni
¢lovék si v§imal a ocenioval velkou rozmanitost rostlin, které mu byly dostupné (Singh, 2006).
A jelikoz se jimi zivil, vS§imal si i jejich vlastnosti v€etné€ schopnosti vylé€it nemoci nebo
moznosti uskodit. Téchto znalosti diky novym zkusenostem piibyvalo a aby nezanikly,
shromazd’ovali je jedinci, ze kterych se stavali 1é¢itelé. V této dobé si lidé predstavovali, ze
vSe v ptirodé tedy slunce, rostlina i kdmen, ma svoji dusi, a ve schopnosti rostliny pfemoct
nemoc vidéli tajemnou silu ¢i kouzelnou moc. Lécitelé se staveli do role prostiednikii mezi
touto silou a ¢lovékem. Jejich moc se upeviovala, pokud po ¢arovani ¢i poziti byliny nemoc
ustoupila (Korbelat a Endris, 1985).

Prvni zaznam o pouziti 1é¢ivych bylin v ramci systému zdravotni péde pochazi z Ciny (2800
pt. n. 1.). Zda se, Ze mnoho rostlin pouzivanych k 1é¢bé bylo objeveno diky pozorovani
divokych zvitat a také metodou pokus a omyl. Velky ¢insky cisat Shen Hung (3000 pf. n. 1.)
zapsal ve své praci Pen Ts ao.ching (Divine Husbandman's materia medica) 365 1é€ivych
rostlin. Dilo je povaZovéano za nejranéjs$i dochovany ¢insky l€kopis. Dale kuptikladu Schen
Nong zdokumentoval pouziti Ma Huang (chvojnik) v 1é¢b¢ respiracnich obtiZi jako
bronchitida a astma. Seznam uzivanych 1é¢ivych rostlin napsal také Hammurabi, kral
Babylonie (1800 pft. n. 1.). Zdokumentoval pouZziti maty peprné v 1€cb¢ obtizi zazivaciho
ustroji (Singh, 2006). Zaznamy z Mezopotamie datované okolo roku 2600 pft. n. 1. dokladaji
pouziti pfiblizné 1000 substanci pochazejicich z rostlin. Patii mezi n€ oleje druhu cedrus
(cedr) a Cupressus sempervirens (cypiis), Glycyrrhiza glabra (1ékotice), druhu Commiphora
(myrta) a Papaver somniferum (makova stava). Jejich vyuziti k rozliéné 1é¢bé, od kasle a
nastydnuti po parazitalni infekce a zanéty, pretrvalo do dnesni doby. Také pocatky
egyptského 1ékarstvi se datuji okolo roku 2900 pt .n. 1. “Ebers Papyrus” z roku 1500 pf. n. L.,
patii mezi nejznamé;jsi a popisuje pres 700 drog pirevazné rostlinného pivodu (Cechinel-

Filho, 2012). Indie byla prvni zemi, kterd vyvazela koteni a drogy. Uz kolem roku 2000 pf.



n.l. cestovaly karavany z Indie a Ciny pies Babylénskou #i3i k Cernému mofi do Syrie,
Palestiny a Egypta (Korbelaf a Endris, 1985).

Zaklady stfedomoiského a evropského 1ékatstvi byly polozeny fyziky a filozofy
b&hem obdobi antického Recka a Rimského cisafstvi. Nejvyznamnéjsimi a nejvlivngj$imi
klasickymi autory byli Hippokrates z Kosu (460-377pt. n. 1.), Galénus (129-200 nebo 216
n.l.) a Pedanios Dioskorides (1.stol. n. 1.),, ktery uspésné kombinoval 1ékaiské a botanické
znalosti (Leonti et Verpoorte, 2017).

Hippokrates (460-377 pt. n. 1.) byl slavnym lékaifem uz ve svych 20 letech. Byl velkou
autoritou, jejiz vliv lze pozorovat od 5.stol. pt. n. 1. dal do hlubokého sttedoveéku. Odpovedi
na problémy ve fungovani lidského téla se snazil ziskat pitvami zvirat. Také se pokousel
oprostit 1éCitelstvi od knézského mysticismu. Dokazoval, Ze 1é¢i sama ptiroda, a ne 1ékar
(Korbelaf a Endris, 1985). Dioscoridova De Materia Medica spole¢né s Galenovou prvni
abecedni sbirkou zakladnich drog (De simplicium medicamentorum facultatibus libri XI) jsou
povazovany za nejvlivnéjsi herbare, které byly kdy napsany. Diky opakovanému opisu a
rozsifovani jejich naplné tvarovaly oba texty sttedomotské a evropské pouziti 1éCivych rostlin
az do 18.stol. Dioscorides popsal 1ékatiské vyuziti 600 1é¢ivych rostlin, okolo 900 bylinnych,
35 zvitecich a 90 mineralnich drog. O stoleti pozdé&ji Galén popisuje okolo 850 jednoduchych
drog velkou mérou se piekryvajicich s témi, které zmintuje Dioscorides, ty ale udavaly
vyznamné mén¢ 1é¢ebného vyuziti. (Leonti et Verpoorte, 2017)

Diky naboZenstvi nastalo ve stfedoveéku zatemnéni. Cirkev zakazovala 1é€it n€které
nemoci, za jejichZ vznikem vidéla hiich ¢i nadpfirozené pisobeni. Nemélo se bojovat ani
proti moru a cholefe, k uzdraveni mélo dojit rukou BozZi. K tomu mély vést procesi, modlitby
a odkazy cirkvi. Navic lIékate si mohli dovolit jen bohati. Socidln¢ slabi byli odk4zani na
lidové 1é¢itelstvi a dochazi mezi nimi k velké umrtnosti, zvlasté po sttedoveékych vélkach
(Korbelat a Endris, 1985). Vyznamnou osobnosti, ktera chtéla zménit dogmaticky ptistup a
oprostit védu od ndbozenstvi, byl Svycarsky Iékat Paraccelus (1493-1541). Budoval zaklady
moderni 1€katské védy a také lékarské chemie. Zamétoval se ttéZ na pokusy a pozorovani
vlivu chemickych latek na ¢lovéka, prosazoval kauzalni terapii pred 1é€bou symptomatickou a
patfil mezi prikopniky i ve farmakoterapii. Obdobi syntetické pfipravy anorganickych l1é¢iv
bylo zapocato prave jeho experimenty (Jahodat, 2010). Je znamy i uvedenim zékladnich
principt toxikologie a obhajovanim vysokych hygienickych standardii pii operacich. Presto
nebyl zcela imunni proti pouzivani symbolismu a esoterickému smysleni (Leonti et

Verpoorte, 2017). Nakonec bylo jeho u€eni odsouzeno a oznaceno jako zavrzenihodné.



Zemftel bez ptatel a v bidé roku 1541 (Korbelar a Endris, 1985). V Paracelsovych
experimentech pokracoval v 2.pol.16.stol. Némec Oswald Croll, ktery zacal anorganicka
1é¢iva pripravovat ucelove. Ubchla jesté dvé stoleti, nez se anorganicka IéCiva stala soucasti
bezné praxe v 1€karstvi (Jahodar, 2010).

Dalsi osobnosti plisobici v oblasti botaniky a Iékatstvi byl Pietro Andrea Mattioli
(1501-1578), ktery v letech 1555-1570 ptisobil v Praze (Jahodat, 2010). Mattioliho herbat
Materia Medica (1544) shrnoval praci Discorida a ptidal popis dalSich 600 Ié¢ivych druhd.
Kniha méla diky mnozstvi pies 30 000 kust zna¢ny vliv a byla ptelozena do Cestiny,
némdiny, francouzstiny a arabstiny. Plivodni verze byla vydana v italstiné (Leonti et
Verpoorte, 2017). Pod nazvem Herbar, jinak bylinar (1562) vytvoftil ¢eskou verzi
ptirodovédec Tadeas Hajek z Hajku (1526-1600), ktery rozsifil texty o domacich rostlinach a
zkratil ty, které byly o rostlinach exotickych (Jahodaft, 2010). Staré herbafe maji i svoji
historickou cenu. Zachycuji myslenky a domnénky védct a zaznamenévaji poznatky z
lidového 1écitelstvi. Zajimavosti je, ze 1idé, kteti zili v riznych zemich, ale za podobnych
podminek, pouzivali téméf totozné prostiedky k dosazeni 1é¢ebného efektu (Korbelat a
Endris, 1985).

Smér, kterym se zdpadni medicina vyvijela poslednich 400 let, byl veden virou v
ziskéani esencidlnich latek z extraktl tradi¢n€ uzivanych bylin. Prvni spéchy v izolovani
nekterych hlavnich alkaloidl a diikazy o jejich prospésnosti v Iékaistvi byly zaznamenany
pted pfiblizné 200 lety (Leonti et Verpoorte, 2017). Némecky 1ékarnik Sertiirner izoloval z
opia alkaloid morfin v roce 1803. Francouzi Pelletier a Caventoun izolovali z rostliny
Cinchona alkaloid chinin v roce 1819. Némec Rungen izoloval z kavy kofein v roce 1821.
(Jahodat, 2010) Toto jesté posililo zaméfeni vyzkumu na hledéni ¢istych latek a jejich
syntézu, ptipadné tvorbu jejich analogi. Pfistup zdpadni mediciny na konci minulého stoleti
by Sel popsat jako “jeden cil-jedna latka™ ,to vedlo k povazovani jakychkoli smési rostlinnych
extraktd za nevédecké (Leonti et Verpoorte, 2017). Dnes je mozné vidét zménu piistupu k
piirodni 1écbé. V zapadnich zemich jsou naptiklad ajurvéda a tradi€ni ¢inskd medicina
popularnimi metodami 1é¢by. Ukazuje se, Ze se zvySuje pocet pacientll konzultujicich svij
stav s l1ékafi praktikujicimi alternativni 1é€ebné piistupy. Faktory, které mohou byt této zméné

napomocné, jsou cena v porovnani s efektivitou a relativni bezpec¢nost bylinného 1é¢itelstvi

(Singh, 2006).



3.1.2 Formy upravy

Specifikace zpracovani rostlin se zakladaji na pozadavcich na bylinny material a
kone¢ny bylinny produkt. Hotovy bylinny produkt se sklada z ptipravy jedné ¢i €1 vice bylin.
Pro ptipad, Ze je pouzita vice nez jedna bylina, 1ze pouzit termin “michany bylinny produkt”
(mix). Hotové bylinné produkty a mixy mohou vedle aktivnich slozek obsahovat také
substance formované soubézn¢ s aktivni slozkou 1é¢iva. Za bylinné nejsou povazovany
hotové produkty a mixy, do kterych byla pfidana aktivni, chemicky definovana slozka, a to
véetné syntetickych sloucenin a/nebo slozek izolovanych z bylinnych materiala (WHO,
2007).

Uprava rostliny je zdkladem pro hotové bylinné produkty a miize se skladat z
rozmé&lnéni nebo rozdrceni na prasek, vyrobu extraktl, tinktur ¢i oleji. Tyto jsou pfipraveny
extrakci, purifikaci, , koncentraci, frakcionaci a dal$imi fyzikalnimi a biologickymi procesy
(WHO, 2004).

3.1.2.1 Odvar

Odvar se pfipravuje vafenim hrubé€ rozmélnéné rostlinné drogy ve vod¢. Pokud je
rozmé&lnéni pfili§ jemné, objevi se sedlina. Pro jeho skladovani by mély byt pouZity sterilni
lahve. Pfed jejich plnénim se odvar namisto filtrace scedi. Pokud odvar zméni barvu nebo se
na jeho povrchu objevi malé bilé hrudky, mél by byt vyhozen. Z vnéjSku se odvar pouziva na

omyvani ran a vnitin¢€ pak k 1é€b¢€ riznych zdravotnich obtizi (Singh, 2006).

3.1.2.2 Nalev

Nalev lze pfirovnat k §alku ¢aje. Droga se prelije vafici nebo studenou destilovanou
vodou a je ponechana v pfikryté nadobé po dobu 15 minut a poté je scezena. Nékdy je pro
piipravu silného nalevu za pouziti vafici vody doba louhovani v nadobé prodlouZena na
hodiny. Horky nélev je silnéjsi nez studeny, protoZe se v ném efektivnéji extrahuji aktivni
slozky. Kazda droga mé urceny Cas, za ktery preda obsazené latky vode¢.

Pro piipravu studeného nélevu se droga nahrubo rozmélni a je ponechéna 24h v uzaviené
nadob¢ naplnéné vodou. Praskova droga vodu vstiebd a vytvoti hmotu, ktera je nasledné
slisovéna, az se ziska tekutina, ktera se smicha se zbylou vodou z nadob a poté je odmétena v
mérnych baiikach. Pokud nebyl pouzit konzervaéni prostiedek, mél by se nalev spotifebovat

béhem 12h. Nékdy je nalev vyroben za pomoci slabého alkoholu, ktery pak funguje jako



konzervant. Voda pouzita pii vyrob¢ nalevu by méla byt destilovana. Tvrda voda neni

schopna extrahovat vSechny piednosti bylin, a proto by nem¢la byt pouzivana (Singh, 2006).

3.1.2.3 Prasek

Préasek je smés suché latky upravené na jemny prach a peclivé smichané dohromady.
Pro piipravu pragku je nutné drogu proprat vodou a dikladng ususit. Uprava sugené drogy na
prasek je provedena palickou v hmozdifi. PraSek miize byt samostatnou substanci, nebo
Castéji smesi praska riznych latek. Rtzné ingredience by se mély rozmélnovat odd€len¢ a
teprve po odvazeni se smichat na témet hladkou tipravu. Michani se provadi malou pali¢kou v
hmozditi nebo $pachtli na desti¢ce. Hydroskopické drogy by mély byt skladovany v pfesné
tésnici lahvi, zazatkované obalenim do voskového nebo parafinového papiru a pokud mozno
prekryté tenkou folii. Barva prasku zistane jednotnd, pokud se s lahvi opakované tiese a jeji
obsah se presypa, a tim jsou diikladné promichany jeho slozky. Riizné praskové konzistence

vznikaji pti prichodu pies sito s nastavitelnou zménou mfiizky (Singh, 2006).

3.1.2.4 Extrakt

Extrakty jsou ptipravovany oddélenim rozpustné latky z rostlinné tkané za pouziti
vhodného rozpoustédla, jako je alkohol, éter a voda. Zkoncentrovani vysledné tekutiny je
docileno odpafenim tak, aby tekuty extrakt dosahl koncentrace blizké suchosti a pevného
extraktu. Podle pouziti rozpoustédla jsou extrakty klasifikovany jako alkoholové, éterové a
vodné. Pevny a vodny extrakt je tfidén na zédklad€ metody piipravy. Alkoholovy, éterovy a
vodny extrakt je kategorizovan podle typu pouzitého rozpoustédla. Standardizovany extrakt je

piipravek, ktery obsahuje jisty neménny pomér aktivni slozky (Singh, 2006).

3.1.2.5 Lisovani

Je to proces ziskavani oleje nebo st'avy lisovanim 1é¢ivych nebo aromatickych rostlin
(Singh, 2006).
3.1.2.6 Rozmélnéni

Je proces rozdrceni riznych ¢asti 1é€ivé rostliny palickou v hmoZdifi nebo mixérem

(Singh, 2006).



3.1.3 U¢inné latky

Léciva rostlina je jakékoliv rostlina, ktera v jednom nebo ve vice svych organech
obsahuje substance, jeZ mohou byt pouzity pro terapeutické tcely nebo jsou prekursory pro
chemofarmaceutické semisyntézy. Casti takovéto rostliny véetné listl, stonkil, oddenkd,
kvétl, zrn, semen, kotenil a kliry jsou pouzivany pii 1é€b€ nebo kontrole stavu nemoci, a tudiz
obsahuji chemické slozky, které jsou 1écebné aktivni. Tyto rostlinné ne-nutricni chemické
latky nebo bioaktivni slozky jsou ¢asto uvadény jako fytochemikalie nebo fytoslozky
(Doughari, 2012). Slovo fytochemikalie vychazi z feckého vyrazu fyto neboli rostlina. Jejich
studium zahrnuje porozuméni chemického slozeni rostlin pouzivanych v medicing.
Fytochemikalie produkované v rostlinach jsou sekundarnimi latkami zodpovédnymi za
metabolické aktivity a k obranym uceliim (Singh, 2006). Sekundarni produkty mohou byt
definovany jako ptirodni produkty obvykle rostlinného ptivodu, které nepiisobi pfimo na
primarni biochemické aktivity, jez podporuji rist, vyvoj a reprodukei organismu, ve kterém se
nachazeji (Wijesekera, 1991).

Fytochemikalie vznikaji specifickymi biochemickymi procesy, které se d¢ji uvnitt
rostlinnych bunék. Rozsah jejich piisobeni je od lékatsky uzite¢nych po smrtelné jedy. Rada
fytochemikalii izolovanych z rostlinného materialu je dnes pouZivano ve farmaceutickém
pramyslu (Singh, 2006). Potencial ptirodnich produkti je sotva prozkoumany. I ptes
intenzivni vyzkum pozemské flory je odhadovéano, Ze pouze 6% z ptiblizn¢ 300 000 druht
vy$S§ich rostlin bylo systematicky farmakologicky prozkoumano a pouze 15% fytochemicky
(Cechinel-Filho, 2012). Rostlinné sekundarni metabolity jsou ohromn¢ variabilni skupinou

fytochemikalii diky jejich mnozstvi, strukturalni riznorodosti a rozSiteni (Tiwari et al., 2013).

3.1.3.1 Fenolické latky

Fenolické latky jsou velkou a komplexni skupinou chemickych slozek obsaZenych v
rostlinach. Jsou rostlinnymi sekundarnimi metabolity a maji dilezitou roli jako latky ochranné
(Saxenaet al., 2013). Zahrnuji riznorodou skupinu molekul, jako jsou flavonoidy (flavony,
anthokyany), stilbeny, tanniny, lignany a ligniny. Témét 10 000 fenolt se naléza v rostlinach.
Nékteré jsou rozpustné v organickych rozpoustédlech, jiné jsou rozpustné ve vodé a dalsi jsou
velké nerozpustné polymery (de la Rosa et al., 2010).

Fenolické latky jsou chemickou skupinou obsahujici hydroxylovou skupinou (-OH) ,
kde je (-OH) navazan pfimo na aromaticky uhlovodik. Fenol (C6H50H) je povazovan za

nejjednodussi v této skuping ptirodnich produktt (Saxena et al., 2013). Chemicka rozli¢nost



fenolickych latek odpovida jejich riznorodé roli v rostling. Nékteré maji funkci mechanické
podpory, zatimco dal$i chrani rostlinu proti skodlivému ultrafialovému slune¢nimu zafeni a
excesivni ztrat€¢ vody. Nekteré piitahuji opylovace a Sifitele semen, kdezto jiné slouZzi jako
signaly, které navodi obranné reakce proti biotickému ¢i abiotickému stresu. Dalsi z téchto
latek mohou potlacit rist konkurenénich rostlin v okoli (de la Rosa et al., 2010). Jejich
Jako takové jsou aplikované pti kontrole lidskych infekci zptisobenych patogeny (Doughari,
2012).

Fenoly lidem prokazuji rozli¢né prospésné vlastnosti a jejich antioxidacni pisobeni je
dalezité v urceni jejich role jako ochrannych Ciniteld proti procesiim pii nemocech,
zpusobenych volnymi radikély. Flavonoidy jsou nejvétsi skupinou rostlinnych fenoli a také

nejvic studovanou (Saxena et al., 2013).

3.1.3.2 Flavonoidy

Flavonoidy piedstavuji Sirokou oblast latek, které hraji dilezitou roli v ochrané
biologickych systému proti Skodlivému efektu oxidativnich procesii v makromolekulach, jako
jsou sacharidy, proteiny, lipidy a DNA (Saxena et al., 2013). Jsou dilezitou skupinou
polyfenolii hojné zastoupenou mezi rostlinami (Doughari, 2012). Zakladni strukturu
flavonoidu tvofi dva aromatické kruhy,jeden z fenylalaninu a druhy z kondenzace tti
malonovych kyselin, spojené tfemi uhliky. Mezi hlavni ¢tyii skupiny flavonoida patii
anthokyany, flavony, flavonoly a isoflavony. VétSinou se 1isi stupném oxidace na téech
uhlikovych vazbach (de la Rosa et al., 2010). N&které z nich jsou pigmenty vysSich rostlin
(Doughari, 2012).

Anthokyany jsou barevné flavonoidy, které upoutavaji zvitata, kdyz je kvétina pfipravend k
opyleni nebo ovoce pripravené k snédeni (de la Rosa et al., 2010). Nékteré flavonoidy
nachazejici se v ¢astech rostlin jsou ¢lovékem normalné konzumovany (Saxena et al., 2013).
Ukazuje se, ze hraly dilezitou roli v ispéchu 1€katrského osetieni v davnych dobach, a jejich
pouziti pfetrvalo dodnes (Saxena et al., 2013).

Flavonoidy ziskaly za posledni dobu pozornost diky jejich zna¢né biologické a
farmakologické aktivité. U flavonoida byly hlaSeny projevy rozmanitych biologickych
vlastnosti zahrnujici antimikrobialni, cytotoxickou, protizanétlivou stejné jako
protirakovinovou aktivitu. Ale nejlépe popsanou piednosti t¢éméi kazdé skupiny flavonoidi je

jejich schopnost chovat se jako silné antioxidanty. Ty mohou chranit lidské télo proti volnym



radikalim (Saxena et al., 2013), a tim i proti kardiovaskularnim chorobdm a rakoviné (de la
Rosa et al., 2010). Schopnost flavonoidl chovat se jako antioxidanty zéalezi na jejich
molekularni struktuie (Saxena et al., 2013).

Nicméné k flavonoidiim patii i jedovaty isoflavon rotenon. Zamezuje transportu
elektronti v mitochondriich, a tim zamezuje dychani u zvifat. Vyskytuje se v listech
tropickych lusténin. Jiné lusténiny obsahuji isoflavon, ktery napodobuje Gc¢inek estrogenu.

Genistein je ptiklad isoflavonu se silnou estrogenni aktivitou (de la Rosa et al., 2010).

3.1.3.3 Alkaloidy

Alkaloidy jsou pfirozen¢ syntetizovany velkym mnozstvim organismu, v¢etné zvifat,
rostlin, bakterii a hub (Saxena et al., 2013). Jsou tvofeny jako sekundarni metabolity z
aminokyselin a obvykle jsou nositeli hotké chuti provazené toxicitou, ktera pomaha zapudit
hmyz a bylozravce (de la Rosa et al., 2010). Alkaloidy jsou pfirodni produkty obsahujici
heterocyklické atomy dusiku (Saxena et al., 2013). Maji zasadity charakter a v reakcich jsou
zésadité. Méni Gervenou barvu lakmusového papirku na modrou (Singh, 2006). Urovei
zasaditosti se znacné lisi v zavislosti na struktufe molekuly a pfitomnosti a umisténi
funkénich skupin (Doughari, 2012).

Vétsina alkaloidd obsahuje pyridin, quinoline a isoquinoline nebo zaklad tropanu. Postranni
tetézce v alkaloidech jsou odvozeny z terpenu a acetatu (Singh, 2006). Reaguji s kyselinami
za tvorby krystalickych soli bez vzniku vody (Doughari, 2012). Jsou snadno rozpustné v
alkoholu a tézko rozpustné ve vod¢. Soli alkaloidl jsou obvykle rozpustné ve vodé€. V piirodé
jsou alkaloidy souc¢asti mnoha rostlin. Ve vétsi mite se vyskytuji v semenech a kotenech,
¢asto v kombinaci s rostlinnymi kyselinami (Singh, 2006).

Nékteré z prvnich ptirodnich produktii izolovanych z 1é€ivych rostlin byly alkaloidy. Tyto
alkaloidy jsou pouzivany jako lokalni anestetika a stimulanty jako kokain (Saxena et al.,
2013).

Vyzkumy ukazuji, Ze konzumace nékterych alkaloidii pfinasi zdravotni vyhody. Napiiklad
theobromin ma silné diuretické, stimula¢ni ucinky a rozsifuje cévy (de la Rosa et al., 2010).
Dalsi dilezité alkaloidy rostlinného piivodu zahrnuji doplitkové stimulanty kofein, nikotin,
kodein, atropin, morfin, ergotamin a efedrin (Doughari, 2012). Alkaloidy jsou podstatnym
zdrojem farmaceutickych drog. Je znamo, ze v zelenych rostlinach existuje vice nez 12 000

alkaloidli a pouze par z nich bylo vyuzito k lécebnym uceliim (Singh, 2006).



3.1.3.4 Glykosidy

Glykosidy jsou obecné definovany jako produkty kondenzace cukri, vcetné
polysacharidl, s mnozstvim odliSnych variant organickych hydroxylovych latek, a to takovym
zpuisobem, Ze hemiacetalni jednotka uhlovodiku musi byt nezbytné soucasti kondenzace
(Doughari, 2012). Nalézaji se v bunécné stave (Singh, 2006), jsou bezbarvé, krystalické
podstaty, obsahuji uhlik, vodik a kyslik. Nékteré jsou specifické obsahem dusiku a siry
(Doughari, 2012). V reakcich jsou neutralni. Riizni se svoji rozpustnosti ve vod¢. Nékteré
jsou rozpustné v éteru a alkoholu. Jsou opticky aktivni a levoto¢ivé (Singh, 2006).

Chemicky se skladaji ze sacharidu (glukézy) a ne-sacharidové ¢asti (aglykonu nebo
geninu-necukerna slozka heteroglykosidtl). Aglykony jsou reprezentovany alkoholem,
glycerolem a fenolem. Glykosid mize byt rychle hydrolyzovan do slou¢enin s enzymy a
mineralnimi kyselinami (Doughari, 2012). Znamym piikladem glykosidu je amygdalin v
mandlich (Singh, 2006). Byl pouzivan k 1é¢bé rakoviny a také k tlumu kasle v rozli¢nych
preparatech (Doughari, 2012).

Glykosidy jsou skupinou drog obvykle poddvanou pro povzbuzeni apetitu a pomoc pii
zazivani. Jsou vyhradné hotké podstaty a lze je bézné najit v rostlinach rodiny Genitiaceae.
Pisobeni hot¢inti na chutové nervy ma za nasledek zvyseni sekrece slin a zalude¢nich §t'av.
Neékteré hotc€iny jsou také uzivany jako astringentni (svirajici). Nadmérny piijem
kyanogennich glykosidi miize byt fatalni. Nékteré potraviny obsahujici kyanogenni glykosidy

muzou zpusobit otravu (Doughari, 2012).

3.1.3.5 Saponiny

Saponiny jsou skupinou sekundarnich metabolitl Siroce zastoupenych v rostlinné fisi
(Saxena et al., 2013). Vyraz saponin je odvozeny od Saponaria vaccaria, rostliny, ktera je
saponinl plna a dfive byvala pouzivana jako mydlo (Singh, 2006). Saponintim je vlastni
“mydlové” chovani, ve vod¢ produkuji pénu (Doughari, 2012). Patti do skupiny glykosida
(Singh, 2006). Déli se do dvou hlavnich skupin, kterymi jsou steroidni saponiny a triterpen
saponiny (Doughari, 2012).

Saponiny jsou povazovany za latky s vysokou molekuldrni hmotnosti, kde je molekula
cukru ve spojeni s triterpenem nebo steroidnim aglykonem. Jsou rozpustné ve vodé a
nerozpustné v éteru (Singh, 2006). Hydrolyzou z nich vznikaji aglykony a sapogeniny.
Saponiny jsou extrémné jedovaté, protoze zpiisobuji hemolyzu (rozpad ¢ervenych krvinek), a

jsou znamy jako pficina otravy dobytka (Doughari, 2012).



U mnohych z nich se vi o jejich antimikrobidlnim piisobeni, schopnosti potlacit plisen,
a vlastnosti ochranit rostlinu pfed utoky hmyzu. Saponiny mohou byt povazovany za soucast
obranného systému rostliny, a jako takové patii mezi fytoanticipiny a fytoprotektanta, velké
skupiny protektivnich molekul rostlin (Saxena et al., 2013). Saponiny jsou diilezité také
terapeuticky, jelikoz vykazuji hypolipidemickou (snizovani lipidi v krvi) a protirakovinovou
aktivitu. Také jsou nezbytné pro ¢innost srdec¢nich glykosidi. Dva hlavni typy steroidnich
sapogenini jsou diosgenin a hekogenin. Steroidni saponiny jsou vyuzivany v komer¢ni
produkci pohlavnich hormont ke klinickému uziti. Napiiklad progesteron je derivovany z

diosgeninu (Doughari, 2012).

3.1.3.6 Taniny

Taniny jsou Siroce roz§ifeny v rostlinné fisi (Singh, 2006). Jsou to fenolické latky o
vysoké molekularni hmotnosti (Doughari, 2012). Zranéni nebo infekce rostlinné tkdn¢ muze
stimulovat syntézu a akumulaci téchto fenolickych molekul na hodnotu, ktera mtize ucinit
rostlinu toxickou pro bylozravce (de la Rosa et al., 2010). Taniny jsou riznorodou skupinou
fenolickych latek se schopnosti tvofit vratné a nevratné komplexy s proteiny, polysacharidy,
alkaloidy, nukleovymi kyselinami, mineraly atd. (Saxena et al., 2013). Taniny jsou rozpustné
ve vodé a alkoholu a lze je nalézt v kofenech, kiife, stonku a vné&jSich vrstvach rostlinného
pletiva (Singh, 2006).

Jsou dvé kategorie tanini: kondenzované a hydrolyzovatelné taniny. Polymerizace
molekul flavonoidi vytvaii kondenzované taniny, které jsou bézné v dievnatych rostlinach.
Hydrolyzovatelné taniny jsou také polymery, ale jsou vice riznorodou smési fenolickych
kyselin a jednoduchych cukrti. Ac¢koliv jsou Siroce rozsiteny, jejich nejvyssi koncentrace je v
dubénkach a klife dubti (de la Rosa et al., 2010). Taniny jsou v reakcich kyselé, to je znakem
pfitomnosti fenolické nebo karboxylové skupiny (Singh, 2006). Pfitomnost fenolické skupiny
je také ditvodem pouziti tanina jako desinfekce (Doughari, 2012). Bylo zaznamenano vice
zdravotnich uzitkli z pfijmu taninti a stanoveny nékteré epidemiologické souvislosti se
snizujici se frekvenci chronickych chorob (Saxena et al., 2013). Lécivé rostliny bohaté na
taniny jsou pouzivany jako hojivi ¢initelé u mnozstvi nemoci. V Ajurvéd€ jsou smési
zaloZené na téchto rostlindch uzivany pro 1écbu nemoci, jako je rinorea (silna ryma), leukorea

(vytok z rodidel) a prijem (Doughari, 2012).



Taniny maji charakteristickou funkci ve vy¢inéni ktize (Singh, 2006). Pii vy¢inéni
jsou kolagenové proteiny navazany s fenolickou skupinou pro zvyseni odolnosti kiize vici

vodé, mikrobim a teplu (de la Rosa et al., 2010).

3.1.3.7 Terpeny

Termin terpeny pochazi ze slova turpentine - terpentyn (lat. balsamum terebinthinae).
Terpentyn, také zvany “borovicova pryskytice”, je viskozni piijemné vonici balzam vytékajici
ze zaseki nebo zatezu do kury Cerstvého dieva ruznych druhii borovice (Pinaceae) (Tiwari et
al., 2013). Tyto typy pfirodnich lipida jsou Siroce rozsifeny a mizeme je najit v kazdé zivé
entit¢ (Saxena et al., 2013). Jsou to hoflavé nenasycené uhlovodiky existujici v tekuté formé,
ktera se bézné nachazi v silicich a pryskytici (Doughari, 2012).

Terpeny, také zndmé jako terpenoidy, jsou velkou skupinou ptirodnich produktl
obsahujici pfiblizné 36 000 terpenovych struktur, ale jen velmi malo z nich bylo
prozkoumano z funkéni perspektivy (Tiwari et al., 2013). Jsou odvozeny od 5C isoprenovych
jednotek (Saxena a kol., 2013). Obsahuji uhlovodiky rostlinného ptivodu v zakladni formée
(C5H8)n a jsou klasifikovany jako mono-, di-, tri-, tetra-, poly- a seskviterpeny v zavislosti na
poctu atomt uhliku (Doughari, 2012).

Mnoho terpenoidil je komercné zajimavych kvili jejich vyuziti jako dochucovadel a
aromat v potravinach a kosmetice (mentol), nebo proto, Ze jsou dilezité pro kvalitu

zemédelskych produkti, jako je chut ovoce a viiné€ kvétin (linalol) (Saxena et al., 2013).

3.1.3.7.1 Silice

Silice jsou tekuté smési t€kavych latek ziskanych z aromatickych rostlin (Amorati et
al., 2013). Jejich hlavnimi slozkami jsou jednodussi mono- a sekviterpenoidy (Raaman,
2006). Ustni svédectvi a tradiéni pouziti rostlin jako 1ékii poskytuje zaklad pro oznageni, které
silice a rostlinné extrakty mohou byt uzite¢né pro konkrétni zdravotni stav. Historicky bylo
mnoho rostlinnych olejti a extraktt, jako tea tree, myrta a hiebicek, pouzivano jako lokalni
dezinfekce nebo byly zaznamenany jejich antimikrobidlni vlastnosti. Je dilezité védecky
zkoumat tyto rostliny, které jsou pouzivany v tradi¢nim lékafstvi, jako potencialni zdroje
novych antimikrobidlnich latek (Hammer et al., 1999).

Chemie vysvétlujici antioxidativni aktivitu silic je diskutovana spolu s analyzou
potencidlu v ochrané potravin. Pfidani silice do jedlych produktd, bud’ pfimo smichdnim nebo

ptidanim do aktivnich obalt a jedlych povlaki, mize tudiz predstavovat platnou alternativu k



prevenci autooxidace a prodlouzeni skladovaci doby (Amorati et al., 2013). Pouziti silic jako
pfirodnich antioxidanti je v poli rostouciho zajmu, protoze nékteré syntetické antioxidanty,
jako jsou BHA (butylhydroxyanisol — E320) a BHT (butylhydroxytoluen — E321) jsou nyni
podezielé z potencidlni Skodlivosti na lidské zdravi (Amorati et al., 2013).

Mnoho silic a rostlinnych extraktli prokdzalo antibakterialni a antimykotickou aktivitu.
Nicméné pokud se rostlinné extrakty a silice budou pouzivat pro konzervaci potravin a

1ékarské ucely, bude tfeba se zaméfit na problematiku bezpecnosti a toxicity (Hammer et al.,

1999).

3.1.4 Lécebna aktivita

Podle definice WHO (2000) se 1é¢ebna aktivita odvolava na uspésnou prevenci,
diagndzu a 1écbu fyzickych a mentalnich nemoci, zlepSeni symptomii nemoci, stejné jako
prospeésSnou zménu nebo regulaci fyzického a mentélniho stavu téla.

Mechanismus plsobeni fytochemikalii je rozli€ny. Mizou inhibovat mikroorganismy,
zasahovat do nékterych metabolickych procesti nebo miizou upravovat genovou expresi a
drahy signalni transdukce. Fytochemikalie mohou byt také pouzity jako chemoterapeutika
nebo chemo-preventivni latky, které se odkazuji na vyuziti ¢initell pfi potlaceni, odvraceni
nebo zpomaleni vzniku naddoru. Rostlinné extrakty a silice mohou projevit rozdilné techniky
pusobeni proti bakterialnim kmentim. Nize jsou uvedeny nékteré specifické ucinky

(Doughari, 2012).

3.1.4.1 Antioxidac¢ni piisobeni

Antioxidanty chrani buniky proti $kodlivym efektiim reaktivnich forem kysliku, jinak
také nazyvanych volné radikaly, jako jsou singletovy kyslik, superoxid, peroxylové radikaly,
hydroxylové radikaly a peroxynitrit (Doughari, 2012). Ty jsou produkovany buiikami Zivych
organismil jako vysledek patofyziologickych a biochemickych procesii v reakcei na faktory,
jako jsou radiace, chemikalie, toxiny a latky znecist'ujici zivotni prostfedi. Prooxidanty
hledaji stabilitu diky elektronovému parovani s biologickymi makromolekulami, jako jsou
proteiny, lipidy a DNA. Toto vede k oxidativnimu stresu ve fyziologickém systému. Tyto
ucinky navic vedou k peroxidaci lipidil stejné jako k poskozeni proteinti nebo DNA nebo
obojiho v bunikach lidského téla. Kromé& toho poSkozeni bun€k nasledné vede k starnuti a
riznym chronickym onemocnénim, jakymi jsou diabetes, rakovina, atherosklerdza, stejné

jako kardiovaskularni, zanétlivé a jiné degenerativni nemoci u lidi (Al-Abd et al, 2015).



Volné radikaly vytvotfené v téle mohou byt odstranény pfirozenou antioxidacni
obranou téla, které se uCastni katalazy nebo glutathion. Lidské t€lo ale produkuje
nedostacujici mnozstvi antioxidantt, které jsou esencialni pro prevenci oxida¢niho stresu.
Proto tento nedostatek musi byt kompenzovan pouzitim pfirozenych vnéjSich antioxidanti
(Doughari, 2012). Schopnost nékterych fytochemikalii potlacit nebo pozdrzet oxidaci jinych
molekul diky potlac¢eni spusténi nebo Sifeni oxidaéni fetézové reakce je déla platnymi
alternativami v komplementarni medicing€. Tyto pfirozené se vyskytujici antioxidacni
chemikalie jsou hlaSeny jako slozky fenolickych (flavanoidy, fenolické kyseliny, tokoferoly)
a dusikatych latek (alkaloidy, derivaty chlorofylu, aminy a aminokyseliny), stejné jako
karotenoidl a kyseliny citronové (Al-Abd et al, 2015).

Antioxidanty jsou Casto piidavany do potravin jako prevence oxidacni fetézové reakce
zpusobené radikaly. Z divodl opatrnosti tykajici se pouziti syntetickych latek se
potravindisky primysl zaméfil na nalezeni pfirodnich antioxidanti, kterymi by je nahradili.
Navic se u spotiebitelli objevuje vzristajici trend preferovat ptirodni antioxidanty. Tyto
poznatky poskytuji potfebnou motivaci pro objevovani jejich prirozenych zdroju (Doughari,

2012).

3.1.4.2 Antimikrobialni aktivita

FytosloZky pouZzivané rostlinami k jejich ochrané proti patogennimu hmyzu,
bakteriim, plisnim a prvoklim nasly svoje uplatnéni i pfi 1é€bé lidi (Doughari, 2012).
steroidy, pryskyftice, mastné kyseliny a gumy..Tyto jsou zodpovédné za vytvareni urcitého
fyziologického ucinku na télo (Dahiya et Purkayastha , 2012). Nékteré fytochemikalie jako
fenolické latky jednaji esencidlné tim, ze pomahaji v redukci specifické ptilnavosti organismil
na bunky vyplitujici mocovy méchyft, coz nakonec snizuje incidenci infekci mocového traktu
(Doughari, 2012).

Problém resistence na antibiotika (ATB) pozaduje, aby bylo realizovano obnovené
usili o provéteni riznych 1é€ivych rostlin pro jejich potencialni antimikrobialni vlastnosti.
Infekéni nemoci zptisobené resistentnimi mikroorganismy jsou spojovany s dlouhotrvajici
hospitalizaci, zvySenim nakladd a vétsim rizikem morbidity a mortality. Rezistence je
obzvlaste zavazny problém pro lidi se zhorSenym imunitnim systémem, jako jsou lidé s
AIDS, onkologicti pacienti a pfijemci transplantovanych organt (Dahiya et Purkayastha ,

2012). Rostliny také mohou projevovat bakteriostatické a baktericidni plisobeni na mikroby



(Doughari, 2012). Dalsi hnaci faktor, ktery podnitil védce k hledani novych antimikrobidlnich
latek z rozliénych zdroji, 1é€ivé rostliny nevyjimaje, je rychly spad vymirdni rostlinnych
druhti (Dahiya et Purkayastha , 2012).

Za zminku stoji, Zze vysledky antimikrobidlni aktivity stejné Casti rostliny se vétSinou
li$i védec od védce. Toto se déje pravdépodobné proto, Ze koncentrace rostlinnych slozek
stejného organu rostliny se mohou odliSovat od jedné geografické polohy po jinou v zavislosti
na véku rostliny, rozdilech v topografickych faktorech, koncentraci zivin v pudé, metodé

extrakce, stejné jako metod¢ pouzité k antimikrobidlnimu zkouméni (Doughari, 2012).

3.1.4.3 Antikarcinogenni u¢inky

Rakovina je komplikovany chorobny stav postihujici obyvatele vyspélych i
rozvojovych zemi a je hlavnim problémem vetejného zdravotnictvi (Cechinel-Filho, 2012).
Vyvoj rakoviny je dlouhotrvajici, vicestupiiovy proces zahrnujici vzristajici fadu
molekularnich d&jt. Zacina poskozenim DNA v jediné délici se buiice. Buiiky, které za sebou
maji prvni krok iniciace a pokracuji v nasobném d¢leni, jsou stale vice nachylné k dal$im
mutacim vedoucim k stale vice abnormalnimu fenotypu. Ten postupné ziska schopnost
putovat do dalSich tkani a zalozit druhotny nador (Tiwari et al., 2013).

Bylo zjiSténo, Ze rostlinné latky piisobi ve vSech tfech krocich fenoménu
karcinogeneze. Témi jsou iniciace, promoce a progrese. Kromé toho bylo zjisténo, Ze jednaji
jako blokovaci ¢initelé (t.j. zamezenim karcinogentim v dosazeni cilového mista, stejné jako
tlumenim metabolické aktivace) 1 jako potlacujici €initelé, (t.J. zamezenim maligni
transformace zasazenych bunék v obou fazich promoce nebo progrese). Tiebaze se za timto
ucelem pouziva pouze relativné malé mnozstvi chemopreventivnich latek jako drog
pfedepisovanych, je oblast syntetickych a v pfirodné se vyskytujicich latek s
chemopreventivnim potencidlem, reprezentovana rozlicnymi typy struktur a mechanismy
ucinku, rozsahla (Cechinel-Filho, 2012).

Zejména polyfenoly jsou rozmanitymi fytochemikaliemi, které maji potencial v
inhibici karcinogeneze. Fenolické kyseliny obvykle signifikantné minimalizuji utvareni
specifickych rakovinu podnécujicich nitroaminii z potravinovych nitritli a nitratd. Indol-3-
karbinol, nejpodstatnéjsi a nejdalezitejsi indol pritomny v brokolici, specificky inhibuje lidsky
papiloma virus (HPV), ktery miize zptsobit rakovinu dé€lohy. Fytosteroly blokuji rozvoj

nadori ve stfeve, prsou a prostatickych zlazach (Doughari, 2012).



3.2

3.1.5 Soucasny pristup

Podle WHO (1999) se béhem poslednich desetileti stal systém tradi¢niho 1é¢itelstvi
tématem celosvétového vyznamu. Soucasné odhady naznacuji, ze v mnohych rozvojovych
zemich velka ¢ast populace spoléha na tradi¢ni 1éCitele a 1é€ive rostliny pifi potiebé primarni
péce. Ackoliv moderni medicina mize byt v téchto zemich dostupna, rostlinné 1€citelstvi si
Casto udrzuje popularitu z historickych a kulturnich divodii. Soucasné se mnoho lidi v
rozvojovych zemich obraci na alternativni nebo doplitkovou terapii, véetné 1€civych rostlin.
Nemnoho rostlinnych druht, které skytaji 1é¢ivé rostliny, bylo védecky zhodnocenych jako
mozné pro lékatské uziti.

Data o Uc¢incich a bezpecnosti jsou dostupnd u jesté mén¢ rostlin, jejich extraktu,
aktivnich slozek a pfipravku, které je obsahuji. Navic ve vét$in¢ zemi je trh s pfirodnimi
1é¢ivy jen slabé regulovan a rostlinné produkty nemaji ¢asto ani registraci nebo nejsou
kontrolovany. Zajisténi bezpecnosti, kvality a ¢inka 1é¢ivych rostlin a rostlinnych produktii
se nyni stava kliCovym tématem v rozvojovych zemich i industrializovaném svété. Oba,
bézny uzivatel i profesiondl ve zdravotni péci, potitebuji aktudlni a spolehlivé informace o

bezpecnosti a u€incich 1é¢ivych rostlin (WHO, 1999).

Svétlik l1ékarsky (Euphrasia rostkoviana)

Svétlik 1ékatsky (Euphrasia rostkoviana), jinak také ocanka nebo ambrozka (Hudak,
2014), patii do Celedi krtnickovitych (Scrophulariaceae) (Janca a Zentrich, 1996). Jeho
obvyklym stanoviitém jsou vlhéi louky, od niZin aZ po louky horské (Cihaf a kol., 2002). Je
to poloparazit na travinach, ktery mize svoji potfebu vody a Zivin pokryt pomoci
hostitelskych kotent (Lippert a Podlech, 2002). Rostlina dosahuje vysky az 30 cm a kvete v
¢ervenci a srpnu (Korbelaf a Endris, 1985) (Obrazek 1).

3.2.1 Tradicni pouziti

Pro 1écebné ticely se sbira kvetouci nat’, ktera obsahuje riizné latky, mezi néz patii
flavonoidy (apigeningalaktosid, luteolingalaktosid aj.), iridoidni monoterpeny (veronikosid,
aukubin, katalpol, eufrosid, eurostosid aj.), derivaty kyseliny kavové (eukovosid), lignany

(dehydrokoniferyl-glukosid) a tfisloviny (Jahodat, 2010). Korbelat a Endris (1985) radi nat’



ususit ve svazeccich zavéSenych ve stinu tak, aby si kvéty zachovaly barvu a listy zGstaly
zelené. Teplota pfi suSeni by neméla presahnout 35°.

Jako vhodnou formu ptipravy pro vnitini uziti doporucuji Janca a Zentrich (1996)
kratkodobé€ (2 min) vaieny odvar, piipadné tinkturu nebo podavani drogy v prasku. Hudak
(2014) a Hermann (2007) popisuji ptipravu nalevu za pouziti vatici vody. K zevnimu uziti Ize
kromé ndlevu a odvaru vyuzit i moznost obkladu naplnéného spafenou nati rostliny

(Dugasova, 2002).

Obrdazek 1: Euphrasia rostkoviana Hayne
(Zdroj: http://carozahrady.sk/liecivebylinky/ociankarostkovova.html)

V riiznych herbarich a knihach vénovanych bylinné 1écbé popisuji autofi rizné
ptiznivé ucinky svétliku 1ékarského (Euphrasia rostkoviana) na lidsky organismus. Hermann
(2007) uvadi, ze bylinu lze pouzit jako pomocny prostiedek pii problémech se zazivacim
ustrojim, jako je naptiklad nechutenstvi, nebo pti zvySené tvorbé zalude¢nich kyselin. Jahodar
(2010) zminuje pouziti svétliku 1ékarského (Euphrasia rostkoviana) také pti alergiich,
alergické rymé, zanétech hornich cest dychacich, kasli, pti bolestech usi, bolestech hlavy aj.
Janca a Zentrich (1996) uvadégji jako jeho dalsi schopnost snizeni krevniho tlaku.

Vsichni zminéni autofi se shoduji na tom, Ze svétlik 1ékaisky (Euphrasia rostkoviana)
ma blahodarné ucinky na rozlicné o¢ni obtize, at’ uz se jedna o zanét spojivek (Jahodar,

2010), zanét o¢nich vicek (Hermann, 2007), slzeni o¢i a ocni tnavé (Korbelar a Endris,



1985), pti tvorbe¢ je¢ného zrna (Dugasova, 2002) ¢i pti Sedém zékalu, v kombinaci s listem

lesniho maliniku (Janca a Zentrich, 1996).

3.2.2 Aktualni vyuZziti

Na trhu jsou bézné dostupné produkty, u kterych vyrobci uvadi jako jejich soucast
svétlik 1ékarsky, prevazné ve forme extrakt z Euphrasia officinalis, ptibuzné Euphrasia
rostkoviana (Obrazek 2). Jedna se napiiklad o o¢ni kapky OCUflash a OCUflash blue, oboji
od Unimed Praha. V piibalovém letaku se muzeme dodist, ze extrakt je z Euphrasia
officinalis a piisobi protizanétlivé, dezinfekéné a adstringentné. V o&nich kapkach HYLO®-
FRESH je krom¢ tinktury z Euphrasia officinalis také hyaluronat sodny. Vyrobce Ursapharm

uvadi, ze kapky by mély zmiriiovat podrazdéni oc¢i a syndrom tzv. suchého oka.

HYLO: i

FRESH &

10 mi /300 kapek

Obrazek 2: O¢ni kapky s extrakty z Euphrasia officinalis

Dalsim typem produktt jsou oéni gely, které se nanaseji na ktizi v okoli o¢i a na o¢ni vicka
(Obrazek 3). Optogel je od firmy Topvet. Vyrobce zminuje vysoky obsah svétliku 1ékaiského
( Euphrasia Officinalis), ale ne jeho konkrétni mnozstvi nebo formu. Gel by mél pomoci pii
inavé a pocitu paleni o&i. Ceska spole¢nost Nobilis Tilia vyrébi o¢ni gel Euphrasia s
extraktem z Euphrasia Officinalis. Jako jeho uc¢inky jsou uvadény zchlazujici a zklidiujici
efekt na plet’ okolo o¢i. O¢ni gel od firmy Armedica také obsahuje extrakt z Euphrasia
officinalis. Mezi jeho u¢inky by mélo patfit snizovani nebezpeci otokl a paleni o¢i. Firma
Paves vyrabi zklidiiujici gel s obsahem svétliku 1€katského, neuvadi konkrétni druh/kmen
pouzité byliny. Gel by mél podle ptilozenych informaci zklidiiovat o¢i citlivé na svétlo,

omezit slzeni a zmirnit otoky. Také by mél pomoci pfi zacinajicich zdnétech oka a jeho okoli.
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Obrazek 3: Oc¢ni gely s extrakty z Euphrasia officinalis

Infekce a mikroorganismy

Mikrobialni flora

Za normalnich okolnosti je lidsky plod (fetus) sterilni (Hamplova a kol., 2015).
Neprodlené po narozeni je kolonizovan nescetnymi mikroorganismy (Bennett et al., 2015). Jiz
pfi prichodu novorozence porodnimi cestami za¢ina jeho mikrobidlni kolonizace diky
vystaveni mikrobialni fléfe vaginy. Dite si béhem kratkého Casu utvoii vlastni normalni
mikrobialni fléru (NMF). Tou oznacujeme spolecenstvi mikrob, kteti osidluji vnéjsi a vnitini
povrchy zdravych lidi a zvitat. Zmény NMF se odviji od zivotniho stylu jedince, jeho véku a
prostiedi, které ho obklopuje (Hamplova a kol., 2015). Vysledkem kolonizace je
organizované spolecenstvi, které funguje jako zivouci celek, ve kterém mikrobidlni symbionti
pocetné pievysuji lidské buiiky desetkrat.

Koevoluce, koadaptace a kodependence jsou charakteristiky nasich vztahl s nasi
prirozenou mikroflorou. Lidské mikroflora usnadnuje ziskavani Zivin a energie z potravy,
podporuje postnatalni diferenciaci slizni¢nich struktur a jejich funkci a stimuluje obé-

pfirozenou a adaptivni imunitu (Bennett et al., 2015).



3.5

3.6

3.7

Vztahy mezi organismy

Vztahy mezi mikroorganismy a hostitelem lze rozdélit na symbiotické, komenzalni a

patogenni (Marcela a kol., 2006).

Symbiotické

Vzéjemné souziti dvou rozdilnych organismu, ze kterého ma alespoii jeden ze
zucCastnénych organismu prospéch, se nazyva vztah symbioticky. Jejich podil na evoluci
zivych systému je vyznamny. Na zaklad¢é symbiotickych vztahl byly do organismt vneseny
nékteré nové obrané mechanismy, metabolické drahy a v urcitych pfipadech doslo k vytvoteni

novych tkéni nebo byla umoznéna zména jejich funkce a rozsahu (Marcela a kol., 2006).

Komenzalni

Sdileni totozného prostoru dvéma rliznymi organismy, kdy neni zjevné poskozeni nebo
prospech druhého zucastnéného, se nazyva vztah komenzalni (Marcela a kol., 2006).
Organismlm se fikd komenzalové a jsou soucasti NMF téla zdravého hostitele. MiZzeme je
nalézt jak na kazi, tak na sliznicich hornich dychacich cest, stfev a také pochvy (Greenwood a
kol., 1999).

Existence komenzald v dané lokalité je zavisla na fyziologickych faktorech, vlhkosti, teploté a
inhibi¢nich a nutri¢nich faktorech (Hamplova a kol., 2015). Za normélnich okolnosti
komenzalové neproniknou do krve nebo tkédni, vétSinou jsou tedy neSkodni. Ale za urcitych
okolnosti, kdy svoji roli mize hrat naptiklad sniZzena obranyschopnost jedince, mohou do
organismu proniknout a zptisobit onemocnéni. Proto se oznacuji jako podminéné patogenni
(Greenwood a kol., 1999). Nemoci, které vyvolava NMF, se nazyvaji oportunni infekce
(Hamplova a kol., 2015).



3.8

3.9

Patogenni

Na rozdil od komenzalniho vztahu u patogenniho vztahu je zjevny prospéch jednoho
organismu na ukor druhého. Vysledkem tohoto vztahu je poskozeni nebo smrt jednoho ze
zucastnénych (Hamplova a kol., 2015). Patogen je obvykle definovan jako jakykoliv
mikroorganismus, ktery ma schopnost zptisobit nemoc. Ne v§echny patogeny maji stejnou
pravdépodobnost zptsobit klinicky zjevné choroby (Bennett et al., 2015). Schopnost urc¢itého
mikroorganismu vyvolat onemocnéni konkrétniho druhu hostitele se nazyva patogenita
(Bednar a kol., 1996). Virulence poskytuje kvantitativni méfeni patogenity nebo
pravdépodobnosti zplisobit nemoc. Faktory virulence se tykaji vlastnosti, které umoznuji
mikroorganismu uchytit se a replikovat na nebo ve specifickych hostitelskych druzich a které
zvySuji potencial mikrobii zplisobit zjevnou patologii. V mnoha ohledech to, co my nazyvame
faktory virulence, jsou v biologickém smyslu faktory kolonizace, které dovoluji replikaci v
hostovi a nasledny pienos na nového vnimavého hosta. Rozdily mezy komenzaly, oportunisty
a patogeny mohou byt béhem ¢asu setfeny. Nékteti komenzaové zplisobuji nemoci, tiebaze
vétSinou u imunokompromitovanych hostd, a nékteti z nejvic obavanych patogentt mohou v

¢loveéku prezivat po cely Zivot bez zplisobeni symptomti nemoci (Bennett et al., 2015).

Obrana organismu

Organismus ma svoje pfirozené bariéry, které ho chrani. Lze je rozd¢lit na
mechanické, chemické a imunologické. Mechanické bariéry maji za tikol zabranit uchyceni
potencialnich infek¢nich agens a jejich proniknuti do buiiky. Neposkozena kize slouzi jako
primarni ochrana proti infekci. Mikroorganismy neproniknou jeji vnéjsi vrstvou
keratinizovanych bunék a epidermis a pii odlouceni keratinizovanych bunék jsou organismy
odstranény a tim je klize zbavena kontaminace. Kontaktu patogenu se sliznicemi zabraiiuje
hlenova vrstva, kterou jsou sliznice pokryty. Pohyb tasinek fasinkového epitelu hornich cest
dychacich poméha vyloucit mikroorganismy, které do dychacich cest pronikly. Také dalsi
fyziologické funkce, jako je prijem, zvraceni, kychéani a kaslani funguji jako ucinné
mechanismy k zbaveni se velkého mnoZstvi bakterii. Mikroby se z téla vylu€uji 1 normalnim

dychanim, pocenim a vyméSovanim.



V soucinnosti s mechanickymi bariérami jsou bariéry chemické, které zvysuji
obranyschopnost organismu. Jejich uc¢inné ¢asti jsou kyselé pH riznych fyziologickych
sekretl a také lysozom. Enzym, ktery miize niCit bunécné stény bakterii. Je obsazen v slinach,
slzach a sekretech sliznic.

Na trovni bunééné a humoralni chrani organismus bariéry imunologické. Tyto

obranné mechanismy zkouma imunologie (Hamplova a kol., 2015).

3.10 Infekce a infek¢ni nemoci

Infekce je proces spojeny s invazi mikrobi do téla (Greenwood a kol., 1999) a jejich
prokazani na nebo uvnitt hostitele. Termin infekéni choroba se aplikuje, pokud interakce s
mikrobem ptisobi jmu hostiteli a asociované poskozeni nebo pozménéna fyziologie ma za
nasledek symptomy nemoci a klinické ptiznaky (Bennett et al., 2015). Pokud je lidsky
organismus zdravi, je vici vétsin¢ infekci rezistentni. Jen v piipadé, Ze je vystaven silné
virulentnimu mikroorganismu, onemocni (Hamplova a kol., 2015). Jako infek&ni nebo
nakaZlivé se oznacuji nemoci prenosné z ¢lovéka na €loveéka (Greenwood a kol., 1999).

Pokud se infekce vyskytne vic frekventované, nez je obvyklé, jedna se o epidemii,
pokud je rozloZeni celosvétove, jednd se o pandemii. Endemické infekce jsou v malém
mnozstvi konstantné pfitomny ve specifické populaci. Kromé infekci, které konci zjevnymi
symptomy, je jich mnoho inaparentnich nebo subklinickych. Nékteré infekce pretrvavaji v
latentnim stavu, po kterém miiZe nastat reaktivace riistu mikroorganismi a navrat symptomu.
Nekteré infekce se stanou chronickymi, kdy mikrooorganismus pokracuje v riistu, a to s nebo
bez symptomt na hostiteli. Nositelé chronickych infekei jsou dilezitymi zdroji pfenosu
infekce na druhé (Levinson, 2014).

Za zminku stoji infekce ziskané v nemocnici nebo-li nozokomidlni infekce, které
nebyly pfitomny nebo se neinkubovaly pfi piijeti pacienta do nemocnice. Tyto infekce mohou
byt diagnostikovany u pacientd, kteti se zdali byt bez zndmek a symptom infekce pfti pfijeti,
a poté u nich dojde k jejimu rozvinuti, naptiklad vylu¢ovani hnisu z ran po chirurgickém

zakroku (WHO, 2001).



3.11 Infekce o¢i

Mnoho oc¢nich infekci rychle ohrozuje vidéni, pokud nejsou v€éasné diagnostikovany a
1éCeny. Pacienti pii vétSing typl oCnich infekci nemaji systémové ptriznaky infekce a vétSinou
se citi kromé o¢i v potadku. Vyjimku tvoii pacienti s endogenni endoftalmitidou, nékterymi
typy uveitid a orbitalnimi infekcemi. Dokonce i pacienti s timto typem oc¢nich infekci mohou
byt afebrilni a s normalnim poctem bilych krvinek (Bennett et al., 2015). VZdy se snazime
urcit co nejpresnéji etiologii patologického procesu, aby mohla byt zahdjena kauzalni 1écba
(Rozsival a kol. 2003). Infekce o¢i délime na konjunktivitidy, keratitidy, endoftalmitidy,
uveitidy a periorbitalni infekce (Bennett et al., 2015).

3.11.1.1 Konjunktivitida

Konjunktivitida je charakteristicka podrazdénim oc¢i s pocitem diskomfortu, ale ne
signifikantné bolesti, pokud ovSem neni pfidruzeno postizeni rohovky. Poté se jedna o

keratokonjunktivitidu, kterd mize vést k zjizveni rohovky (Bennett et al., 2015).

3.11.1.2 Keratitida

Keratitida se tyk4 zdnétu rohovky. Spole¢né s rozprostfenym slznym filmem rohovka
poskytuje 65%-75% refrak¢ni sily oka. Keratitida tak obvykle zptisobuje zhorSené vidéni.
Rohovka nema cévy, ale ma mnoho nervovych zakonceni, a tak je karatitida typicky bolestiva

(Bennett et al., 2015).

3.11.1.3 Endoftalmitida

Endoftalmitida odkazuje na bakterialni nebo houbovou infekci uvnitt oka zahrnujici
sklivec nebo komoru nebo oboje. Infekce mohou byt zaneseny exogenné, tieba po traumatu
nebo chirurgickém zasahu do oka, nebo endogenné, z bakteridlni a houbové flory, ktera oko
osidluje. Za zminku stoji, Ze endoftalmitida neslouzi jako zdroj bakterémie a fungémie

(Bennett et al., 2015).

3.11.1.4 Uveitida

Uveitida odkazuje na zanét vnitini ¢asti oka (duhovka, fasnaté téleso, cévnatka) nebo
sitnice. VétSina piipadi je idiopatickych nebo spojenych s revmatologickymi stavy (Bennett

etal., 2015).
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3.11.1.5 Periorbitalni infekce

Periorbitalni infekce jsou ty, které postihuji mékké tkané obklopujici oblouk oka

(Bennett et al., 2015).

Patogeny vyvolavajici infekce o¢i

Infekéni zanéty oka mohou byt vyvoladny bakteriemi, viry, parazity, houbami ¢i
chlamydiemi. Staphylococcus aureus se v oftalmologii nej¢astéji sklonuje jako puvodce
konjunktivitid, keratitid, dakryocystitid, pooperacnich a potrazovych endoftalmitid. V
soucasné dob¢ je vétsina jeho kment (kolem 80%) rezistentnich na penicilin. Staphylococcus
epidermidis napada oslaben¢ pacienty a je tak typicky oportunni patogen. Je soucasti bézné
mikroflory spojivkového vaku lidského oka a mize vyvolat zanét rohovky. Oc¢ni lékati se s
enterokoky setkavaji jako s piivodci bakterialnich keratitid. Zejména u nozokomialnich
kment nardsta rezistence na antibiotika. Pseudomonas aeruginosa je nejcastéjsim
gramnegativnim organismem izolovanym z rohovkovych viedt. U osob uZivajicich kontaktni
cocky casto zplisobuje keratitidy. Adheruje velmi dobie k poruSenému epitelu a rychle
pronika rohovkou. S Escherichie coli se v oftalmologii nejcastéji setkavame jako s ptivodcem
keratitidy u osob, které pouzivaji kontaktni cocky (Rozsival a kol. 2003). Candida albicans
je normalnim lidskym komenzalem, mize infikovat téméf kazdy organ a témét vSechny typy
prostetickych materialii. Oko patii mezi organy, které jsou nejbéznéji infikovany

prostiednictvim diseminace (Bennett et al., 2015).

Bakterie

3.13.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je gram+ kok. Koky jsou uspofadany do shluki, obvykle
netvoii pouzdro, jsou nepohyblivé a nesporulujici (Greenwood a kol., 1999). Radi se mezi
bakterialni druhy s nejvétsi biologickou aktivitou. Tvoii fadu toxinli, komplexnich latek
bunécné stény a exoenzymu (Bednai a kol., 1996), naptiklad koagulazu a katalazu (Levinson,
2014). Mnohé¢ z latek, které produkuje, se uplatiiuji jako faktory virulence (Bednar a kol.,
1996).



Nosici bakterie tvoti asi 30% zdravych lidi (Greenwood a kol., 1999). Nejcastéjsi misto
vyskytu je je lidsky nos nebo ktize. Je jednou z nejbéznéjsich pti¢in infekei u ¢loveéka
(Levinson, 2014) a je zodpovédny jak za povrchové, tak hluboké infekce (Bennett et al.,
2015).

Nejcasteji infikuje mista se snizenou rezistenci, kterymi jsou naptiklad posSkozena
ktze, sliznice a tkanové hematomy (Greenwood a kol., 1999). Predispozi¢ni faktory, které
mohou vyznamné¢ napomoci k infekci, jsou urazy, diabetes, chirurgicky zakrok, zavedeny
katetr, uméla nahrada, porucha imunity nebo maligni onemocnéni. Vice ohrozenou skupinou
jsou také predCasné narozené déti, kojenci a stati lidé (Bednat a kol., 1996).

S.aureus zpusobuje abscesy mnoha organd, endokarditidy, osteomyelitidy, zanétlivé
artritidy a impetigo. Také nemocni¢ni nédkazy, jako jsou pneumonie, infekce ran po
chirurgickém zakroku a sepse. Mezi nemoci zpisobené vyprodukovanym exotoxinem patii
gastroenteritida a syndrom toxického Soku (Levinson, 2014). Je ¢asto rezistentni na methicilin
a jako ptivodce nozokomialnich ndkaz je velkym problémem pro zdravotnictvi (Bennett et al.,
2015).

3.13.2 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis je gram+ kok, koky se uskupuji do shluki (Greenwood a
kol., 1999). Neni schopen koagulovat plazmu, ale produkuje katalazu (Levinson, 2014). Je
vyznamnou ¢asti normalni komenzalni flory lidské kiize (Bennett et al., 2015). Dominantné se
vyskytuje na obliceji, koncetinach, v axilach a inguindlni krajing€, v interdigitalnich
prostorach, na perineu a na sliznici nosohltanu. Patfi k typicky oportunnim patogenim,
napada pacienty, ktefi jsou oslabeni po té€zkém trazu, chirurgickém zakroku, jsou popaleni
nebo maji poruchu imunitniho systému (Bednat a kol., 1996).

Na jeho patogenité se podili tfi zakladni faktory. Protoze je lidské kiiZe jeho
normalnim mistem vyskytu, ma pfistup k jakémukoliv nastroji nebo zatizeni vlozeném do
nebo prochazejicim skrz kiizi. Také ma schopnost adherovat k biomaterialiim a vytvofit
biofilm. Dal§im ndpomocnym faktorem jsou zmény v populaci lidskych hostitelti vytst'ujici
ve vétsi mnoZstvi imunosupresivnich pacientil a vétsi pouzivani bioprotetickych zatfizeni
(Bennett et al., 2015). Ty samotné jsou dulezitym predispozi¢nim faktorem vzniku infekce.
Cizi t€l€so, jedna se predevs§im o pfedméty z umélych hmot, jako jsou katetry, umélé chlopné
a klouby, mize byt zdrojem infekce v organismus a mize vyustit v endokarditidu, sepsi,

endoflamitidu, meningitidu nebo infekci mocovych cest. VétSinou jsou tato onemocnéni



zpusobend patogenem ziskanym v nemocni¢nim prosttedi. Mikroby, které¢ se ucastni téchto

nozokomidlnich nakaz, jsou zpravidla multirezistentni k ATB (Bednaf a kol., 1996).

3.13.3 Enterococcus Faecalis

Enterococcus Faecalis je gram+ kok, ktery neprodukuje katalazu. Shlukuje se ve
dvojicich a kratkych fetézcich. Je odolny k vysokému pH 8,5 a ma schopnost ristu v
hypertonickém roztoku 6,5% NaCl. Tvoii dileZitou sou¢ast normalni mikrobialni flory
tlustého stfeva. Lze ho najit i v genitalnim traktu a tenkém stieveé. V hornich cestach
dychacich se vyskytuje vyjimecné (Bednar a kol., 1996).

Zpisobuje infekce mocovych cest, sepse, endokarditidy, peritonitidu, hnisavé infekce
v duting bfi$ni a infekce zlu¢ovych cest (Greenwood a kol., 1999). Populace E.faecalis je v
mensing oproti anaerobnim komenzalim GIT zdravého hostitele. Toto se méni v piipadé
pouziti ATB. E.faecalis je pfirozen¢ tolerantni k mnozstvi antimikrobialnich latek. To mu pfi
pouziti ATB, kter¢ eradikuji ostatni soutézici mikroorganismy, davéa vyhodu pfi jeho
kolonizaci stfev. Dominance enterokokt v GIT hospitalizovanych pacientii po podani ATB se
ukézala byt predpovédi pozdéjsi infekce krevniho ob&hu u imunokompromitovanych pacientt
(Bennett et al., 2015).

Jakkoliv nejfrekventovanéjsi jsou infekce zlu€ového a mocového traktu (Levinson,
2014). U nozokomialnich infekci mocového traktu jsou enterokokové dokonce jednou z
ptrednich pfi¢in vzniku infekce (Bennett et al., 2015). U téchto nemocni¢nich kmeni nariista

rezistence na ATB (Bednaf a kol., 1996).

3.13.4 Escherichie coli

Escherichie coli je gram- tycka se schopnosti fermentovat laktozu (Levinson, 2014).
Je nejbéznéjSim druhem fakultativniho anaeroba nachazejiciho se v lidském GIT a nejb&znéji
potkavany patogen z rodiny enterobakterii (Bennett et al., 2015). Diky fekalnimu znecisténi
se dostava do vody, kde muze Zit 1 fadu tydnl. Pouziva se tak jako indikétor pro zjisténi
fekalni kontaminace vody (Bednat a kol., 1996).

Vzhledem k hostiteli jsou kmeny E.coli rozmanité. Mohou se chovat jako
komenzalové, ale néktefi ptisobi jako specifické patogeny diky rizné kombinaci faktort
virulence, a to ve stfeveé 1 mimo n¢j (Greenwood a kol., 1999). Nejb&znéjSimi nemocemi,
které vyvolavaji, jsou infekce moc¢ového traktu, sepse, novorozenecka meningitida a

cestovatelsky prijem (Levinson, 2014). Podle mechanisml, kterymi patogenni E.coli ptisobi v



GIT, se déli na enteropatogenni (EPEC), enterotoxigenni (ETEC), enteroinvazivni (EIEC),
enterohemoragické (EHEC) (Bednar a kol., 1996).

3.13.5 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae je gram- tycka s velkou polysacharidovou kapsuli (Levinson,
2014). Nachazi se v dychacich cestach, GIT, ve vodé a v ptid¢ (Bednai a kol., 1996). Jako
primarni patogen je schopna zpiisobit infekce mocového traktu, jaterni abscesy a pneumonie u
jinak zdravych lidi. Nicméné vétSina nemoci, které puisobi, vznika u oslabenych jedinci a
nebo v nemocniénim prostiedi (Bennett et al., 2015). Casto kolonizuje dychaci cesty pacienti
na jednotkach intenzivni péce a u imunodeficientnich osob zptsobuje infekce mocovych cest
a bronchopneumonie (Bednaf a kol., 1996). Kromé toho K.pneumoniae ptsobi nozokomialni
infekce zahrnujici infekce ran, infekce nitrocévnich a jinych invazivnich zatizeni, infekce
zlucového traktu, zanét pobtisnice a meningitidu (Bennett et al., 2015). Nozokomialni infekei
jsou postihnuty hlavné jednotky intenzivni péce a novorozenecka odd¢€leni. Patogen miize u

novorozencl vyvolat hnisavou meningitidu a sepsi (Bednat a kol., 1996).

3.13.6 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je gram- aerobni bakterie (Bennett et al., 2015), ktera
produkuje oxidazu a nefermentuje (Levinson, 2014). Osidluje rizné prostredi vetné pldy,
vody, rostlin, hmyzu a zvitat (Bennett et al., 2015).

Pseudomonady jsou schopné riist ve vodé€ obsahujici pouze stopy Zivin. Toto pomaha
jejich perzistenci v nemocni¢nim prostfedi (Levinson, 2014). Ve zvlasté kontaminovaném
prostiedi miize i u zdravého ¢lovéka dojit ke kolonizaci, ale bez nasledného vzniku
onemocnéni. U hostiteld se snizenou schopnosti obrany dochazi nejcast¢ji ke kolonizaci
sliznic mocového a respiracniho traktu. Mezi faktory, které podporuji vznik onemocnéni, patfi
podéavani kortikoidli, imunosupresiv, cytostatik a dlouhodobé podavani ATB, rozsahlé
popaleniny, diabetes, defekty fagocytdzy, maligni procesy, t€zké operace a dlouhodobé
zavedeni katetri. OhroZenou skupinou jsou novorozenci, pfedevsim ti pfedcasné narozeni, u
kterych se mlze rozvinout sepse, meningitida nebo enterokolitida (Bednart a kol., 1996).
P.aeruginosa je schopna infikovat kterékoliv misto na povrchu téla, stejné jako jakykoliv
organ. Pokud vzniknou infekce mimo nemocnici, byvaji povrchové, probihaji mirné a

vétsinou jsou chronické povahy. Pseudomonadové infekce jsou ¢astéjsi u hospitalizovanych

vvvvvv



prolezeniny, popéleniny, bércové viedy a katétrova mocova infekce (Greenwood a kol.,
1999).

P.aeruginosa je jednim z nejfrekventovanéjsich patogenti ucastnicich se
nozokomialnich infekei (Bennett et al., 2015). Kmeny, které tyto infekce vyvolavaji, jsou
vétSinou vysoce virulentni (Bednat a kol., 1996) a jejich rezistence proti antimikrobiilnim

pusobkiim rychle stoupa (Bennett et al., 2015).

3.14 Kvasinky

3.14.1 Candida albicans

Candida albicans je gram+ , ristové malo naro¢na kvasinka (Bednat a kol., 1996).
Lze ji hojné nalézt v ptirodé€ po celém svéte a také je lidskym komenzalem (Bennett et al.,
2015) jako soucast NMF kiize, mukoznich membran a gastrointestinalniho traktu (Levinson,
2014). V ¢loveéku je normalné nepatogenni, dokud nejsou hostitelovy obranné mechanismy
oslabeny (Bennett et al., 2015).

Organismy z rodu candida jsou na celém svété znamy jako pudci systémovych a
povrchovych mykoéz (Bednar a kol., 1996). C.albicans je pivodcem 80-90% vsech kandidéz.
Povrchova kandidéza postihuje nehty, kiizi a sliznice pochvy a ust. S vékem se frekvence

v

nosicéstvi zvysuje. Cetng;jsi je v pochvé také béhem téhotenstvi (Greenwood a kol., 1999).

Na prevladnuti kandid se podili n€kolik faktorti, mezi néz se fadi imunosuprese po
chirurgickém zakroku, jakym je srde¢ni operace nebo transplantace a také 1écba steroidy nebo
ATB. C.albicans mize infikovat témét kazdy organ a téméf vSechny typy prostetickych
materiald (Bennett et al., 2015). NejbéznéjSimy misty diseminace jsou mozek, jatra, travici
trakt a ledviny. Po nahrad¢ chlopné se miize rozvinout endokarditida. Ta postihuje 1

narkomany a pacienty, ktetfi podstupuji imunosupresivni terapii (Greenwood a kol., 1999).
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Materialy a metody

Chemikalie

Jako rozpoustédla byly pouzity hexan (Merck, Praha, Ceska Republika), dimethyl
sulfoxid (DMSO), ethanol, aceton (Lach-Ner. Neratovice, Ceska Republika) a Tween 80
(Sigma-Aldrich, Praha, Ceska Republika) Kontrolni antibiotika ciprofloxacin a tioconazol
byla zakoupena od Sigma-Aldrich (Praha, Cesk4 Republika). Rostlinny material pouZity pro
vyrobu extraktii a destilaci silice pochazi z komeréniho zdroje (F-DENTAL, Hodonin, Ceska
Republika). Pro identifikaci slozek silice byly zakoupeny autentické standardy borneol, kaft,
karvakrol , karvon, kariofylen, cymen, estragol, eukalyptol, limonen, linalool, menthol,

menthone, B-myrcen, y-terpin, a thymol vie od Sigma-Aldrich (Praha, Cesk4 Republika).

Rostlinny material a extrakce

Byl pouzit suseny svétlik 1ékarsky (Euphrasia rostkoviana) (F-DENTAL, Hodonin,
Ceska Republika). Z materialu byla destilaci ziskana silice, dale pak vodny, acetonovy,

hexanovy a ethanolovy vyluh a také vodny odvar.

Extrakce do rozpoustédel

Extrakty byly ziskany za pomoci riznych rozpoustédel, destilované vody, hexanu,
ethanolu a acetonu. Do Erlenmayerovych ban¢k bylo pro jednotlivé extrakce navazeno stejné
mnozstvi byliny, 10g suseného svétliku 1ékarského (E.rostkoviana) a ptidano 150ml
konkrétniho rozpoustédla do kazdé. Banky byly poté zakryty alobalem a na 24h umistény na
trepacku.

Pro ptipravu extraktu z odvaru bylo do laboratorni kadinky navazeno 10g suSené¢ho
svétliku 1ékarského (E.rostkoviana) a pridano 300 ml destilované vody. Smés byla zahtata a
piivedena k varu, ktery byl udrzovan po dobu Sminut. Po uplynuti zadaného ¢asu byla
kadinka sundéana ze zdroje tepla a nechana pozvolna vychladat nasledujicich 10minut. Poté

byl obsah slit pfes sitko.



Pripravené roztoky byly ptefiltrovany pies filtraéni papir pomoci vyvévy, aby byly
odstranény zbytky byliny. Ptefiltrovany roztok byl v pfedem zvazenych varnych bankach
umistén na odparku a pomoci zahi'até vodni lazn¢ a podtlaku se rozpoustédla nechala odpafit.
Barika byla opét zvazena pro néasledné vypocitani mnozstvi vytézeného extraktu. Ulpély
extrakt byl ze stén ziskan pomoci DMSO a pro uplné rozpusténi byla pouzita ultrazvukova
lazen. Mnozstvi pouzitétho DMSO bylo zaznamenéno pro nasledny vypocet koncentrace

extraktu.
4.2.2 Destilace silice

Suseny svétlik 1ékarsky (E.rostkoviana) byl navazen v mnozstvi 100g a piidan do
varné banky o objemu 21 spolu s 1l vody. Vznikla smés byla destilovana po dobu 3hodin
hydro destilacni metodou v Clevengerové aparatu. Po tfech hodinach byla barika sejmuta a
vyménéna za novou se stejnou navazkou susené¢ho materidlu a stejnym mnozstvim
destilované vody. Tato vyména probéhla opakované a v kone¢ném souctu byla vytéznost
silice ze suSeného svétliku 1ékaiského (E.rostkoviana) 0,02%. Ziskana zluto-hnéda silice

byla rozdélena do eppendorf ,,safe-lock* zkumavek a uskladnéna pfi cca 4°C.

4.3 Bakterialni kmeny a kultivaéni média

Pro ptipravu kultiva¢niho média byl pouzit bujon Mueller-Hinton broth (MHB) pro
bakterie a Sabouraud dextrose broth (SDB) pro kvasinku, oboji ze (Sigma-Aldrich, Praha,
CZ). Ob¢ média byla piipravena podle navodu, ale za pouziti pufrované destilované vody
pomoci Tris-buffered saline (Sigma-Aldrich, Praha, CZ). Pro zkoumani baktericidnich
respektive fungicidnich uc¢inkl byl pfipraven agar Mueller-Hinton agar (MHA) a Sabouraud
dextrose agar (SDA), oboji z Oxoid (Basingstoke, UK). Pro testovani byly vybrany standardni
druhy gram+ bakterii Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228, Enterococcus Faecalis ATCC 29212 a gram- bakterii Escherichie coli ATCC
25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 a
jedna kvasinka Candida albicans ATCC 10231, vSechny ziskané z Oxoid (Basingstoke, UK).
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Pro kultivaci byla vyuzita média MHB a SDB. Ob¢ média byla piipravena podle
navodu, ale za pouziti pufrované destilované vody pomoci Tris-buffered saline. Uvafena
média byla rozpipetovana do mensich laboratornich nadob, nasledné zklavovana a uschovana
do chladiciho zatizeni. Pro dalsi praci byl pouzit flowbox kviili zabranéni mozné kontaminaci.
Do 10ml zkumavek bylo odpipetovano Sml média, pro bakterie MHB a pro kvasinku SDB. K
médiu byly ptidany 0,2ml ze zasobniho média s jiz namnozenymi bakteriemi E.Faecalis
ATCC 29212, S.aureus ATCC 29213, S.epidermidis ATCC 12228, E.coli ATCC 25922,
K.pneumoniae ATCC 700603, P.aeruginosa ATCC 27853 kvasinkou C.albicans ATCC
10231. Obsah ve zkumavkéch byl diikladné promichan na tfepacce. Tyto byly poté uloZeny
do mikrobiologického inkubatoru nastaveného na teplotu 35° C = 2° C po dobu 24h, aby
doslo k pomnozeni.

Pro ptipravu samotného inokula byla pouzita 10 ml zkumavka, naplnénéd Sml ¢istého
média, pro bakterie MHB a pro kvasinku SDB. Zkumavka byla protfepana na tiepacce a poté
byla zmétena denzita denzitometrem k méteni optické denzity podle McFarlandovy (McF)
stupnice. Postupnym piidavanim média z prve zaockovanych zkumavek byla denzita
upravena na 0,5 (McF), a tim bylo dosaZzeno poZadované koncentrace mikroorganismu pro

zaoCkovani desti¢ek. Veskera ukony byly provadény ve flowboxu.

Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace

K ur¢eni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) byla pouzita in vitro bujonova
mikrodiluéni metoda podle metodiky Institutu klinickych a laboratornich standardt (CLSI,
2009), ktera byla pozménéna s ohledem na doporuceni navrzenych pro efektivni davku
antiinfek¢niho ptisobeni ptirodnich produktt (Cos, P. et al., 2006) za pouziti 96-jamkové
mikrotitracni desticky. Bylo pfipravené dvojnasobné fedéni (fedici fada) MHB pro bakterie a
SDB pro kvasinku. Referencni antibiotika ciprofloxacin pro bakterie a tioconazol pro
kvasinku méla pocate¢ni koncentraci shodné 8 pg/mL, silice 2048 pg/mL a extrakty spolu s
odvarem 4096 pg/mL. K docileni poZadované koncentrace extrakti bylo na roziedéni pouzito
médium MHB pro bakterie a SDB pro kvasinku. Silice byla rozpusténa v DMSO s piidavkem

Tween 80. Ciprofloxacin byl rozpustén ve vodé a tioconazol ve ethanolu. Rada s DMSO byla



vytvofena pro vylouceni inhibice ristu bakterii pouzitymi rozpoustédly. Pozitivni kontrola
rustu byla pfidana do posledniho sloupce, zatimco prvni sloupec desticky byl vyuzit pro

kontrolu ¢istoty pouzitého bujonu, a jako jediny nebyl zaockovany (viz. obrazek 4).

Redici fada a koncentrace pg/mL

1 2 3 ] 4 ] s 6 7 ] 8 | 9 10 1 | 1
Vodny extrakt Cistota 4096 2048 1024 512 256 128 64 32 16 8 kontrola |A
Acetonovy extrakt Cistota 4096 2048 1024 512 256 128 64 32 16 8 kontrola |B
Hexanovy extrakt Cistota 4096 2048 1024 512 256 128 64 32 16 8 kontrola |C
Ethanolovy extrakt Cistota 4096 2048 1024 512 256 128 64 32 16 8 kontrola [D
Extrakt z odvaru Cistota 4096 2048 1024 512 256 128 64 32 16 8 kontrola [E
Cistota 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125 0.063 0.031 0.016 kontrola |F
Cistota 4 2 1 0.5 0.25 0.125 0.063 0.031 0.016 0.008 kontrola |G
Cistota 2048 1024 512 256 128 64 32 16 8 4 kontrola [H

Obrazek 4: Model tedici fady v mikrotitracni desti¢ce

K ur¢eni miniméalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) byla pouzita in vitro bujonova
mikrodiluéni metoda podle metodiky Institutu klinickych a laboratornich standardfi (CLSI,
2009), ktera byla pozménéna s ohledem na doporuceni navrzenych pro efektivni davku
antiinfek¢niho ptisobeni pfirodnich produkti (Cos, P. et al., 2006) za pouziti 96-jamkové
mikrotitracni desticky. Bylo pfipravené dvojnasobné fedéni (fedici fada) MHB pro bakterie a
SDB pro kvasinku. Referen¢ni antibiotika ciprofloxacin pro bakterie a tioconazol pro
kvasinku méla pocatecni koncentraci shodné 8 pg/mL, silice 2048 pg/mL a extrakty spolu s
odvarem 4096 ng/mL. K docileni poZadované koncentrace extraktii bylo na roziedéni pouZzito
médium MHB pro bakterie a SDB pro kvasinku. Silice byla rozpusténa v DMSO s ptidavkem
Tween 80. Ciprofloxacin byl rozpustén ve vodé a tioconazol ve ethanolu. Rada s DMSO byla
vytvofena pro vylouceni inhibice rlistu bakterii pouZitymi rozpoustédly. Pozitivni kontrola
rustu byla ptfidana do posledniho sloupce, zatimco prvni sloupec desticky byl vyuzit pro
kontrolu ¢istoty pouzitého bujonu, a jako jediny nebyl zaockovany (viz. obrazek 4).
Mikrodesticky byly zaockované pies noc ptipravenym inokulem, poc¢ate¢ni koncentrace byla
5 x 10 5 CFU/mL pro bakterie a 2 x 10 3 CFU/mL pro kvasinku v kazdé jamce, kromé
prvniho sloupce. Na zaockovani byl pouzit kovovy jezek, ktery byl pfed a béhem pouziti
opalen plamenem kahanu. Zaockované desticky byly vlozeny do mikrobiologického
inkubdatoru nastaveného na 35 °C + 2° C a byly vyjmuty a zkoumany po 24h a jesté jednou po
48h v ptipadé C. albicans. Mikrobialni riist byl méfen spektrofotometricky piistrojem
Multiscan Ascent Microplate Photometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) pti 405

nm.
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inhibovat > 80% bakterialniho rlstu ve srovnani s pozitivni ristovou kontrolou. Experimenty

byly provadény ve tfech opakovanich ve tiech nezavislych testech.

Stanoveni minimalni baktericidni a fungicidni koncentrace

Pro zji$téni minimalni baktericidni koncentrace, a také fungicidni koncentrace v
ptipadé¢ kvasinky, byly pfedem pfipraveny Petriho misky s agarem MHA pro bakterie a SDA
pro kvasinku, a to za sterilnich podminek ve flowboxu. Po zméfeni nartistu a vyhodnoceni
MIC v mikrotitra¢nich desti¢kach bylo z kazdé jamky, ve které nebyl zaznamenan riist
mikroorganismu, a to po 24h inkubace u bakterii a 48h inkubace u kvasinky, pipetou
odebrano 20 puL suspenze, kterd byla pfenesena na Petriho misky. Ty byly vloZeny do
mikrobiologického inkubatoru nastaveného na teplotu 35° C + 2° C. Po 24h u bakterii a po
48h u kvasinky byly misky vyndany a vizualn¢ zkontrolovany, jestli doslo k nartustu kolonii.
Jako baktericidni respektive fungicdni byly vyhodnoceny ty, kde doslo k ibytku organismti o
99,9% v porovnani s inokulem (EUCAST, 2000). Kazdé méfeni bylo provedeno tiikrat ve

ttech nezavislych testech.

Analyza sloZeni silice na plynovém chromatografu a hmotnostnim spektrometru

Zkoumani chemického slozeni ziskané silice bylo provedeno prostfednictvim plynové
chromatografie a hmotnostni spektrometrie (GC-MS). Analyza byla provedena za pouziti
plynového chromatografu Agilent 7890A u GC, spojeného s hmotnostnim spektrometrem
Agilent 5975C, vybavenym kolonou HP-5MS (30 m x 0.25 mm, 0.25 pm film) od Agilent
(Santa Clara, CA, USA). Jako rozpoustédlo byl pouzity hexan a byl proveden nésttik vzorku
o objemu 1 pL ve splitovém poméru 20:1 do inletu vyhtatého na 250° C. Pocatecni teplota
pece byla nastavena na 60° C po dobu 3 min, dale stoupala na teplotu 230° C rychlosti 3°
C/min a poté setrvala konstantni po dobu 10 min. Jako nosny plyn bylo pouZito hélium 0
prutokové rychlosti 1 ml/min. Analyza MS byla provedena ve “full-scan“ médu a ionizacni
energie byla nastavena na 70eV. Samotna identifikace jednotlivych slozek byla zalozena na

srovnani jejich hmotnostnich spekter a reten¢nich indext s knihovnou spekter (National



Institute of Standards and Technology Library, NIST, USA) a literaturou (Adams, 2007),
stejné jako prostiednictvim koeluce autentickych standardi, kterymi byly borneol, kafr,

karvakrol, karvon, kariofylen, cymen, estragol, eukalyptol, limonen, linalool, menthol,

menthone, B-myrcen, y-terpin, a thymol.



5 Vysledky

Vysledky extrakru a silice z E. rostkoviana ukazaly antimikrobialni aktivitu u v§ech
péti extrakti i silice vZdy nejméné proti tfem ze sedmi testovanych mikroorganismii.
Nejsilnéjsi aktivitu vykazovala silice a acetonovy extrakt, kterd byla schopna inhibovat
shodné Sest ze sedmi testovanych mikroorganismi. Hodnoty Gi¢innych koncentraci jsou
sumarizovany v Tabulce 1 a v Tabulce 2. Vysledky analyzy chemického slozeni silice jsou

pak shrnuty v Tabulce 3.

5.1 Inhibi¢ni aktivita extraktiu

vvvvv

ucinku se ukazal byt acetonovy extrakt, u kterého byla namétena MIC u vSech testovanych

mikroorganismii, kromé K. pneumoniae, kde nezapusobila ani nejvyssi testovana koncentrace

4096 pg/ml (Graf 1).
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Graf 1: Minimalni baktericidni a fungicidni koncentrace acetonového extraktu
MBC - minimalni baktericidni koncentrace, MFC - minimalni fungicidni koncentrace, N/A — neaktivni, ATCC

- americké sbirkové kmeny




Vodny extrakt zaptsobil pouze ve dvou piipadech, na bakterie rodu Staphylococcus
ssp. a to v nejvyssi mozné testované koncentraci. Hexanovy extrakt neprojevil inhibi¢ni
ucinky u poloviny bakterii a u kvasinky pouze v nejvyssi mozné koncentraci. Ethanolovy
extrakt a extrakt z odvaru nemély zadné zaznamenané ucinky na rast C. albicans stejné tak

jako na bakterie E. coli a K. pneumoniae.

Tabulka 1: Antimikrobidlni aktivita etraktu E. rostkoviana

H.O Ac Hex EtOH Odv Cip

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC

P. aeuruginosa 4096 nd 2048 4096 na nd 2048 4096 4096 >4096 0,0625

K. Pneumoniae na nd na nd na nd na nd na nd 0,125
E. faecalis na nd 1024 4096 1024 2048 2048 >4096 4096 >4096 0,5
E. coli na nd 4096 >4096 na nd na nd na nd 0,0039
S. aureus 4096 4096 1024 2048 1024 2048 1024 2048 1024 2048 0,5

S. epidermidis 4096 >4096 512 2048 512  >4096 512 2048 1024 4096 0,125
C. albicans na nd 2048 4096 na nd na nd na nd na

* v piipadé C. albicans byly MIC zjistovany po inkubaci 24h a 48h; CIP - ciprofloxacin; TIO - tioconazole;
MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace; MBC - minimalni baktericidni koncentrace ( minimalni fungicidni
koncentrace v ptipadé¢ C. albicans); na — neaktivni pfi testovanych koncentracich; nd - nebylo stanoveno

Pfi porovnavani uc¢inku na jednotlivé bakterie byla zaznamenana MIC vSech
testovanych extraktti na S. aureus i na S. epidermidis, pticemz S. epidermidis byl viibec
nejcitlivéj$im testovanym mikroorganismem (Graf 2). Nejméné Gi¢innym byl vodny extrakt,
ktery zaptisobil pii koncentraci 4096 pg/ml. Jediny zaznamenany inhibi¢ni efekt na bakterii
E. coli byl diky acetonovému extraktu a to v jeho nejvyssi testované koncentraci 4096 pg/ml
(Graf 8), v ostatnich pfipadech nebyla inhibi¢ni aktivita zjisténa. E. faecalis a P. aeruginosa
reagovaly na vétSinu extraktli, krome vodného a v pfipadé pseudomonddy nebyla
zaznamenana inhibi¢ni aktivita ani u extraktu ziskaného za pomoci hexanu. Oba patogeny pak
zareagovaly na extrakt z odvaru, az pfi nejvyssi pouzité koncentraci. Vliv extraktl na rist
kvasinky C. albicans byl zaznamenan pouze u acetonového a hexanového extraktu. V piipadé
K. pneumoniae nebyla pti pouzitych koncentracich zaznamenana zadna inhibiéni aktivita

extraktu.
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Graf 2: U¢inné koncentrace extraktii proti Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
MIC - minimalni inhibi¢ni koncentrace, ATCC - americké sbirkové kmeny

Baktericidni a fungicidni aktivita extrakti

Nejvyssi baktericidni aktivita byla zaznamenéana u acetonového extraktu, ktery zaptsobil na
Ctyfi bakterie, nasledovany extraktem ethanolovym, ktery ovlivnil rist tii bakterii. Hexanovy
extrakt a extrakt z odvaru zapusobily proti dvéma bakteriim a viibec nejslabsi baktericidni
schopnost ukazal vodny odvar, kde bylo MBC zachycena v nejvyssi testované koncentraci a
to pouze proti S. aureus. Ten byl také nejcitlivéjsi testovanou bakterii, u které byla nalezena
MBC pfi pouziti kazdého jednotlivého extraktu (Graf 3). Slabsi reakci ukazal kmen S.
epidermidis spolu E. faecalis. Zadny z extrakti neptsobil cidné na C. albicans, ale také proti

E. coli, K. pneumoniae a P. aeruginosa, tedy gram- bakteriim.
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Staphylococcus aureus

4096

g
E
ab .
= 204
O
g 1024

512

0
Voda Aceton Hexan Ethanol Odvar
Extrakty

Graf 3: Baktericidni koncentrace proti Staphylococcus aureus ATCC 29213
MBC - minimalni baktericidni koncentrace, ATCC - americké sbirkové kmeny

Inhibi¢ni aktivita silice

Silice z E.rostkoviana prokazala inhibi¢ni aktivitu proti Sesti ze sedmi testovanych
mikroorganismi, kdy se G¢inné hodnoty MIC pohybovaly od 512 pg/ml po 2048 pg/ml.
P.aeruginosa byla jedinym organismem, jehoz rist nebyl ovlivnén ani nejvyssi pouzitou
koncentraci, tedy 2048 pg/ml. Gram+ bakterie vykazaly vétsi citlivost a byly inhibovany pfi
niz8i koncentraci nez ostatni mikroorganismy. Namétené hodnoty MIC jsou uvedeny

v Tabulce 2. Porovnani G¢innosti proti jednotlivym testovanym mikroorganismim je

znazornéno graficky v Grafu 4.



Tabulka 2: Antimikrobialni aktivita silice Euphrasia rostkoviana

Silice E. rostkoviana CIpP TIO
Microorganism MIC MBC/MFC MIC MIC

(ng/mL) (ng/mL)  (pg/ml)  (ng/mL)

24h 48h* 24h 24h 48h

Enterococcus faecalis 512 - 1024 0.5 -
Staphylococcus aureus 512 - >2048 0.5 -
Staphylococcus epidermidis 512 - >2048 0.25 -
Klebsiella pneumoniae 2048 - >2048 0.125 -
Escherichia coli 2048 - >2048 0.015 -
Pseudomonas aeruginosa >2048 - >2048 0.125 -
Candida albicans 128 1024 2048 - 0.063

* v pfipadé C. albicans byly MIC zjistovany po inkubaci 24h a 48h; CIP - ciprofloxacin; TIO - tioconazole;
MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace; MBC - minimalni baktericidni koncentrace; MFC - minimalni

fungicidni koncentrace
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Graf 4: Minimalni inhibi¢ni koncentrace silice E rostkoviana
MIC - minimalni inhibi¢ni koncentrace, N/A - neaktivni, ATCC - americké sbirkové kmeny




5.4 Baktericidni a fungicidni aktivita silice

5.5

Silice z E.rostkoviana neprokazala ani v nejvyssi pouzité koncentraci baktericidni
ucinek proti testovanym bakteriim. Naopak prokazala fungicidni G¢inek proti C.albicans a to
v koncentraci 2048 pg/ml (Graf 22).

SlozZeni silice

Ziskana zluto-hnéda silice o vytéznosti 0,02% meéla pti pokojové teploté tuhou
konzistenci. Pravdépodobné to bylo zptisobeno vysokym obsahem mastnych kyselin (32,23%
z celkového obsahu).Analyza GC-MS ukazala, ze v silici je ptitomno vice nez 70 slozek,
véetné kyseliny palmitové (18,47%), ktera je nejvic zastoupenou, nasleduje thymol (7,97%),
kyselina myristova (4,71%), linalool (4.65%), anethol (4.09%), kyselina linolenova (3.81%),
hexahydrofarnesyl acetone (3.16%), kyselina laurova (2.79%), a-terpineol (2.39%), a borneol
(2.39%). Kompletni seznam slozek zjisténych v silici E.rostkoviana je prezentovan v Tabulce
1.



Tabulka 3: Chemické slozeni silice Euphrasia rostkoviana Hayne

Rl  Slozka (%)* ID RI Slozka (%) 1D
- 1-hexanol® 0.10 a 1385  damascenone 056 ab
981 1-octen-3-ol 1.82 a,b 1406  methyleugenol 023 ab
992 B -myrcene 0.14 a,b,c 1419  caryophyllene 128 ab,c
996 3-octanol 0.13 a,b 1455  geranyl acetone 0.89 ab

1027 p-cymene 0.81 a,b,c 1460  trans-B-farnesene 0.13 ab

1032 limonene 0.34 a,b,c 1462  alloaromadendrene 0.12 ab

1034 eucalyptol 0.25 a,b,c 1478  y-muurolene 025 ab

1062 y-terpinene 0.34 a,b,c 1482  germacrene D 031 ab

1070 sabinene hydrate 0.14 a,b 1484  curcumene 121 ab

1074 1-octanol 0.40 a,b 1487  trans-B-ionone 153 ab

1094 3,5-octadienone® 0.16 a,b 1493  valencene 0.13 ab

1101 linalool 4.65 a,b,c 1495  a-selinened 0.17 ab

1106 a-thujone 0.88 a,b 1498  epizonarene® 026 ab

1118 B-thujone 0.48 a,b 1500  a-muurolene 018 ab

1146 camphor 1.00 a,b,c 1510  p-bisabolene 094 ab

1156 menthone 1.98 a,b,c 1515  y-cadinene 0.40 ab

1163 2-nonenal, (E)- 010 ab 1566  nerolidol® 0.10 ab

1168 borneol 2.39 a,b,c 1574  lauric acid 279 ab

1170 (+/-)lavandulol 0.16 a,b 1578  spatulenol 061 ab

1175 menthol 2.02 a,b,c 1583  caryophyllene oxide 147 ab

1179 4-terpineol 113 ab 1587  pseudoionone® 018 ab

1191 o-terpineol 2.39 a,b 1609  humulene epoxide I1 025 ab

1199 estragole 0.34 a,b,c 1613 Iongifolenaldehyded 0.20 ab

1207 decanal 0.15 a,b 1643  t-cadinol 0.18 ab

1222 p-cyclocitral® 021 ab 1651  p-eudesmol 013 ab

1238 thymol methyl ether 0.75 a,b 1771 myristic acid 471 ab

1242 cumin aldehyde 0.23 a,b 1847  hexahydrofarnesyl acetone 316 ab

1244 neral 0.14 a,b 1865  pentadecanoic acid 028 ab

1246 carvone 1.28 a,b,c 1919  farnesyl acetone 050 ab

1256 piperitone 0.18 a,b 1977  palmitic acid 18.47 ab

1258 geraniol 0.79 a,b 2114  phytol® 012 ab

1264 trans-2-decenal® 0.11 a,b 2143  linoleic acid 190 ab

1273 geranial 0.15 a,b 2148 linolenic acid 381 ab

1287 anethole 4.09 a,b 2300 tricosane 1.79 ab

1289 safrole 0.21 a,b 2400  tetracosane 0.16 ab

1295 thymol 7.97 a,b,c 2500  pentacosane 136 ab

1304 carvacrol 1.96 a,b,c

1318 2,4-decadienal, (E,E)- 0.21 a,b Identifikovano celkem 98.91

1374 capric acid 0.26 a,b

1377 «o-copaene 0.15 a,b

RI- Reten¢ni index; * relativni procentické zastoupeni olochy piku vztazené k celkové plose vSech piku; 1D —

zpusob identifikace; a — identifikace na zakladé shody hmotnostnich spekter; b — identifikace na zakladé

porovnani RI; ¢ — identifikace potvrzena pomoci autentického standardu; d — nejista identifikace (upraveno

podle: Novy et al., 2015)



6 Diskuze

Svétlik 1ékarsky (E.rostkoviana) je v tradi¢nim Ié€itelstvi znamy piedevsim pro svoje
blahodarné ucinky pii 1é¢bé riznych ocnich obtizi. Z tohoto pfedpokladu se vychazelo pfti
piiprave této prace. UZ jeho samotny nazev napovida o vztahu k o¢im. V anglicting se
jmenuje Eyebright, v némc¢iné Augentrost, ve Spanélstiné Ojo brillante, polsky Swietlik,
norsky Augetrast (EMA, 2010) a v ¢estin€ je znamy také jako ocanka (Hudak, 2014). Historie
jeho pouziti je pravdépodobné starsi, nicméné jeden z prvnich zaznami o E.rostkoviana ve
spojitosti s 1é¢bou o¢nich chorob se objevuje v 15.stol. (Porchezhian et al., 2000). V lidovém
1écitelstvi byl vyuzivan k 1é¢bé Sedého zékalu, konjunktivitidy, Cervenych, zanicenych,
suchych nebo jinak podrazdénych oci, a to ve formé nélevu, ktery byl pouzit zevné jako o¢ni

koupel nebo aplikovan jako kompresni zabal k 1é¢bé jecného zrna (Blazic, 2010),

Z téchto informaci vzeslo téma a také hypotéza zavérecné prace. Tedy pokud je svétlik
1€katsky pouzivan po mnoho stoleti k 1é¢b¢ stejnych obtizi a déje se tak v navzdjem
rozdilnych oblastech ¢i kulturach, 1ze predpokladat, ze méa antimikrobidlni schopnosti.

Tuto teorii podporuje klinicka studie, ve které (CCRH, 1989) testoval ucinek kapek s
obsahem svétliku lékatského na 44 pacientech. V dvojité zaslepené studii doslo k uzdraveni
vSech ¢lent skupiny, ktefi kapky uzivali.

Ptredpoklad, Ze by svétlik mohl byt pouzit jako hlavni lécebny prostiedek pii konjunktivitide,
podporuje také studie, ktera byla provedena na 65 pacientech ve véku 6 mésict az 84 let, ktefi
trpéli zanétem a kataralni reakci spojivek z ditvodii podrazdéni o¢i vétrem, prachem, pylem a
nebo jejich pretéZovanim. Symptomy konjunktivitidy kompletné zmizely u 95% pacientd, po
tom, co si kapali jednu kapku ptipravku se svétlikem lékatskym, jednou aZ pétkrat denné do
postizeného oka, po dobu 3-17 dnti (Stoss et al., 2000).

Kromé zjevného uspéchu pii 1é€bé ocnich obtizi, by bylo dobré zminit, ze svétlik 1ze
uzivat i vnitin€. Studie od Porchezhian et al. (2000) prokazala testovanim na kryséch, Ze
vodny extrakt z E.officinale ma schopnost snizovat hladinu cukru v krvi. Také poukazuje na
budouci mozné vyuZiti ve farmacii, k ¢emuz by byl ovSem nutny farmakologicky vyzkum k
objasnéni mechanismtli pozorovaného hypoglykemického efektu (Porchezhian et al., 2000) .
Také Blazic (2010) zmifluje mozZnost vnitiné vyuzivat slabého nalevu ze svétliku 1ékatského

pii zaZivacich potizich, kieCich a problémech se zluCovymi cestami.



A v neposledni fadé bychom neméli zapomenout na moznost jeho vyuziti pti 1é¢bé
zvitat, kdy Tarabishy and Jeng (2008) uvadi jako schopnost svétliku 1é¢it konjunktivitidu u

krav a to bud’ obkladem namoceném v ¢aji nebo kapanim piimo do oci.

Diky témto informacim byly vybrany vhodné patogeny, souvisejici se zanéty oci, aby
na nich byla potvrzena nebo vyvracena hypotéza o 1écebnych schopnostech svétliku
1ékatského. Sest bakterii a jedna kvasinka byly kontrolni skupinou pro pét extrakti a silici
vyextrahovanych z rostliny, kdy cilem bylo zjistit, jestli inhibuji jejich rist a pokud, tak pfi
jaké koncentraci. Extrakty zaptisobily riiznym zptisobem na testované bakterie s vyjimkou
K.pneumoniae, u které se neprojevila dostateéna inhibice ristu a extrakty tak byly v jejim
pfipad¢ oznaeny za neaktivni v dané koncentraci, ktera neptekracovala 4096 ng/ml. Gram+
bakterie vykazovali vétsi citlivost nez gram-.

V porovnani s Teixeira and Silva )2013), ktefi testoval piisobeni vodného a
ethanolového extraktu jsou hodnoty MIC odlisné, coz by mohlo byt zapii¢inéno samotnym
testovanym vzorkem rostliny, ale vysledky se riizni na ob¢ strany. Tedy v n¢kterych
ptipadech zaznamenal inhibici pfi niZ§ich koncentracich a v jiném piipadé naopak inhibi¢ni
koncentraci nékolikrat vyssi, jako naptiklad u E.faecalis. To by mohlo byt zpisobeno
pouzitim rostliny, ktera méla k ristu odlisné podminky nez nami testovany vzorek. Na tento
rozdil ve vysledcich antimikrobialni aktivity stejné ¢asti rostliny poukazuje Doughari (2012),
ktery vidi pravdépodobnou piic¢inu ve faktorech, které ovliviiuji vysledné mnozstvi aktivni
latky v organech rostliny. Na tomto se mohou podilet jak geografické podminky, tak

koncentrace zivin v pide¢ stejné jako staii rostliny pii sbéru.

Dalsi ¢ast prace se byla zaméfena na extrahovanou silici, jeji antimikrobidlni vlastnosti a také
analyzu jejiho sloZeni.

JiZ dfive byl nalezen vysoky obsah mastnych kyselin v silici ptibuzné rostliny E.
stricta (25.7%) také s velkym podilem kyseliny palmitové (20,3%) a kyseliny myristové
(3,9%) (Miladinovic at al., 2014). Lze tedy predpokladat, Ze by silice E.rostkoviana mohla
mit v n€kterych ohledech podobné sloZeni. Vyextrahovana silice prokdzala celkové vétsi
efektivitu inhibovat rist mikroorganismi a to pii nizSich koncentracich nez pouzité extrakty.
To by z ni mohlo ucinit hlavni bod z4jmu pro budouci vyzkum, ktery by byl pozdéji
aplikovatelny v klinické praxi. Jedinym organismem, u kterého nebyla zachycena MIC pfi

pouziti silice E.rostkoviana byla P.aeruginosa. Toto koresponduje se studii Hammer et al.



(1999), kdy z pouzitych 52 druht silic, pouze u 3 byla zaznamenana inhibi¢ni aktivita proti
rustu této bakterie.

Aktivni koncentrace silice je srovnatelna s diive zkoumanymi Uc¢inky silic
extrahovanych z jinych rostlin, jakymi jsou Thymus vulgaris, Myrtus communis, Mentha
suaveolens, Eucalyptus globulus, Ocimum basilicum a Artemisia annua. Zejména jejich
ucinek na candida spp. (Rapper at al., 2013; Bilia at al., 2014; Stringaro et al., 20114).
Vzhledem k tomu, ze kyselina palmitova jako hlavni slozka silice neptesahla 20% a dale bylo
zjisténo vice nez 10 dalSich aktivnich slozek s antimikrobidlnim potencidlem v mnozstvi 1 az
8% je tézké rozhodnout, ktera latka je hlavnim pfic¢inou antimikrobidlniho efektu.

Kyselina palmitova byla jiz diive oznacena jako hlavni slozka pfi testovani proti gram-
bakteriim, ne vSak proti gram+ (Moradali et al., 2008).

Na druh¢ stran€ je znama schopnost stftedné dlouhych nasycenych mastnych kyselin a
také dlouhych fetézcl nenasycenych mastnych kyselin inhibovat gram+ bakterie (Zhang,
2012). Navic kyselina laurova vykazuje fungicidni aktivitu (Dayrit, 2015).

Za schopnosti silice ptisobit antimikrobidln¢ stoji zfejmeé komplex latek v cele s mastnymi
kyselinami a dalSimi latkami, které byli v silici identifikovany a u kterych jsou zndme

antimikrobidlnimi U€inky. Jsou mezi nimi borneol, menthol, thymol, camphor a dalsi.

Potencial svétliku v 1é¢bé nemoci o¢i a nejen jich, je zfejmy. Nicméné faktort
ovliviiyjicich jeho slozeni a tedy i1 vysledny efekt je mnoho. At uz se jedna o dfive zminéné
rustové faktory nebo nejednotny postup a metody extrakce, kdy vysledné slozeni a tedy ani
1é¢ebny efekt nemtize byt zarucen. Toto je ale bézny problém pii snaze zaclenit 1€¢ivé byliny
do béZné lécebne praxe.

| kdyZ jsou nekteré preparaty s obsahem E.rostkoviana uréené k 1é¢bé o¢i bézné
dostupné na trhu, jejich 1écebna aktivita je podloZena pievazné historickymi zaznamy a
pouzivanim v lidovém léCitelstvi. Pro vyuZiti v klinické praxi by bylo tfeba vice védeckych
vyzkumd, které by prokéazaly u€inek extrakta ze svétliku a jeho prospesnost v 1€¢b¢ ocnich
obtizi (Wszelaki and Melzik, 2011).

Zanéty oci sice nepatii k hlavnim problémtm zdravotnictvi, ale jsou obvykle
podceniovany, vzhledem k Casté absenci systémovych ptiznakt (Bennett et al., 2015). Toto
muze mnohdy vést k zanedbani 1€cby, které miize nasledné vést k nevratnym zménam ve

struktuie oka a tedy k omezeni jeho schopnosti ¢i Upln¢€ ztraté zraku. Vzhledem k tomu, Ze



zrak je nasim nejvyuzivangj$im smyslem, zaslouzil by si jisté vice pozornosti.

Bylo by dobré zminit i stoupajici pocet patogenti, které jsou rezistentni vii¢i konvencni
1écbé ATB. Jsou to predevsim kmeny, které se predavaji v nemocni¢nim prostiedi a jsou
zodpovédné za nozokomidlni infekce. Ty jsou Casto ptidruzenou komplikaci, u jiz tak
oslabenych jedinct.

Resistence na ATB bohuzel stoupa i mezi béZnou populaci, tedy osobami, které
nebyly hospitalizovany. Nachylnost nejbéznéjsich oc¢nich patogent k rezistenci na
antimikrobialni latky pouzivané v oftalmologii dramaticky stoupa. S.aureus a S.pneumoniae
jiz maji vybudovany vysoky podil rezistentnich kmeni. Nedavné data také naznacuji, ze 1écba
ATB bézné pouzivanymi v oftalmologii miiZze zplsobit vznik rezistence mezi bakteriemi,
které kolonizuji oblasti mimo oko (Tarabishy and Jeng, 2008).

Toto by mohl byt jeden z podstatnych impulzl k hledani alternativni cesty 1écby

oc¢nich obtizi, ve které by jisté svétlik mohl hrat svoji roli.



[ Zavér

Svétlik 1ékarsky (E.rostkoviana) se pouziva v lidovém 1é¢itelstvi piedevsim k 16¢bé
oc¢nich obtizi. I kdyz roste ve vice oblastech, kde uz podle jeho nazvu lze usuzovat, ze o jeho
ucincich tamni obyvatelé védi, nebylo jesté dostatecné prozkoumano a popsano, o jaké
konkrétni plisobeni se jedna.

Tato prace se zabyva testovanim antimikrobialni aktivity jeho extrakti a silice proti
béznym ocnim patogeniim. Také slozenim silice a pfipadnou identifikaci konkrétnich
antimikrobidlnich piisobkt. V ptedchozich klinickych studiich se potvrdila schopnost svétliku
1€Cit zanét, ale ne o ktery konkrétni patogen se jedna. A také vyzkum slozeni silice nikdy
nepfiinesl ucelené poznatky o latkach v ni obsazenych.

Nase hypotéza o antimikrobidlnim ptisobeni se potvrdila, nebot’ byly nalezeny MIC
pottebné k utlumeni ristu patogend a to bud’ diky extraktiim, nebo silici, kterd vykazovala
efektivnéjsi plisobeni pii nizsi koncentraci. Zaroven pomoci GS-MS bylo zjisténo sloZeni
silice a potvrzeni protizanétlivych vlastnosti, nékterych jejich slozek.

Z vysledkt vyplyva, ze svétlik 1ékarsky ma inhibi¢ni a v nékterych pripadech i
baktericidni a fungicidni u¢inky na mikroorganismy uplatiiujici se pii nemocech oc¢i. Ma tak
potencidl stat se rovnocennym lécebnym prostiedkem, k béZzné€ pouzivanym ATB. Vzhledem
ke stoupajici rezistenci riznych bakteridlnich kment na ATB, by tak mohl byt vhodnym
feSenim v situacich, kdy konvencni 1écba selhala. Dil¢i vysledky této prace byly jiz diive
publikovany Vv Casopise Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine (Novy et
al., 2015).
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

ATB - antibiotika

ATCC — americké sbirkové kmeny (American Type Culture Collection)
GRAM+ -grampozitivni

GRAM- - gramnegativni

GS-MS - plynova chromatografie a hmotnostni spektrometrie

MBC — minimélni baktericidni koncentrace

MFC — minimdlni fungicidni koncentrace

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

N/A - neaktivni

NMF — normalni mikrobialni fléra

WHO -Svétova zdravotnicka organizace



