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Rostlinné silice jako potencionalni aditiva pro konzervaci
kancich inseminacnich davek

Souhrn

Cilem préce bylo ovéfit antimikrobialni G€inky rostlinnych silic proti vybranym
bakteriim kontaminujicim kanc¢i inseminac¢ni davky. Vhodné zvolené kombinace silic by
mohly byt dostate¢né u¢inné proti Sirokému spektru bakterii a mohly by tak v inseminac¢nich
davkach poslouzit jako nahrada za antibiotika, jejichz dalsi pouzivani mimo humanni
medicinu bude z ditvodu §ifici se antibiotické rezistence zakazano.

Teoreticka ¢ast této diplomové prace byla zamétena na shrnuti zakladnich informaci o
reprodukeci prasat a alternativnich metodach konzervace kancich inseminacnich davek. Dale
jsou charakterizovany rostlinné silice, mechanismus ucinku a jejich vliv na bakterie ¢i
spermie, coz bylo hlavnim tématem této prace.

V experimentalni ¢asti byl testovan antibakteridlni uc¢inek vybranych rostlinnych silic
pomoci bujénové mikrodiluéni metody in vitro. Celkem bylo otestovano 14 silic na 4
bakterialnich kmenech. Nejvyrazngjsi antimikrobidlni aktivitu vykazovala skofice proti vS§em
testovanym bakteriim (MIC 5122050 pg/ml). V kombinaci byla zjisténa synergie mezi tea
tree a saturejkou proti Enterococcus faecalis, manukou a kajeputem proti Pseudomonas
aeruginosa, kadidlem s borovici a tea tree s kadidlem, kajeputem a borovici proti
Staphylococcus aureus, a nakonec u eukalyptu s kadidlem proti Escherichia coli (FICI 0,125
—0,37). Naopak nejméné uc¢innymi byly silice z Salvéje, badyanu, libavky, rosaliny, zdzvoru a
levandule.

Z dosazenych vysledkli neni mozné vyvozovat kone¢né zavery, pro potvrzeni u¢inkl
in vitro by bylo nutné provést dalsi testy na $irsi skale druhového spektra a také vliv téchto
silic na kvalitativni parametry kan¢ich spermii.

Klic¢ova slova: silice, synergie, antimikrobidlni aktivita, inseminacni davka, kanci sperma



Plant essential oils as potentioal additives for boar sperm
preservation

Summary

The aim of the study was to verify the antimicrobial effects of essential oils against
selected bacteria contaminating boar insemination doses. Appropriately selected combinations
of essential oils could be sufficiently effective against a wide range of bacteria and could thus
serve in insemination doses as a substitute for antibiotics, the further use of which outside
human medicine will be prohibited due to the spread of antibiotic resistance.

The theoretical part of this thesis was focused on summarizing basic information about
pig reproduction and alternative methods of preservation of boar insemination doses.
Furthermore, essential oils are characterized, the mechanism of action and their influence on
bacteria or sperm, which was the main topic of this work.

In the experimental part, the antibacterial effect of selected essential oils was tested
using the broth microdilution method in vitro. A total of 14 essential oils were tested on 4
bacterial strains. Cinnamon showed the most significant antimicrobial activity against all
tested bacteria (MIC 512-2050 pg/ml). In combination, synergies were found between tea
tree and savory against Enterococcus faecalis, manuka and tea tree against Pseudomonas
aeruginosa, frankincense with pine and tea tree with frankincense, tea tree and pine against
Staphylococcus aureus, and finally eucalyptus with frankincense against Escherichia coli
(FICI 0.125 — 0.37). On the other hand, essential oils of sage, star anise, wintergreen, rosalina,
ginger and lavender were the least effective. It is not possible to draw final conclusions from
the achieved results, to confirm the effects in vitro it would be necessary to perform further
tests on a wider range of species spectrum and also the effect of these essential oils on the
qualitative parameters of boar sperm.

Keywords: essential oil, synergy, antimicrobial aktivity, insemination dose, boar semen
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1. Uvod

Bakterialni rezistence na antibiotika a jeji rychly narast se stava jednou z nejzavaznéjsich
hrozeb pro lidské zdravi. Je to celosvétovy problém, ktery si bohuzel spousta lidi neuvédomuje.
Mnoho bakterii si vyvinulo rezistenci vi¢i konven¢nim antibiotikiim v disledku jejich
nespravného pouzivani, jako je napiiklad nedostatecna davka k jejich usmrceni ¢i dlouhodobé
pouzivani. To znamend, Ze je tfeba vyvijet stidle nova antibiotika s odliSnym mechanismem
Antibiotika jsou Siroce pouzivana pro jiné ucely nez pro medicinu, coz pfispivak nartstu
rezistence. Pouzivani antibiotik v chovu zvifat je tomu dobrym piikladem (Attia a kol., 2022).

Prevence antibiotické rezistence zahrnuje raciondlni pouzivani antibiotik, dodrzovani
predepsanych 1é¢ebnych postupti, podporu vyzkumu novych antibiotik a rozvoj alternativnich
terapeutickych piistupt k 1écbé infekci. Je rovnéz dilezité zlepsit hygienické praktiky a snizit
pouzivani antibiotik v zeméd¢lstvi, kde mize pfispivat k vzniku rezistence u bakterii v
potravnim fetézci. Proto je také potieba hledat alternativni zdroje latek s antimikrobidlni
aktivitou. Slibnou alternativou by mohly byt rostlinné silice. Rostlinné silice maji Siroké
spektrum vyuziti v potravinafstvi, kosmetice, 1ékaistvi a zemédélstvi. V potravinafstvi se
pouzivaji jako pfirodni aromata, latky pro ochucovani potravin a napoja, ale zkouma se i
moznost jejich vyuziti ke konzervaci potravin. V kosmetice jsou ¢asto soucasti parfémd, oleju
a krému diky své vini a pfirodnim vlastnostem. V Iékatstvi se nékteré rostlinné silice vyuZzivaji
pro své lé¢ebné ucinky, napiiklad protizanétlivé, antimikrobidlni nebo ukliditujici ucinky.
V zemédelstvi k ochrané plodin pfed chorobami a Sktdci, ¢i v budoucnosti tfeba jako
konzervacni ¢inidla inseminacnich davek, nejen kanct.



2. Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace bylo vyhodnoceni antimikrobidlni aktivity rostlinnych silic a jejich
kombinaci proti bakteriim kontaminujicim kanci sperma za ucelem identifikace vhodnych
sloucenin, které by mohly nahradit antibiotika pouzivana pro ptipravu a kratkodobé uchovani
inseminac¢nich davek kanct.

Hypotéza: Nektera z vybranych kombinaci silic bude mit zesilujici antimikrobidlni u¢inek
in-vitro, ptipadné bude inhibovat §irsi spektrum mikroorganismi nez samostatné silice.



3. Literarni reSerse

3.1 Reprodukce prasat

Chov prasat je dnes zalozen na umélé inseminaci s chlazenym spermatem. To je
skladovano pifi nizSich teplotach s antibiotickou suplementaci, aby se zabranilo
bakteriospermii. Existuje mnoho negativnich disledkt na kvalitu a funkénost samcich ale i
samicich pohlavnich buné¢k v diisledku bakteridlni kontaminace (Contreras a kol.,2022).

Um¢éla inseminace je Siroce pouzivana technika v produkci prasat. Pokroky v technice
umoznily skladovat spermie pfi teplotach 15-20 °C po dobu az 10 dni. To souvisi s citlivosti
kancich spermii bohatych na nenasycené mastné kyseliny na chlad a nizkou toleranci
k nejbéznéjsim kryokonzerva¢nim ptisaddm (Johnson a kol., 2000). Bohuzel je v soucasnosti
spojena s bakteridlni kontaminaci pfi odbéru spermatu ¢i fedéni (Schulze a kol. 2015). I kdyz
je teplota sniZzena, aby vyvolala ne¢innost spermii béhem skladovani, stadle mize dochézet
k ristu bakterii. Ten je spojovan se Skodlivymi ucinky na kvalitu a skladovatelnost, jako je
aglutinace, snizena pohyblivost a Zzivotaschopnost (Althouse a kol., 2000). Bakteridlni
kontaminaci a jejim negativnim G¢inklim na plodnost a velikost vrhu je tieba zabranit (Schulze
a kol., 2015). Proto se ATB bézné ptidavaji do davek spermatu. Rocné se celosvétove
spotiebuje kolem 12,8 miliond litrGi spermatu obsahujicich antibiotika (Wiebke a kol., 2021)

Ejakulat se sklada z heterogenni populace norméalnich a abnormalnich spermii v riznych
fazi zralosti. Pfredpoklada Se, ze Zensky reprodukéni trakt poskytuje fadu mechanismi selekce
spermii, které zajisti, Ze pouze pohyblivé, morfologicky normalni spermie jsou schopné
podstoupit akrozomovou reakci a dosdhnou mista potencialniho oplodnéni ve vejcovodech.
(Bacilkova a kol., 2011) Pfi um¢lé inseminaci se do zenského reprodukcniho traktu vklada
mensi pocet spermii ve srovnani s pfirozenym pafenim. Dobra kvalita méa proto prvorady
vyznam. (Kudlova a kol., 2005)

Studie Schulz a kol. (2015) ukézala, ze 90 z 334 vzorkli spermatu ve 24 evropskych
zemich byly kontaminovany 21 riznymi druhy bakterii (vétSinou gramnegativnich z Celedi
Enterobakteriacea). 18 z nich vykazovalo multirezistenci proti béZnym antibiotikiim. Chceme-
li tento problém piekonat, je dulezit¢ klast diraz na kontrolu hygienickych opatfeni pfi
ziskavani spermatu, stejné tak jako najit alternativy ke konvencnim ATB.

V nedavnych studiich byl jako nejbéznéjsi vyhodnocen semenny mikrobiom skupiny
Proteobacteria (39,1-57,3 %), Firmicutes (27,5-31,17 %) Actinobacteria (3,41-14,9 %),
Bacteriodetes (4,24-5,7 %). Kromé toho byly druhy Bacillus megaterium, Brachybacterium
faecium a B. coagulans rozpoznany jako postejakula¢ni kontaminace z pudy, stolice a vodnich
zdroji. Na druhé strané bylo zjiSténo relativné malé mnozstvi Escherichia coli, Clostridium
difficile, C. perfringens, C. botulinum a Mycobacterium tuberculosis (Godia a kol., 2020).
Lactobacillus je velmi hojny ve vzorcich odebranych v zim¢, naproti tomu Pseudomonas spise
v letnim obdobi, coz je pozitivné spojeno s kvalitou spermii a reprodukéni schopnosti (Zhang
a kol. 2020).



Asi 60% variability profilu bakteridlni kontaminace ve vzorcich spermatu lze vysvétlit
hygienickymi podminkami riznych kontrolnich bodi pfi umélé inseminaci (Nitsche-Melkus a
kol, 2020). Proces odbéru vzorku byl krok za krokem analyzovdn za ucelem stanoveni
kritickych bodd pro bakteridlni kontaminaci. NejkrititéjSimi body, kde muze vzniknout
kontaminace bylo stanoveno odkapavani prepucidlni tekutiny z ruky, doba sbéru pres sedm
minut a pritomnost dlouhého predkozkového ochlupeni (Goldberg a kol. 2013).
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Obr 1.: Diagram znazornujici disledky kontaminace bakteridlnimi komunitami u kancich
spermii (Contreas a kol., 2022)

Ciornei a kol., (2021) doporucili zmény pro odbér spermatu, provedeni hygieny a
biologickou bezpecnost odbéru spermatu, ktera snizuje bakteridlni kontaminaci v surovém
spermatu o 49,85 %. Toto zahrnuje aplikaci lehce dekontaminacnich latek (napt. Misoseptol)
15 minut pfed odbérem, pouziti latexovych rukavic, dezinfekce ptedkozky, vyprazdnéni
predkozkového divertiklu od sekretu a moci.



3.2 Prostiedky vhodné pro sniZeni bakterialni kontaminace kancich

inseminacCnich davek

V poslednich letech se zvysuje Usili o vyvoj alternativnich metod pro konzervaci kanc¢ich
inseminacnich davek, aby se zabranilo pouzivani konvenc¢nich antibiotik. Potencionalni piisada
musi splilovat Siroké spektrum antimikrobidlniho u¢inku, zadnou toxicitu vici spermiim,
zadnou interferenci s plodnosti, vysokou stabilitu, nizky potencidl plisobit bakterialni
rezistenci, snadnou aplikaci a ekonomickou proveditelnost (Schulze a kol., 2016).
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Obr 2.: RUzné druhy latek, které by mohly pfispivat ke snizeni bakterialni zatéze kanciho
spermatu a nahradit tim, alespon z ¢asti antibiotika (Contreras a kol., 2022).

3.2.1 Hygiena

Prisna hygiena miZze snizit bakterialni kontaminaci béhem odbéru spermatu (Althouse,
2008). Normalni floru kaze, vlasii a dychacich cest nelze omezit, ikdyZz zoohygienik muize
eliminovat svllj vlastni pfispévek prostfednictvim osobni hygieny a sterility odbérového
zafizeni. Je vhodné nosit pravidelné¢ prany a dezinfikovany chranny odév a obuv. Lidé
s respiraénimi infekcemi by se méli vyhybat odbéru, pokud to neni mozné, méli by uzit rousku.
Prostor pro odbér a zafizeni by mély byt dilkkladné vycistény a deznfikovany. Nicméné
dezinfek¢ni prostfedky jsou do urcité miry spermicidni, proto je tfeba se vyhnout reziduim
téchto latek na povrchu, ktery pfijde do kontaktu se spermatem (Morrell a kol., 2014). Kromé¢
kvalitnich hygienickych opatieni, bezvadnych podminek ustajeni vcetné vhodnych pojistek
proti vstupu patogenti zvenci, jsou dulezitymi pilifi systematické veterinarni kontroly a péce,
prizptisobené vakcina¢ni a odc¢ervovaci rezimy a také kontrola ektoparazitd. Sperma by mélo
byt odebirano pouze klinicky zdravym jedinciim (Schulze a kol., 2016).



3.2.2 Prirodni

Rostliny produkuji S§iroké spektrum sekundarnich metabolit s antimikrobidlni
aktivitou. Tyto latky plsobi riznymi mechanismy inhibicné na rast a reprodukci
mikroorganismti a jsou dulezitym prvkem ochrany rostlin vici infekcim. Existuje velké
mnoZstvi rostlinnych latek s antimikrobialni aktivitou. Rada z nich byla testovana také na
ucinnost pii inhibici kontaminujicich bakterii v kancich insemina¢nich davkach, napiiklad
nékteré antimikrobidlni peptidy, bakteriociny, cannabinoidy, fenolické latky, chinony,
flavonoidy, kumariny, taniny, glukosinolaty, alkaloidy, roslinné silice (terpeny) a dalsi.

Antimikrobidlni peptidy maji tfi mechanismy proti bakteriim. Pozitivnhé nabité
kationtové AMP interaguji s negativnim ndbojem bunécné membrany a generuji konformacni
zmény. Po navazani AMP na buné¢nou membranu se generuji rizné mechanismy u¢inku, které
tvofi rizné typy pord. AMP mohou interagovat ptimo s DNA, RNA, ribozomy a naruSenymi
chaperonovymi proteiny, ¢imz narusi procesy, jako bunécéné déleni, replikace a syntéza
nukleovych kyselin (Valdez-Miramontes a kol., 2021). AMP se stal jednou z nejslibnéjSich
alternativ pouziti antibiotik k pfekondni rostouci bakterialni rezistence, mize vSak zhorsit
kvalitu spermatu. Vysledky studie Bussalleu a kol., 2017 ukézaly, ze vSechny testovan¢ AMP
snizuji motilitu spermii. U&inn& kontroluji bakterialni zatéz, i kdyz méné nez antibioticka
kontrola, a udrzuji ji nizkou behem deseti dnii skladovani v chladu. Zachovavaji
zivotaschopnost a pohyblivost spermii ekvivalentni antibiotické kontrole pti konzervaci 17 °C
po dobu deseti dnti. Proto je jejich pouziti mozné jako antibioticky doplnék (Puig-Timonet a
kol., 2018). Kationtové AMP jsou novou tiidou antimikrobialnich aditiv pro konzervaci
kanciho spermatu. Bylo zjisténo, Ze pouziti syntetickych cyklickych hexapeptidi ¢astecné
stimuluje progresivni linearni pohyb spermii. Kromé toho je kvalita v nizkych koncentracich
srovnatelnd s kvalitou standardniho fedidla béhem skladovani (Schulze a kol., 2014).

Bakteriociny se sklddaji z malych baktericidnich nebo bakteriostatickych peptida
syntetizovanych ribozomaln¢ bakteriemi. Hraji regulacni roli v bakteridlnich ekosystémech.
Mnohé znich vykazuji silnou antimikrobidlni aktivitu proti specifickym, casto blizce
pfibuznym bakteriim. bakteriociny maji pro tuto antimikrobidlni aktivitu rGzné zpusoby
pusobeni. Zatimco nékteré bakteriociny pusobi permeabilizaci cytoplazmatickych membran,
jiné inhibuji stavbu peptidoglykanové bunécné stény nebo dokonce napadaji intracelularni
struktury jako jsou endonukleazy (Karpinsky a Szkaradkiewicz 2013). Bakteriocin nisin je
schvaleny FDA jako konzervant, ktery se pouziva v fadé¢ potravinaiskych produktti (Chikindas
a kol., 2018). Probihaji také prvni vyzkumy ohledné¢ pouziti bakteriocint jako konzervacnich
¢inidel v kan¢ich insemina¢nich déavkéch. Pediocin PA-1, produkovany pediococccus
acidilactici m¢l pozitivni vliv na zivotaschopnost spermii se zvySujicimi se koncentracemi.
Nepodartilo se mu vsak snizit rist bakterii béhem skladovani do koncentrace 350 ng/ml (Bonet
a kol., 2019).



Silice neboli také esencidlni, éterické ¢i aromatické oleje definujeme jako tckavé,
intenzivné vonici smési piirodnich rostlinnych latek olejovité konzistence, lipofilni, ve vodé
tézko rozpustné. Zpravidla jsou bezbarvé, zvlasté v Cerstvém stavu, ale mohou byt i rizné
zbarvené (napf. zlutohnédéd hiebickova ¢i skotficovd). Delsim uchovavanim snadno oxiduji,
pryskyinati a tmavnou. Jsou zndmé svymi inhibi¢nimi U¢inky proti Siroké Skéale rtznych
organismi, zahrnujici naptiklad viry, chlamydie, bakterie, houby, protozoa a Skodlivy hmyz.
Nejvetsi praktické vyuziti nachazeji zejména v kosmetice a potravinaistvi. Silice se zpravidla
skladaji z velkého poctu chemickych slouc¢enin. Dosud bylo identifikovéno pies 500 riznych
latek, pticemz v jedné miize byt obsazeno az 50. Jsou zastoupeny latky riznych biogenetickych
skupin, zejména latky s niz$i molekulovou hmotnosti, mensim poctem kyslikatych funkci a bez
glykosidni vazby na cukry. Tyto vlastnosti maji hlavné monoterpeny, diterpeny a fenylpropany.
Dale jsou zastoupeny prakticky vSechny typy organickych sloucenin — uhlovodiky, alkoholy,
aldehydy, ketony, kyseliny, estery, étery a jiné.

Esencidlni oleje ziskavame z rostlinnych surovin nékolika technologickymi postupy.
Nejstarsim zptisobem je extrakce pomoci tukd. Primysl parfémt pouziva vétSinou kontinualni
extrakce lehce tekavymi rozpoustédly, zpravidla petroléterem nebo benzenem. Pro
farmaceutické ucely se silice ziskavaji vétSinou destilaci. Silice, které nelze bez rozkladu
destilovat se nejlépe ziskavaji lisovanim. Vylisovand tekutina vSak neni Cistou silici, nebot’
obsahuje také vodu a rozli¢né latky jako jsou napt. pektiny (Bronislava Bacilkovéa & Paulusova,
2011).

Bylo zjiSténo, Ze esencidlni oleje bohaté na monoterpeny, kam patii napiiklad
Cymbopogon citratus a Maculatum atropurpureum, jsou nevhodné jako pfisady do kanciho
spermatu ve vSech testovanych koncentracich (naptiklad i pfi 0,001 %). Maji cytotoxické
ucinky, negativni vliv na motilitu a mitochondriélni funkci (Cavalleri a kol., 2018). Béhem
poslednich let bylo k dispozici n€kolik novych kratkodobych i dlouhodobych konzervanta
kanciho spermatu (Knox, 2016). Pfesto stdle existuje prostor pro zlepSeni slozeni a hledani
novych molekul, které by mohly zvysit plodnost. Siroké pouzivani antimikrobialnich latek
v potravinaiské a zivoCisné vyrobé je spojovan srozvojem antimikrobidlni rezistence
v bakterialnich populacich (Maron a kol., 2013).



3.2.3 Syntetické

Skladovéani a uchovavani insemina¢nich davek kanci méd zna¢ny vyznam pro jejich
kvalitu. Diky své citlivosti na nizké teploty je kanci sperma bézné skladovéano v tekuté forme
pfi teplotach 16-18 °C, aby se zabranilo poSkozeni vysoce citlivych spermii studenym Sokem.
Tato relativné vysoka skladovaci teplota v kombinaci s pouzitim fedicich médii bohatych na
ziviny podporuje zvySeni mikrobidlniho ndrtstu. Aby se zabranilo tomuto ristu jsou do
insemina¢nich davek bézné ptidavana antibiotika podle pravnich piedpisti smérnice Rady,
Evropské Unie, 90/429/EHS (Morrell, 2016).

Ptidani antibiotik ve vhodné koncentraci zlepsuje pteziti spermii a také plodnost. Diive
byla nejcastéji pouzivanan kombinace antibiotik penicilin a streptomycin v koncentraci 1 g/l.
Dnes jsou Uspés$né pouzivany aminoglykosidy, v€etné gentamycinu, v koncentraci asi 200mg/1
(Gadea, 2003). Antibiotika mohou byt vSak pro spermie toxicka. Jejich pouzivani v fedidlech
kanciho spermatu mlize mit nepfiznivy vliv jak na kvalitu a zivotnost spermii, tak i na zivotni
prostfedi. To omezuje vybér antibiotik, kterd mohou byt do fedidel pouzita. Ve snaze snizit
toxicitu na ejakulat je pouzivana smés ATB. To miize vést k rozvoji jesté vétsi rezistence, kterd
muze byt pfenesena i na ostatni bakterie v téle hostitele. Déle je nezbytné, aby fedidla a sperma
obsahujici antibiotika byly likvidovany schvalenym zptsobem pro jejich inaktivaci pted tim,
nez se dostanou do zivotniho prostiedi (Morell a Wallgren, 2014).

3.2.4 Fyzikalni

Koloidni centrifugace spermatu je relativné jednoduchy zpisob, ktery je dostupny ve
vetsSing laboratofi. Metoda jednovrstvé centrifugace je jednodussi, ¢asové méné narocnd a
umoznuje snadné zpracovani objemnych ejakulat (napf. u kance ¢i hiebce) nez centrifugace
v hustotnim gradientu. Vyuziva pouze jednu vrstvu koloidu, ¢imz odpada potieba ptipravovat
nékolik vrstev koloidu o rGznych hustotach. Pfipraveny koloid je nalit do centrifugacni
zkumavky a fedéné sperma je peclive vrstveno na povrch (Obr 3.). pro optimalni selekci semene
by koncentrace spermii neméla piesahnout cca 100 miliond/ml, aby nedo$lo k pietizeni
koloidu. Zkumavka se odstfedi pii 300 x g 20 minut. Béhem centrifugace je semennd plazma
umisténa v horni ¢ésti, zatimco spermie jdou doll skrze koloid. Peleta na dné zkumavky
obsahuje pohyblivé a zivotaschopné spermie. Supernatant obsahujici fedidlo, semennou plazmu
a mrtvé sperma je spole¢né s koloidem odsat. Peleta se spermatem je poté odebrana z pod
zbytku koloidu sterilni pipetou a je pfemisténa do Cisté zkumavky s fedidlem spermatu.
Koloidni centrifugace umoziiuje odstranit vyznamnou ¢ast kontaminujicich bakterii.
Mikroorganismy a jiné buiiky se po centrifugaci nachazi v semenné plazmé¢, kterd je umisténa
v horni ¢asti zkumavky. Oproti tomu zivotaschopné spermie tvoii peletu na dné (Morrell a
Wallgren, 2014).



Obr 3.: Jednovrstva centrifugace ejakulatu s pouzitim Andocoll-E (Morrell a Wallgren 2014)

3.3 Faktory ovliviiujici antimikrobialni aktivitu silic

3.3.1 Dispergacni ¢inidla a emulgatory

VétsSina EO je nerozpustna ve vode. Proto aby se rozpustnost zlepSila mizeme pouzit
mnoho dispergacnich ¢inidel a povrchové aktivnich ¢inidel. Mezi nejpouzivanéjsi patii
bezvodny ethylakohol, Tween, dimethylsulfoxid, agar a lecitin. Emulgatory mohou zpomalit
separaci EO a vody a tim zvétsit kontaktni plochu mezi bakteriemi (Burt a Reinders, 2003).
Naptiklad bylo zjisténo, ze disperze citralu, geraniolu a linaloolu v Tween-20 mize zlepsit
jejich antimikrobialni aktivitu (Kim a kol., 1995). Ethanol a dimethylsulfoxid jsou polarni
rozpoustédla, ktera mohou zlepsit kontakt s jinymi polarnimi materidly a zlepsit antibakterialni
aktivitu (Chalova, Crandall a Ricke., 2010).

3.3.2 Podminky kultivace a ¢as

Delsi doba expozice obvykle vede k siln€jsi antimikrobidlni aktivité. Mize vSak existovat
maximum, tedy bod, kdy se jiz antibakteridlni aktivita nezvysuje. EO lze rozdélit na dva typy
v zavislosti na délce doby, kterou produkuji antibakteridlni aktivitu. Pomalu nebo rychle
pusobici. Nékteré latky, jako je cinnamaldehyd, karvanol a geraniol jsou povazovany za rychle
pusobici, protoze mohou inaktivovat E. coli a Salmonellu jiz za 5 minut, zatimco pomalu
pusobici slouceniny obvykle musi ptisobit 30-60 minut (Friedman a kol., 2004).



3.3.3 Teplota

Vliv teploty na antimikrobidlni aktivitu nelze ignorovat. Je tomu tak proto, Ze rizné
mikrobialni druhy maji rizné optimalni ristové teploty, nad nimiz nebo pod nimi je aktivita
snizena. Mikroorganismy lze zatadit podle jejich preferovaného teplotniho rozsahu do ctyt
nasledujicich skupin — psychrofilni, mezofilni, termofilni a hypertermofilni. Optimalni
podminky psychrofilii se nachazi pti teplot¢ pod 15 °C, pirezivaji tedy i v chladirenskych
podminkach, proto je dualezit¢ jejich sledovani (Moleyar a Narashimham., 1992). Dalsi
diilezitou skupinou bakterii, kterd mize ohrozovat insemina¢ni davky jsou mezofilni bakterie,
které maji idealni teplotu pro rtst 20-40 stupnd.

3.3.4 Obsah kysliku

I kyslik ma vliv na antimikrobialni aktivitu EO. Na jedné strané kyslik zptsobuje fadu
chemickych reakci s aktivnimi slozkami v EO. Naptiklad za aerobnich podminek vykazuje
thymol siln€jsi ucinky, ucinek silice z tea tree se naopak zvySuje za anaerobnich podminek
(Kalemba a Kunicka., 2003). Na druh¢ strané mohou rtizné koncentrace kysliku ovlivnit rst a
metabolismus mikroorganismii. Ukazalo se, ze EO v kombinaci s balenim v modifikované
atmosféie pii vysokych koncentracich oxidu uhli¢itého (40 %) vyznamn¢ inhibuji mikrobidlni
nartist (Matan a kol., 2006).

335 pH

Obecné se citlivost bakterii zvySuje s klesajicim pH. pH a EO mohou mit synergicky
inhibi¢ni ucinek na bakterie. To mize byt zpisobeno tim, Ze pfi niz§ich hodnotach pH s EO se
nerozkladaji a maji silnéjsi hydrofobni ucinky, coz usnadniuje jejich spojeni s bakterialnimi
bunénymi membranami (Rivas a kol., 2010).
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3.4 Silice

3.4.1 Mechanismus aéinku

Mechanismus ¢inku silic na mikroorganismy je komplexni a neni jesté zcela objasnén.
Terpenoidy jako latky lipofilniho charakteru zfejmé plisobi na membranové enzymy a blokuji
respiracni cyklus. Jiné soucasti silic mohou ptisobit na dalsi biochemické bunécéné d¢je. Inhibuji
syntézu DNA, RNA, proteinti a polysacharidi(Bronislava Bacilkova & Paulusova, 2011).
Obecné plati, Ze inhibi¢ni G¢inky rostlinnych extraktii vice inhibuji grampozitivni bakterie nez
gramnegativni (Klan¢nik a kol., 2011). To miize byt zptisobeno tim, Ze vnéj$i membrana
gramnegativnich bakterii obsahuje vice lipopolysacharidi, které jsou pro lipofilni latky témét
nepropustné, coz umoziuje bakteriim odolavat infiltraci aktivnich slozek EO (Kotzekidou,
Giannakidis a Boulamatris., 2008). Kromé toho hydroldzy v periplazmatickém prostoru
gramnegativnich bakterii pomahaji degradovat aktivni slozky EO. Naproti tomu grampozitivni
bakterie nemaji tuto pfirozenou bariéru, kterd umoziiuje lipofilnim aktivnim molekuldm v EO
ptijit do piimého kontaktu s fosfolipidovou dvojvrstvou bunééné membrany, ¢imz se zvysuje
propustnost bunééné membrany (Gao a kol., 2011).

Ackoli maji G-bakterie tento piirozeny obal, EO je stadle mohou inhibovat. To je
zpusobeno piitomnosti porinu ve vnéjsi membrang, ktery poskytuje dostateéné Siroky kanal,
aby umoznil priichod slou€enin s nizkou molekulovou hmotnosti (Kotzekidou, Giannakidis a
Boulamatris., 2008).

Thymol a carvacrol zvySuji permeabilitu bakteridlni vné&j$i membrany. Eugenol a citral
inhibuji beta-laktamazu a kyselina Salvéjova inhibuje bakteridlni efluxni pumpy (Ju, Xie, Yu, a
kol., 2020).

3.4.1.1  VIiv na bunééné membrany

Aktivni slozky v EO narusuji strukturu peptidoglykanu nebo inhibuji jeho syntézu, coz
poskozuje bunécnou sténu. Tato interakce muze vést k naruSeni struktury a funkce membrany,
coz ma za nasledek smrt bakterie nebo inhibici jejiho ristu. EO mohou proniknout do
bakteridlnich membran a narusit jejich integrity. To vede k uniku bunééného obsahu, naruseni
iontové rovnovahy, a nakonec k bunééné smrti. Interakce s bunéénymi membranami muze
zvysit jejich permeabilitu. Toto zvySeni umoziuje dalsim antimikrobidlnim latkam v silicich
1épe proniknout do bakteridlnich bunék a zesilit ucinek.

Silice mohou také ovlivnit funkci membranovych proteinti, véetné proteinii odpovédnych
za transport latek dovniti a ven z bakteridlni bunky. To mulze narusSit klicové metabolické
procesy a inhibovat rlst bakterii. Mohou meénit fluiditu bakteridlnich membran, coz ovliviiuje
jejich funkci a schopnost bakterii udrzet si strukturu a provadét normalni bunécné procesy.

Je dulezité poznamenat, ze specificky mechanismus a G¢innost rostlinnych silic se 1isi v
zavislosti na jejich chemickém slozeni, které je ur€eno druhem rostliny a ¢asti rostliny, z které
byl olej extrahovan, a metodou extrakce. Nékteré EO jsou u¢innéjsi proti gram-pozitivnim
bakteriim, zatimco jiné mohou byt u¢inngjsi proti gram-negativnim bakteriim, coz je dano
rozdily v struktufe jejich bunéénych membran (Cezar, Maraschin a Di Piero, 2015).
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3.4.12  Utinky na dychani a energeticky metabolismus

Respira¢ni metabolismus je pro MO dulezity pfi tvorbé energie, coz je v podstaté oxidacni
rozklad sacharidid. Antimikrobidlni latky inhibuji nebo dokonce zabrafuji produkci energie
v patogennich bakteriich, tim inhibuji absorpci a transport zivin, rust a reprodukci (Ulanowska
a kol., 2006). Naptiklad tymidn inhibuje syntézu ATP u Salmonella typhimurium (Pasqua a
kol., 2010).

3.4.1.3  VIiv na geneticky material

Geneticky material (DNA nebo RNA) hraje hlavni roli v riistu, vyvoji, reprodukei a
mutaci. Pfesnost a stabilita sebereplikace zajistuje kontuinitu dédictvi mezi rodici. Geneticky
material navic fidi syntézu a metabolismus proteint. Proto destrukce tohoto materialu ovlivni
normalni fungovani bunky (Ya-Ru a kol., 2014).

3.4.2 Synergie, antagonismus

Synergismus ¢i antagonismus kombinaci EO zavisi na typech EO a MO. Rtzné¢ EO a MO
mohou mit rizné ucinky. Thymol a carvol maji synergické inhibi¢ni G€inky na E-Coli
O157:H7, S. aureus, L, monocytogenes, Saccharomyces cerevisiae a Aspergillus niger (Guarda
a kol., 2011). V jiné studii kombinace EO skofice a hiebicku antagonizovala rast E-Coli a
vykazovala synergicky G¢inek na L. monocytogenes, Bacillus cereus a Yersinia enterocolitica
(Moleyar a Narasimham, 1992). Proto je obtizné ptimo pifedpovédét antimikrobialni uc¢innost
smési EO.

Cely EO vykazuje silngjsi antimikrobialni aktivitu nez hlavni slozky. Naptiklad Ocimum
basilicum ma silngj$i inhibi¢ni u¢inek na Lactobacillus campylobacter a S. cerevisiae nez jeho
hlavni slozky linalool nebo methyl piperol (Lachowicz a kol., 1998). Studie Mourey a Canillac,
(2002) toto potvrzuje u jehli¢nanii proti L. monocytogenes. Toto zjisténi ukazuje, Ze 1 stopové

slozky v EO mohou byt velmi dtlezité pti plisobeni proti bakteriim.

Je vSak dilezité poznamenat, ze EO jsou komplexni smési slozené z mnoha molekul,
potencidlné se vzajemnym synergickym i antagonistickym ucinkem, takze jejich vlastnosti siln¢
zavisi na jejich kombinaci s jinymi slouceninami. Srovnavaci studii mezi olejem z tea tree
(Melaleuca alternifolia) a jeho hlavni slozkou, terpinen-4olem, na morfofunkénich parametrech
prasecich spermii. Vysledky ukdzaly, Ze ackoli terpinen-4-ol piedstavoval > 40 % pouzitého
M. alternifolia EO, vzorce toxicity byly velmi odli§né a bylo mozné je ptipsat néjaké synergické
interakci mezi jinymi slozkami. Vzhledem k vyse uvedenému, protoze se koncept synergie jevi
jako extrémné relevantni, neni mozné prevést vysledky ziskané pouzitim izolovanych slozek
na celou smés v ramci daného EO. Bohuzel, pfes vSechny dobré potencialni schopnosti, tyto
rozdily a potteba specifickych studii a testli na kazdé jednotlivé Sarzi EO ptedstavuji hlavni
uskali jejich aplikaci (Bakkali a kol., 2023).
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3.4.3 Vliv silic na spermie

EO ziskany ze Satureia montana ma prokazanou antibakteridlni aktivitu v koncentraci nizsi,
nez je koncentrace povazovana za toxickou pro kanci spermie (0,5mg/ml). Konkrétné, jak uvadi
literatura, S. montana EO uvadi hodnotu MIC 0,39 mg/ml vici Staphylococcus aureus (Vitanza
a kol., 2019), MIC <0,5 mg/ml také proti Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pyogenes,
Strepto-coccus mutans, Streptococcus sanguis, Streptococcus salivarius, Enterococcus
faecalis, Lactobacillus acidophilus (Chouchan a kol., 2017). Z testovanych EO by tedy S.
montana byla velmi dobrym kandidadtem pro pokra¢ovéani ve zkoumani jejiho potencidlniho
pouziti pro davky Al pro prasata, jelikoz je aktivni proti vétSin€é nejbéznéjsich bakteriidlnich
populaci izolovanych z kancich ejakulata.

Levandula angustifolia mé silné antibakteridlni a antimykotické ucinky, zejména proti
Candida spp. Analyza antimikrobialni aktivity proti ordlnim patogennim bakteriim ukézala, ze
levandulovy olej ma hodnoty MIC v rozmezi od 0,002 do 0,512 mg/ml (Pokajewicz a kol.,
2023). Zivotaschopnost spermii byla ovlivnéna pouze nejvyssi testovanou koncentraci (1
mg/ml) silice z Levandula hybrida a Citrus limon... Celkové jediny parametr, ktery byl
ovlivnény jiz pii stiedni koncentraci (0,5 mg/ml) byla motilita, i kdyz az po 120 hodinach. Pti
porovnani téchto poznatkl s dostupnou literaturou se ukazuje, ze L. hybrida mé antimykoticky
ucinek ve velmi nizkych koncentracich a ze C. limon mlze uspé$né inhibovat rozvoj Listeria
monocytogenes v mletém hovézim mase jiz pii 0,06-0,312 mg/g (Hsouna a kol., 2017).

Mentha piperita a Melaleuca leucadendron vykazuji poSkozeni pti kontaktu s nejvyssi
koncentraci 1 mg/ml. Zejména pro M. piperita se koncentrace 0,1 a 0,5 mg/ml zdaji byt velmi
dobfe tolerovany, pricemz doba skladovani je relevantni pouze pro akrozomadlni reakce a
celkovou motilitu. EO byl testovan proti S. aureus, S. pyogenes a S. mutans, s vystupnimi MIC
priblizn¢ 0,6 mg/ml (Nikolic a kol., 2014). Tyto hodnoty jsou slibné, protoze se blizi dobte
tolerované koncentraci 0,5 mg/ml. Pro M. leucadendron neni k dispozici mnoho literatury,
takZze pro lepsi pochopenti jejich potencialu jsou zapotiebi dalsi studie.
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Cymbopogon nardus se zda byt velmi dobfe tolerovan ve vSech testovanych koncentracich,
navzdory mirnému snizeni celkové motility, ale pouze po 120 hodindch inkubace. Hypotézou
v tomto piipad¢ je, ze takovy ucinek pii 1 mg/ml miize byt zprosttedkovan mirnou interakci s
mitochondridlni funkci vedouci k naruseni bunécného energetického metabolismu, ¢imz se
snizi produkce energie a bunécna dysfunkce. Co se ty¢e Eucalyptus globulus, post-hoc testy
neukézaly zddné rozdily mezi oSetfenymi vzorky a kontrolnimi vzorky. V tomto ptipadé je
nartist akrozomalnich reakcei a zjisténa ztrata motility zohlednén pouze dobou skladovani. Stale
je tieba uznat, ze nedostatek statistické vyznamnosti pro motilitu po 120 hodinach po oSetteni
1 mg/ml, potencialn¢ kvili pouzitému statistickému pfistupu a velikosti vzorku, neznamena
nedostatek biologické relevance, protoze pohyblivost skute¢né je téméf zcela potlacena.
Literatura prokazuji antibakteridlni aktivitu tohoto EO, a to jak samotného, tak v kombinaci s
jinymi latkami, a to 1 proti kmentm bakterii Staphylococcus aureus rezistentnich na meticilin,
s hodnotami MIC v rozmezi od 0,032 do 10 mg/ ml (Elangovan a Mudgil, 2023).

Troisio a kol., (2024) osvétlil roli karvakrolu jako zmirfiujiciho ¢inidla pro snizeni kvality
kanc¢iho spermatu béhem skladovani za chladnych podminek: jeho schopnost snizovat produkci
latek reaktivnich s kyslikem a regulovat mitochondridlni aktivitu ve spermatu prasat z n¢j ¢ini
slibny antioxidant (Restrepo a kol., 2023). Carvacrol je terpen patiici do tfidy monoterpentl,
vznikl spojenim dvou jednotek izoprenu (C10) a je slozkou vyskytujici se v riznych rostlinach.
Jako vsechny terpeny i karvakrol vykazuje aktivitu zévislou na koncentraci, pfiCemz vyssi
koncentrace vedou ke skodlivym u¢inklim. Mezi EO pouzitymi v praci Troisio a kol., (2024)
vykazovala S. montana nejvyssi obsah karvakrolu (52,56 %) a byla skute¢né jednou z
testovanych sloucenin, kterd vyvolala nejsiln€j§i zmény morfofunkénich parametrl, coz
podpotilo prevladajici biologickou aktivitu karvakrolu.
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4. Metodika

4.1 Chemikalie a kultivacni média

Pro kultivaci bakterii byl pouzit Mueller-Hinton bujon CMO405 (MHB) od Oxoid
(Basingstoke, UK) pufrovany Tris-buffered saline Trisma base (TBS) od firmy Sigma-aldrich
z USA. pH bylo upraveno na 7,2 pomoci kyseliny chlorovodikové od firmyLach-ner s.r.o. z
Neratovic. Tween 80 od firmy Lach-ner s.r.o. z Neratovic a ethanol 96% natedény na 70 % od
firmy vwr chemicals z Bulharska a deionizovana voda byly pouzity jako rozpoustédla pro
rozpus$téni testovanych silic a kontrolnich antibiotik. Jako antibioticka kontrola byl pouzit
Tetracyklin od firmy Sigma-aldrich z Ciny a penicilin G sodium salt také od firmy Sigma-
aldrich z Ciny. Pro kontrolu bakterialniho nartistu pii vyhodnoceni bylo pouZito barvivo MTT
(Thiazole blue) od firmy Sigma-Aldrich.

4.2 Silice a mikroorganismy

Badyan ({llicium verum), Borovice (Pinus sylvestris), Eukalypt (Eucalyptus globulus),
Kajeput (Melaleuca leucadendron cajeputi), Kadidlovnik (Boswellia carterii), Levandule
(Lavandula angustifolia), Libavka (Gaultheria procumbens), Manuka (Leptospermum
scoparium), Rosalina (Melaleuca ericafolia), Salvéj (Salvia officinalis), Saturejka (Satureia
hortensis), Skotice (Cinnamomum cassia), Tea tree (Melaleuca alternifolia), Zazvor (Zingiber
officinale).Téchto 14 silic bylo testovano proti 4 druhtim bakterii. Escherichia coli ATCC
25922, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 29213 a
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

4.3 Priprava inokula

Ze zasobni zkumavky s Cistym bakterialnim kmenem, bylo debrano sterilni stfikackou a
jehlou malé mnozstvi obsahu (2-3 kapky), které bylo nasledné pteneseno do sterilni popsané
zkumavky s ptipravenym bujonem MHB. Takto ptipravené inokulum bylo kultivovano pfti
teploté 37 °C po dobu 12 hodin v termostatu.
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4.4 Stanoveni minimalni inhibié¢ni koncentrace

Minimélni inhibi¢ni koncentrace byla stanovena pomoci modifikované bujonové
mikrodiluéni metody podle doporuceni CLSI (CLSI, 2009). Testované silice byly rozpustény
ve smeési ethanolu a Tweenu v poméru 2:1 a nafedény 1:100 v kultivaénim médiu na
pozadovanou pocatecni koncentraci 8200 pg/ml.

Do mikrotitra¢ni desti¢ky bylo aplikovano mikropipetou 100ul média MHB+TBS. Poté
bylo ptidano do prvnich jamek 100ul danych druht silic ve tfech opakovénich. Design pokusu
byl pokazdé jiny v zavislosti na zkoumanych silicich a bakterii. Nasledné se silice rozfedila
geometrickou fadou. Nejprve jsme silice otestovali samostatné pro zjisténi minimdalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC), dale byly zkoumany v kombinaci pro dokazani pifipadné synergie ¢i
antagonismu pomoci Sachovnicové metody. DestiCky poté byly zaoCkovany standardizovanym
inokulem tak, aby koncentrace bakterii v zaockovanych jamkach dosahovala pfiblizné 5 x 103
KTJ/ml. Vysledky byly vyhodnoceny po 24 hodinach inkubace pii 37°C. Pokazdé byla
soucasné testovana antibioticka kontrola.

v

V ptipadé¢ vysokych koncentraci silic byl bakteridlni narist pouhym okem obtizné
vyhodnotitelny v disledku tvorby pfirozen¢ho zdkalu. V takovém piipadé byla ptitomnost
vitadlnich bakterii potvrzena/vyvracena pomoci barviva MTT, které je bakteriemi
metabolizovano za vzniku fialového pigmentu.

Sachovnicovou metodou byly testovany silice ve smési o koncentraci v rozmezi od
4100pg/ml do 32 pg/ml opét pokazdé ve tiech opakovéanich. Redéni probihalo kiizem, tak aby
byla zfedéné kazda silice s kazdou. Soubézné byly na desticce testovany MIC jednotlivych silic.

Kultivace probihala stejn€ jako u piedchozi metody.

Cely pokus byl provadén ve sterilnim prostfedi v digestofi.
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4.5 Vyhodnocovani vysledki kombinaci silic

Vyhodnoceni ti¢inku kombinace silic byl proveden podle nasledujiciho souctu frakénich
inhibi¢nich koncentraci (FICI). FIC je matematickym vyjadfenim ucinku kombinace
antibakterialnich latek.

MIC silice A v kombinaci
FICA =

MIC samostatné silice A

MIC silice B v kombinaci
FIC B =

MIC samostatné silice B

FICI = FICa+ FICg

Vyhodnoceni interakci dle FICI (Eucast, 2000):
>2 antagonismus
1-2 indiference
0,5—1 aditivni u¢inek
<0,5 synergie

Antagonismus je pozorovan, pokud je u¢inek kombinace silic sniZzeny ve srovnani
s u¢inkem nejucinngj$i samostatné latky. Indiferenci miizeme vysvétlit jako nezéavisly ucinek
kombinace silic a inaktivovanych latek, ktery je stejny jako uc¢inek nejucinnéjsi slozky. Aditivni
ucinek kombinace silic je takovy, u kterého je ucinek kombinace roven souctu uU¢inki
jednotlivych slozek nebo mirné zvySeny. Pokud ucinek kombinace prevySuje aditivni G¢inky
jednotlivych slozek, miizeme tvrdit, Ze se jedna o synergii (Eucast, 2000).

4.6 Analyza chemického sloZeni silic

Analyza byla provedena na katedfe kvality a bezpe¢nosti potravin FAPPZ na plynovém
chromatografu Agilent 7890A GC, spojenym s hmotnostnim spektrometrem Agilent 5975C
MSD, vybavenym nepolarni kolonou HP — SMS (30m x 0,250mm x 0,25um). Vzorky silic byly
pfed analyzou rozpustény v hexanu v poméru 1:1000. Jeden pl vzorku byl nastfiknut do
nastiikové jednotky vyhiaté na 250 °C ve splitovém poméru 12:1. Priitok nosného plynu (helila)
byl nastaven na 1 ml/min. Teplotni program byl nastaven na pocatec¢nich 60 °C na 3 min., poté
byla teplota zvySovana rychlosti 3 °C/min. az na kone¢nych 231 °C, kde byla tato teplota byla
udrzovéna konstantni po dobu dalSich 10 min. Ioniza¢ni energie detektoru byla nastavena na
70 eV a data byla zaznamenana v tzv. full scan rezimu. Jednotlivé latky byly identifikovany
pomoci porovnani hmotnostnich spekter a reten¢nich indext s National Institute of Standards
and Technology Library (NIST, USA) a literaturou. U vétSiny hlavnich slozek byla identifikace
potvrzena pomoci autentickych chemickych standardii. Procentické zastoupeni jednotlivych
slozek v silicich bylo vyjadieno na zakladé relativniho procentického zastoupeni ploch
jednotlivych pikli v poméru k souctu ploch vsech pik.
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5. Vysledky

Ze 14-ti testovanych silic byla u 8 potvrzena antimikrobialni aktivita alespoi proti jedné
bakterii, 4 silice inhibovaly alespoii dva druhy bakterii, silice z tea tree inhibovala tfi druhy
bakterii. Proti vS§em Ctyfem testovanym bakteriim byla €inna pouze skofice v koncentraci
<512-2050 pg/ml. Nejidealngjsi kombinaci se jevila skofice s borovici ¢i manukou, ktera
znemoznila nartst vS§em ctyfem testovanym druhim bakterii v koncentraci od <256 do 1024
ug/ml. Nejvice silice zabranovaly ristu E. coli, a to v piipad¢ 5 silic v koncentracich od <512
do 8200 pg/m. Dale proti P. aeruginosa byly G¢inné 4 silice v koncentraci od 2050 do 8200
ug/ml. S. aureus inhibovaly 3 silice od <512 do 8200 pg/ml a E. faecalis pouze 2 o stejné
koncentraci 1025 pg/ml (tabulka 1).

Nejvetsi mnozstvi kombinaci projevujici synergicky ucinek se vyskytovalo proti S.
aureus v koncentraci 2048 pg/ml. Nejsilnéjsi synergie byla zjisténa u kombinace tea tree se
saturejkou proti E. faecalis, ktera snizila koncentraci silic potfebnou k inhibici 16krat, to je o
93,8 %. Dobte také fungovalo kadidlo s eukalyptem proti E. coli, kterd snizovala inhibujici
koncentraci z >8200 na 2048, tedy minimaln¢ o 81,52 %. Stejné¢ na tom byla i borovice
s kadidlem proti S. aureus. O trochu mén¢ inhibovalo S. aureus tea tree s kadidlem, kajeputem
a borovici, kde se koncentrace potfebna k inaktivaci bakterii snizila o 75 %.

Nejcastéjsi ucinnd koncentrace kombinaci silic proti E. faecalis byla 1024 pg/ml
s indiferentnim t¢inkem (tabulka 2). E. coli byla nejcastéji inhibovana koncentraci 2048 pg/ml
s indiferentnim ¢i aditivnim ucinkem (tabulka 3). S. aureus byl inhibovan pievazné
koncentracemi od 256 do 512 pg/ml, a proto se fadi mezi nejucingji inhibovatelny organismus
z testovanych bakterii (tabulka 4).

Nejvyssi koncentrace testovanych silic u¢innych pro inhibici bakterii byly zjistény u
P. aeruginosa (tabulka 3). Lze ptedpokladat, Zze pokud je kombinace silic schopna inhibovat P.
aeruginosa, s velkou pravdépodobnosti inhibuje i ostatni testované bakterie ve stejné ¢i nizsi
koncentraci. Proto bylo testovani kombinaci §achovnicovou metodou zaméteno zejména na P.
aeruginosa (tabulka 6,7,8,9,10).
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Tab 1.: Minimdalni inhibi¢ni koncentrace testovanych silic (ng/ml)

Silice Staphylococcus | Pseudomonas Escherichia Enterococcus
aureus aeruginosa Coli faecalis
Tea tree 8200 4100 2050 >8200
Libavka >8200 >8200 >8200 >8200
Rosalina >8200 >8200 >8200 >8200
Kadidlovnik >8200 8200 >8200
Zazvor >8200 >8200 >8200 >8200
Levandule >8200 >8200 >8200 >8200
Borovice >8200 >8200 2050 <512
Skotice <512 2050 512 1025
Salvé;j >8200 >8200 >8200 >8200
Manuka <512 >8200 8200 1025
Badyan >8200 >8200 >8200
Kajeput >8200 >8200 <512 >8200
Eukalypt >8200 8200 >8200 >8200
Saturejka 4100 >8200 2050 >8200

Nejucingjsi silici proti vSem testovanym bakteriim byla skotice s MIC <512-2050 pg/ml.
Naopak mezi nejméné ucinné silice patii libavka, rosalina, zdzvor, levandule, Salvej a badyéan,
u kterych ptesna MIC zjisténa nebyla, jelikoZ maximalni koncentrace se testovala 8200
pg/ml. U badyanu proti E. coli a kadidlovniku proti E. faecalis vysly nejasné vysledky, proto
neni MIC vyplnéna.
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Tab 2.: Vysledky kombinaci silic proti Enterococcus faecalis ATCC 29212 (ug/ml)

w & s > g s
Silice & S g ) 3 3 3 38 F 3 S N g
5 S| S | % S = = S| & | £ R ] s
s ] = = Ly 8 8 = g ° b )
Badydn >8192
. >4096 1024 <256 2048
Borovice <512 ANT IND ADD IND
>4096 1024 >4096 | 1024 | >4096
Eukalypt R . IND na. | IND | na
. 1024 >4096 512
Kajeput >8192 IND n.a. ADD
Levandule >8192
Libavka >8192
1024 1024 1024
Manuka 1024 IND IND IND
Rosalina >8192
Salvéj >8192
. 1024 1024
Saturejka ez IND SYN
B 1024
Sko¥ice 1024 1 \p
Tea Trea el
Zazvor 8192

SYN= synergie, ANT= antagonismus, IND= bez interakce, ADD= aditivni u¢inek, n.a.= nepouzitelné vysledky,

v Sedém policku jsou znazornéné koncentrace jednotlivych silic

Minimalni inhibi¢ni koncentrace samostatnych silic vychazela nejlépe u Borovice
<512 pg/ml a Skotice 1024 pg/ml. Jedinou synergickou interakci prokazovala Saturejka

a Tea Tree o koncentraci kazdé silice 512 pg/ml. Aditivni ucinek se ukézal u Skoftice a

Borovice, Skofice a Kajeputu. Bez interakce byla Manuka ve vSech kombinacich, Skofice a
Tea Tree, Skotice a Saturejka, Eukalypt a Skofice, Tea Tree a Borovice. Vysledek nelze
hodnotit u Eukalyptu s Kajeputem, Saturejkou a Tea Tree a u Kajeputu se Saturejkou z diivodu
vysokého narastu. Nevime piesnou MIC jednotlivych EO. Antagonismus je patrny u Kajeputu

a Borovice.
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Tab 3: Vysledky kombinaci silic proti Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (ug/ml)

~
s | F | ¥ |z | 5| ¢ S | 5| fF | w| | 2| & |
e L 3 X . <. g Y ] 2 ) s S ] S
Siee V2| S | § || S| E|E|E &SR
= R I | 5 = | ¥ | § | §F |F€ T | R ] 5
Badydn >8192
Borovice ~g19p | 4096 >4096 | >4096 4096 >4096 | 1024 | 2048
ADD | IND n.a. ADD n.a. ADD | ADD
4096 | >4096 4096 >4096 | 1024 | 2048
Eukalypt 81921 D | mp ADD IND | ADD | ADD
. >4096 >4096 >4096 | 1024 | 2048
Kadidlo 8192 \D IND IND | ADD | ADD
. 2048 >4096 | 2048 | >4096
Kajeput el SYN na. | IND | IND
Levandule >8192
Libavka >8192
>4096 | 1024 | 2048
Manuka >8192 na ADD ADD
Rosalina >8192
Salvéj >8192
. 1024 | 2048
Saturejka >8192 ADD | ADD
. 1024
Skovice 2048 ADD
Tea Tree 4096
Zazvor >8192

SYN= synergie, ANT= antagonismus, IND= bez interakce, ADD= aditivni u¢inek, n.a.= nepouzitelné vysledky,
v Sedém policku jsou znazornéné koncentrace jednotlivych silic

Minimalni inhibi¢ni koncentrace samostatnych silic vychazela nejlépe u Skofice
2048 pg/ml a Tea Tree 4096 pg/ml. Jedinou synergickou interakci prokazovala Manuka a
Kajeput o koncentraci kazdé silice 1024 pg/ml. Aditivni u€inek se ukéazal u vétSiny kombinaci.
Bez interakce bylo Kadidlo ve vSech kombinacich, kromé se skofici a tea tree a kajeput s
kadidlem. Vysledek nelze hodnotit u Saturejky s Borovici, Kajeputem a manukou a Kajeputem
a borovici z divodu vysokého nartstu. Nevime pfesnou MIC jednotlivych EO. Antagonismus

neni patrny u zadné kombinace.
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Tab 4.: Vysledky kombinaci silic proti Escherichia coli ATCC 25922 (ug/ml)

=] o] E ~ = I I ~N
swe | 3£ E &) i E| 5| f g §| B E %
z. S| = ] =y = ) g & ) N 3 S
] S| S 2 R ] g g : T ] s S
Borovice 2048 2048 1024 2048 2048 2048 <256 2048
IND ADD IND IND IND ADD | ADD
Eukalypt >8192 | 2048 4096 4096 4096 4096 512 2048
SYN | ANT ADD ADD IND IND ADD
Kadidlo >8192 | 2048 4096 2048 512 2048
IND ADD IND IND ADD
Kajeput <512 4096 4096 <256 | >4096
ANT ANT IND IND
Levandule >8192
Libavka >8192
Manuka 8192 4096 | <256 2048
IND ADD | ADD
Rosalina >8192
Salvéj >8192
Saturejka 2048 512 2048
IND ADD
Skorice 512 1024
ADD
Tea Tree 2048
Zazvor >8192

SYN= synergie, ANT= antagonismus, IND= bez interakce, ADD= aditivni u¢inek, n.a.= nepouzitelné vysledky,
v Sedém policku jsou znazornéné koncentrace jednotlivych silic

Minimalni inhibi¢ni koncentrace samostatnych silic vychazela nejlépe u Kajeputu
<512 pg/ml a Skofice 512 pg/ml. Jedinou synergickou interakci prokazoval Eukalypt

s kadidlem o koncentraci kazdé silice 1024 pg/ml. Aditivni ucinek se ukazal u vSech kombinaci
tea tree krom¢ kombinace s kajeputem, kde byl ucinek indiferentni. Dale skofice a manuka,
skotice a borovice, Salvéj a eukalypt, Manuka s eukalyptem a kadidlem a kadidlo s borovici.
Bez interakce byly zbylé kombinace skofice, saturejky kromé jedné s kajeputem, kde se projevil
antagonismus, borovice s eukalyptem a kajeputem a kajeput s kadidlem. Vysledek Ize hodnotit

u vSech.
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Tab 5.: Vysledky kombinaci silic proti Staphylococcus aureus ATCC 29213 (ug/ml)

=] o] E ~ = I I ~N
Silice g 3 S g g & § 3 & § g S N
S s -S g S g 3 s g s & = i~ 3
S g S| § S 3 Y g g = g s ] =
Badydn >8192
Borovice >8192 | 4096 2048 4096 <256 4096 | <256 2048
IND SYN | ADD ADD IND ADD | SYN
Eukalypt >8192 | 4096 | >4096 512 >4096 512 1024
ADD n.a. IND IND IND ADD
Kadidlo >8192 | 4096 512 2048 512 2048
ADD IND ADD IND SYN
Kajeput >8192 <256 4096 1024 2048
ADD IND IND SYN
Levandule >8192
Libavka >8192
Manuka <512 <256 512 <256
ADD IND ADD
Rosalina >8192
Salvéj >8192
Saturejka 4100 512 2048
IND ADD
Skorice <512 512
IND
Tea Tree 8192
Zazvor >8192

SYN= synergie, ANT= antagonismus, IND= bez interakce, ADD= aditivni u¢inek, n.a.= nepouzitelné vysledky,
v Sedém policku jsou znazornéné koncentrace jednotlivych silic

Tato bakterie je nejméné odolnd vici testovanym silicim, a proto vysledky proti ni
vychazi nejlépe. MInimélni inhibi¢ni koncentrace samostatnych silic vychazela nejlépe u
manuky <512 pg/ml a Skofice 512 pg/ml. Synergickou interakci prokazovaly 4 kombinace o
koncentraci kazdé silice 1024 pg/ml, Borovice a tea tree, Borovice a Kadidlo, Tea tree a kadidlo
a tea tree kajeput. Aditivni ucinek se ukazal u kadila s eukalyptem, kajeputu s borovici a
kadidlem, manuky s borovici a kajeputem, saturejky s kadidlem a manukou, skofice a borovice,
tea tree s eukalyptem, manukou a saturejkou. Bez interakce byla skofice ve vSech kombinacich
krom¢ borovice, saturejka s borovici, eukalyptem a kajeputem, manuka s kadidlem a
eukalyptem a eukalypt s borovici. Vysledek nelze hodnotit jen u Eukalyptu s Kajeputem, stejné
jako tomu bylo u Enterococcus faecalis z divodu vysokého narGstu MIC. Nevime piesnou
koncentraci jednotlivych EO. Antagonismus se proti této bakterii nevyskytoval.
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Tabulka 11.: Chemické slozeni testovanych silic

Tea
SloZka RI Rl  Kajeput trZe Borovice Skofice Saturejka Eukalyptus Manuka Kadidlovnik
o-Thujene 932 931 0,14 0,78 0,77 2,08
a-Pinene? 941 939 1,60 2,66 44,74 1,34 3,28 1,33 43,17
Camphene® 957 953 1,44 0,90
Sabinene 979 976 4,72
p-Pinene? 984 980 1,07 0,57 20,54 0,65 0,17 1,40
[-Myrcene? 993 991 0,91 0,31 1,72 1,11 3,16
o-Phellandrene® 1009 1005 0,13 0,16
3-Carene? 1016 1011 10,63 1,26
o-Terpinene? 1022 1018 0,23 0,28 2,15
p-Cymene? 1031 1026 1,00 25,88 2,04 16,03 4,72 4,84
Limonene® 1035 1031 9,82 19,74
Eucalyptol® 1038 1033 67,94 5,48 91,69 0,18
y-Terpinene® 1065 1062 0,97 3,25 31,82
Terpinolene® 1093 1088 0,75 0,67
Linalool® 1102 1098 237
Borneol® 1175 1165 0,33
Terpinen-4-ol® 1185 1177 0,76 44,92 0,36
o-Terpineol® 1197 1189 12,61 3,17 0,57 0,23
E-Cinnamaldehyde®* 1280 1266 91,70
Bornyl acetate 1292 1285 2,43
Thymol* 1296 1298 0,56
Carvacrol® 1306 1285 42,63
o-Cubebene 1359 1351 3,45
Copaene 1387 1376 0,42 6,16
o-Gurjunene 1422 1409 0,83
Caryophyllene® 1433 1418 1,55 0,23 0,56 1,10 1,86 1,89
Aromandendrene 1453 1439 2,05 2,20
Cadina-3,5-diene 1464 1454 0,64
Humulene?® 1468 1454 1,00
Alloaromadendrene 1475 1461 0,64 0,65
0-Cadinene 1535 1524 0,22
Z-Calamenene 1535 1521 30,22
Flavesone 1553 1538 4,29
Spathulenol 1592 1576 0,41 0,60
Caryophyllene oxide®* 1598 1581 1,06 0,30 1,22 2,36
Isoleptospermone 1629 1615 4,71
Leptospermone 1637 1620 19,13
Celkem identifikovano 93,02 91,30 95,56 92,35 99,32 99,86 77,46 85,74

RI: reten¢ni index, *: identifikace potvrzena autentickym standardem
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6. Diskuze

Pro diskusi o celkovych vysledcich této prace je dalezité uvést, ze pesné slozeni riznych
EO se méni nejen mezi rostlinami, ale také v rdmeci stejné rostliny béhem ruznych fazi jejiho
rustového cyklu. To je divod, pro€ je pii vySetfovani a vykazovani udaji pro EO rozhodujici
posouzeni a zohlednéni jejich pfesného slozeni (Troisio a kol., 2024)

Studie Sethuga a kol., 2023 prokazala Ze silice ziskand z Cinnamomum zeylanicum je
vysoce aktivni proti vSem testovanym mikroorganismim, véetné¢ Eschericha coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Candida albicans a Aspergillius niger. V kombinaci se zdzvorovym olejem vykazovala
synergickou aktivitu proti Bacillus subtilis. S hiebickovym olejem projevila synergii proti
Aspergillius niger. Dale v kombinaci s antibiotiky (chloramfenikol, ampicilin) proti E. coli, S.
aureus, P. aeruginosa. Studie Mele, (2020) odhalila, Ze tato silice ma nepfiznivé Gc¢inky na
bakterialni bunky jako je zvySeni permeability cytoplazmatické membrany u Escherichia coli
a Staphylococcus aureus, poskozeni morfologie a uvolnéni proteini, DNA a RNA. Davka 1-6
mg/ml je vhodna pro inhibici vSech testovanych mikrobid. V této praci nebyla zjiStena zadna
synergie skofice s dalsi silici, ale vykazovala aditivni u¢inek s borovici a manukou proti E. coli,
s borovici proti S. aureus, s borovici, kajeputem, kadidlem, manukou a saturejkou proti P.
aeruginosa a s borovici a kajeputem proti E. faecalis v koncentraci (tabulka 2,3,4,5). Tento
rozdil mezi vysledky mtize byt zptisoben slozenim silic, jelikoz ve studii Sethuga a kol., (2023)
obsahovala skofice 57,5% trans-cinnamaldehyde, 6,5 % B-Caryophyllene, 5,9% eugenol a dalsi
latky. V této studii se zjistilo slozeni z91,7 % Cinnamaldehyde(E)1268-1272, 7,3 %
Methoxycinnamaldehyde 1566 a dal$ich minoritnich slozek.

Soucasné vysledky Nikolic a kol., (2017) podporuji aplikaci EO Melaleuca alternifolia,
Citrus limon a Piper nigrum proti bakteridlnim a plisnovym infekcim. Nejsiln€jsi aktivity proti
bakteriim dosahl EO M. alternifolia o koncentraci MIC 310-630 pg/ml. V této studii byla
zjisténa o dost vyssi MIC M. alternifolia proti zkoumanym druhtim bakterii (tabulka 11). Proti
E. faecalis >8200 pg/ml, S. aureus 8200 pg/ml, P. aeruginosa 4100 pg/ml. Nejnizsi inhibujici
koncentrace se vyskytovala u E. coli 2050 pg/ml. Tato bakterie nebyla ve studii Nikolic a kol.,
(2017) testovana, proto nemizeme porovnat vysledek. Vyskytovalo se také rozdilné slozeni
této silice v obou studiich. Zde bylo slozeni nejvice zastoupenych latek 44,9 % Terpinen-4ol,
25,9 % p-Cymene, 5,5 % Eucalyptol a dalsi slozky. Oproti studii Nikolic akol., (2017), ktera
zjistila ve slozeni opét nejvice Terpinen-4olu (38,6 %), ale dalsi slozky jiz shodné nebyly. y-
Terpinene 21,7 %, aTerpinen 9,1 %, p-Cymene pouze 3,5 % a eucalyptol nebyl obsazen viibec.
Bohuzel neexistuji studie, které uvadéji pouzitelné vysledky synergickych interakci s M.
alternifolia, se kterymi by se dala ziskana data porovnat, proto zde nejsou uvedena.
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Tab 11.: Porovnani vysledki MIC M. alternifolia proti S. aureus, P. aeruginosa, E. faecalis u studie
Nikolic a kol., 2017 s touto studii (pg/ml).

Studie Nikolic a kol., (2017) DP Kostitova, (2024)
Staphylococcus aureus 310 8200
Pseudomonas 630 4100
aeruginosa
Enterococcus faecalis 630 >8200

Fratini a kol., (2020) zjistili, ze samostatné silice z manuky a saturejky prokazaly mirnou
antibakterialni i¢innost ve vysokych koncentracich 15 625 pg/ml a 31 250 pg/ml proti E. coli
izolované z onemocnéni prasat (napt. novorozeneckého prijmu). Zatimco ve smési pusobily
synergicky. Zejména smés 70:30, kterd se projevila jako potencidlni néstroj prevence a terapie
inhibovala E. coli v koncentraci 1 953pug/ml. V poméru 50:50 byly silice u¢inné v koncentraci
3 906pg/ml a v poméru 30:70 byla MIC 7 812. V porovnani s touto studii neprokazovala
saturejka s manukou zadnou synergickou interakci. Manuka projevila synergii s kajeputem
proti P. aeruginosa s MIC 2048 pg/ml a saturejka s tea tree proti E. faecalis s MIC 1024pg/ml.
Slozeni silic bylo v obou studiich podobné, lisilo se akorat procentudlni zastoupeni, ale i to
muze zpisobit rozdilnost vysledkli. U manuky bylo zjisténo ve studii Frantini a kol., (2020)
21,4 % cis-calamenene, 18,3 % leptospermone, 6,9 % flavesone a dalsi slozky. U saturejky
majoritné 45,4 % carvacrol, 10,3 % p-cymene a 7 % thymol. V této studii obsahovala manuka
30,2 % cis-calamenene, 19,1 % leptospermone, 4,3 % flavesone a dal$i slozky. Saturejka se
skladala ptevazné z 42,6 % carvacrolu, 31,8 % y-Terpinene, 16 % p-Cymene.

Bylo zjisténo, ze MIC borovice proti P. aeruginosa je >8200 pg/ml a proti E. coli 2050
pg/ml. Ve studii Njoku a kol., 2022 zjistili pomoci mikrodilu¢ni bujénové metody nejvyssi
citlivost silice z Pinus silvestrys na Klebsiella pneumoniae s hodnotami MIC 65,5 pg/ml, P.
aeruginosa MIC 78,3 ng/ml a E. coli 105,2 pg/ml. Tedy o dost nizsi koncentrace, coz miize byt
zpiisobeno riznymi vlivy, napfiklad rozdilnym slozenim silice, které v tomto piipad¢ bylo
markantni. Njoku a kol., (2022) ur¢ili sloZzeni borovice z humulene 13,2 %, a-Guaiene 11,6 %,
9,4 % allo-ocimene, 8,9 % terpinolene a spoustu dalSich. Tato studie prokazala slozeni borovice
44,7 % a-pinene, 20,5 % B-pinene, 10,6 % 3-carene a 9,8% D-limonene.
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Vyzkum Stefanowski a kol., (2022) prokézal, ze kajeputovy esencidlni olej vykazuje
antibakterialni vlastnosti. Nejcitlivéjsi na tento olej byly grampozitivni bakterie, coz miize
naznacovat, ze ucinné latky v kajeputové silice (v€etné fenolovych kyselin, tfislovin atd.)
mohou byt potencidlnimi prostfedky proti bakteridlnim infekcim. Z gramnegativni bakterit,
byla inaktivovdna Pseudomonas aeruginosa. Statisticky vyznamné zmény v prumérech
inhibice rastu po aplikaci silice cajeput jsme nezaznamenali oproti kontrolnim vzorkiim (96%
etanol). Tato studie mlze naznaCovat, ze pouziti kajeputového esencialniho oleje muze byt
uzitecné pro Sirokou Skdlu bakteridlnich infekci ve veterindrni ¢i humanni medicing,
akvakultufe a dalSich oborech.

Obr 4.: Inhibi¢ni ristové zény vyvolané kajeputovym esencialnim olejem proti (A) Enterococcus
faecalis ATCC 29212, (B) Enterococcus faecalis ATCC 51299, (C) Staphylococcus aureus ATCC
29213, (D) Staphylococcus aureus ATCC 12493, (E) Escherichia coli ATCC 25922, (F) Escherichia
coli ATCC35218 (Stefanowski a kol., 2022).

Podobné vysledky prokazali i ve studii Valdése a kol., (2008) proti Escherichia coli a
Staphylococcus aureus.

Vysledky Al-Abd a kol., (2015) odhalily, ze extrakty z kvéth i listd nezpasobily u
testovanych gramnegativnich bakterii zddné inhibi¢ni zony. Extrakty vSak prokazaly aktivitu
proti B. cereus, S. aureus a S. epidermidis.

U Zzadného z vySe uvedenych vyzkumi na antimikrobidlni aktivitu kajeputu nebylo
zjistovano slozeni silice. V této studii bylo diagnostikovéano slozeni 67,9 % eucalyptol, 12,6 %
a-Terpineol, 2,4 % linalool a dal$i minoritni slozky. Samostatnd MIC vychazela nejlépe proti
E. coli o koncentraci <512 pg/ml. Proti ostatnim bakeriim pfevySovala MIC 8200 pg/ml. Byl
prokazany aditivni ucinek se skoftici proti E. faecalis, synergicky ucinek s manukou proti P.
aeruginosa, aditivni u¢inek s manukou a synergicky uc¢inek stea tree proti S. aureus a
antagonisticky ucinek s manukou, saturejkou a eukalyptem. Potvrdila se tedy antimikrobidlni
aktivita samostatného kajeputu proti E. coli. V kombinaci vSak proti této bakterii vétSinou
nefunguje.
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Antibakteridlni aktivity esencidlniho oleje Eucalyptus globulus (EOEG) byly stanoveny
proti 7 patogennim bakteriim pro ryby (Edwardsiella tarda, Streptococcus iniae, S. parauberis,
Lactococcus garviae, Vibrio harveyi, V. ichthyoenteri a Photobacterium damseflowe olive).
Inhibi¢ni aktivita byla hodnocena tfemi metodami: diskovou difuzni metodou, minimalni
inhibi¢ni koncentraci (MIC) a minimalni baktericidni koncentraci (MBC). Podle diskového
difuzniho testu, jak koncentrace EOEG (5-40 pg) stoupd, inhibi¢ni zéna se zvétSuje. Ve
srovnani s amoxicilinem, tetracyklinem a chloramfenikolem vykazoval EOEG podobnou
antibakterialni aktivitu. MIC EOEG se pohybovala od 7,8 do 125 mg/ml a hodnoty MBC se
pohybovaly od 62 do 250 mg/ml. Tyto vysledky ukazuji, ze EOEG ma antimikrobidlni aktivitu
proti vS§em sedmi bakteriim, ale mezi jednotlivymi rody nebyl zadny vyrazny rozdil. Z téchto
vysledki vyplyva, ze EOEG lze pouzit jako antimikrobidlni ¢inidlo proti bakteridlnim
onemocnénim ryb v rybim primyslu (Park a kol., 2016). Hodnoty jsou vsak pftiliz vysoké na
to, aby se eukalyptus dal pouzit jako konzervacni ¢inidlo kancich inseminaénich davek. V této
studii se zjistily podobé vysoké vysledky, ikdyZ na jiné bakteridlni druhy. Samostatné silice
inhibovala pouze P. aeruginosa v koncentraci 8200 pg/ml, u ostatnich bakterii koncentrace
prevysSovala 8200 pg/ml, piesna MIC tedy zjisténa nebyla. Slozeni eukalyptu zde bylo velice
jednoduché, jelikoz obsahoval pouze 91,7 % eukalyptolu, 4,7 % p-Cymene, 3,3 % a-Pinene a
0,3 % B-Pinenu.
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7. Zavér

V hypotéze jsme se domnivali, ze Tato. Jako vysledek testovani antimikrobidlniho
ucinku kombinaci vybranych silic bylo zjiSténocelkem 7 synergickych ucinkl. Byla tak
potvrzena hypotéza, ze nékteré z vybranych kombinaci silic budou mit zesilujici
antimikrobialni G¢inek in-vitro, ptipadné Ze budou inhibovat SirSi spektrum mikroorganismua
nez samostatné silice.

Nejvice synergicky pusobicich kombinaci, celkem 4, bylo zjisténo proti bakteri S.
aureus. Konkrétné se jednalo o kombinace mezi kadidlem a borovici; a tea tree s borovici,
kadidlem a kajeputem. Proti E. coli byla zjiSténa synergie u kadidla a eukalyptu, proti E.
faecalis prokézala nejsilnéjsi uc¢inek kombinace tea tree se saturejkou. P. aeruginosa pak byla
nejucinnéji inhibovana kombinaci manuky s kajeputem.

Neexistuje mnoho studii, které se zabyvaji kombinacemi silic a jejich spoleCnym
ucinkem na mikroorganismy, at’ uz aditivnim ¢i synergickym. Proto je potieba provést dalsi
vyzkumy proti SirSimu spektru bakterii, dal§im druhtim silic, poptipadé kombinaci vice nez
dvou druhi silic, aby bylo zajisténo Sirokospektralni plisobeni smési pii dostate¢né nizkych
koncentracich, které nebudou toxické pro necilové bunky. Dilezité je také provést dalsi studie
na vliv téchto antimikrobidlnich latek na kanc¢i insemina¢ni davky, aby se mohlo téchto znalosti
co nejdiive vyuzit v praxi.
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9. Seznam pouzitych zkratek a symboli

EO — esencialni olej

ATB — antibiotika

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace
FIC — frakéni inhibi¢ni koncentrace
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