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Souhrn

Cilem této prace je vytvorit uceleny piehled a vzajemné porovnani vysledkl ziskanych
z laboratornich testovani rostlinnych silic vzhledem k jejich inhibi¢nimu uc¢inku na rist
gramm-pozitivnich sporulujicich bakterii Paenibacillus larvae, napadajicich nejmladsi stadia
larev véely medonosné a zpusobujicich tak onemocnéni AFB - mor véeliho plodu (AFB —
spolecCenstva vCely medonosné, je vysoce nakazlivé a pro infikovana spoleCenstva byva
vétSinou smrtelné.

Vysledky, které byly k vytvoteni tohoto piehledu pouzity, byly ziskavany a v literatute
publikovany v pomérné Sirokém cCasovém horizontu a pochazeji z raznych, casto velmi
vzdalenych védeckych pracovist. Testované silice byly béhem testi aplikovany odliSnymi
metodami a v rozli¢nych koncentracich. Dostupné vysledky jsou proto velmi nesourodé a jsou
vyjadieny rliznymi zptisoby. Na zakladé shromazdéni a sjednoceni téchto vysledkli mohly byt
urceny nejucinngjsi silice, byly porovnany jednotlivé metody pouzité k testovani silic, byly
posouzeny jejich vyhody a nevyhody a mohly byt srovnany vysledky jednotlivych silic
testovanych vice metodami.

Na zaklad¢ srovnani vysledkii 32 testovanych silic byly vyhodnoceny jako
nejucinngjsi silice extrahované z rostlin Armoracia rusticana, Majorana syriaca a Thymus
vulgaris. Tyto silice vykazovaly silny inhibi¢ni U¢inek v koncentracich nizSich nez 64 pl/l.
Jako nejucinnéjsi metoda byla urcena volatilizacni metoda - diskové difizni metoda v plynné
fazi.

Ze shromazdénych dat je zfejmé, Ze rostlinné extrakty a silice maji velky potencial
inhibovat rast mikroorganismu Paenibacillus larvae. Vzhledem k tomu, Ze jedind soucasna
moznd lécba tohoto onemocnéni, 1écba antibiotiky, je z hygienickych divodi v Evropské unii
zakdzana, je mor vceliho plodu likvidovan pouze kompletnim spalenim nakazenych vcelstev a
veskerého kontaminovaného ptislusenstvi. Je proto nutné hledat alternativni cesty 1écby a
jednou z nich by mohly byt pravé silice, jejichz ucinek je ve védecké literatuie

zdokumentovan.

Klicova slova: silice, véela medonosna, Paenibacillus larvae, mor v¢eliho plodu



Summary

The objective of this paper is to create a complete list of results and their comparison,
which have been obtained from different ,,in vitro* tests of several plant essential oils. These
compounds were tested for their inhibition effects against Paenibacillus larvae, the causative
agent of American foulbrood — one of the most serious honey bees (Apis mellifera) disease.
This gramm-possitive spore-forming bacterium affects the youngest stadium of honey bee
larvae, is a high infective and usually is lethal for whole honey bee colony.

Results, which have been used in this paper, were obtained and published in literature
in wide time period and results were obtained by separate and long-distanced expert
workplaces. Essential oils were tested by different methods and with different concentrations.
Results, which I have used, were often expressed in different ways. When these results were
collected and compared, the most effective essential oils were chosen, general methods used
in “in vitro” tests were compared, their advantages and drawbacks were discussed and also
results of same essential oils obtained by different methods could be compared.

On the basis of results of 32 tested pure essential oils, as the best ones were
established essential oils gained from Armoracia rusticana, Majorana syriaca and Thymus
vulgaris. These compounds had a lowest MIC (MIC — minimum inhibitory concentration)
under 64 pl/l. The most effected method was established Disc volatilization method.

From all collected results there is evident that essential oils have a high potential to
inhibit a growth of Paenibacillus larvae. Today, the only possible treatment — by antibiotics —
is forbidden in European Union because of various hygienic hazards. The only practice
against American foulbrood is to burn infected honey bee colonies and all contaminated
accessories. So there is a great need to search an alternative treatment. One way can be using

of essential oils, because their inhibition effect is well documented in scientific literature.

Key words: essential oils, Apis mellifera, Paenibacllus larvae, American foulbrood
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1. Uvod

Vcela medonosnd (Apis mellifera) je od praddvna piirozenou soucasti svétovych
ekosystéml a vcelaf'stvi patii mezi nejstar$i obory lidské cinnosti. Hlavni produkt vcely
medonosné (z hlediska historického vyuziti) — v€eli med - byl pouZivan v evropské kuchyni
jako hlavni sladidlo az do nastupu primyslové vyroby fepného cukru v 19. stoleti. Dalsi
vyznamny produkt — v¢eli vosk — byl jiz ve starovéku vyuzivan spolecné se zvifecim lojem
k vyrobé svicek, pii zpracovani kovli a v kosmetice. Tyto potfeby medu, vosku a dalSich
vcelich produktii (napt. pyl, propolis, mateii kaSiCka, vceli jed) zpisobily, ze vcela
medonosna pocala byt jiz ve starovéku cilené chovana a stala se tak postupné nedilnou
soucasti svétového zemédéElstvi.

V evropské flofe zname vice nez 200 druht rostlin, které vcela medonosna opyluje
(Detzel a Wink 1993). Jak véely divoce zijici, tak véely chované v umélych chovech, hraly a
hraji nezastupitelnou roli v opylovani téchto hmyzosnubnych rostlin a to jak v ptirodnich
podminkach, tak i u rostlin zeméd¢€lsky péstovanych. U tady zemédé€lskych plodin hraje
opylovani véelou medonosnou zcela zasadni roli (napt. Brassica napus) a bez jeji ti€asti by
intenzivni produkce téchto plodin nebyla prakticky moznd (Mesquida a kol. 1988).

Chov vcCely medonosné je proto dnes neoddélitelnou soucasti a casto 1 nutnou
podminkou fady odvétvi rostlinné produkce. Také vceli produkty jsou na trhu neustale
poptavany, a ackoli fepny cukr vytla¢il med, coby hlavni sladilo, na okraj zdjmu spole¢nosti,
jako potravina pro zdravou vyzivu je med neustdle zdkazniky vyhledavan. Ostatni vceli
produkty jako vosk, pyl, jed a matefi kaSicka, nalézaji své uplatnéni ve farmacii, kosmetice a
v neposledni fad¢ 1 v lidovém l1écitelstvi. V¢ela medonosnd je nepostradatelnym faktorem
v rostlinné 1 Zivocisné produkci a jeji chov, at’ uz zajmovy ¢i profesiondlni, ma velmi
podstatny ekonomicky vyznam (Winston 1991).

Stejné jako vétSina hospodarskych zivocichil je 1 véela medonosnd napaddna celou
fadou chorob a Skidci, proti kterym je nutno ji chranit a je tfeba neustale pracovat na
ucinnéjSich metodach jeji ochrany.
bakterie Paenibacillus larvae, zplsobujici vysoce infekéni onemocnéni AFB — mor vceliho
plodu (AFB — American Foulbrood). Tyto mikroorganismy napadaji travici trakt nejmladSiho
stadia larev vcely medonosné (Fuselli a kol. 2006) a plsobi jejich uhynuti pfimo v buiice

plastu. Tato celosvétové rozsifena choroba véely medonosné je nebezpecnd nejen pro



napadené jedince, ale diky svému snadnému Sifeni ve vcelstvu je potencialné smrtelnd pro
celé infikované spolecenstvo (Ashiralieva a Genersch 20006).

Zemepisny puvod ptivodce moru vceliho plodu, bakterie Paenibacillus larvae, je
nejasny. Dnes je tato choroba celosvétové rozsifena, ucelené informace o intenzité nakazy
v jednotlivych statech vsak chybi nebo jsou nekompletni . Rada statd totiz pouZiva rtizna
kritéria hodnoceni intenzity ndkazy, pfipadné¢ neposkytuji ucelené informace do
mezinarodnich databazi. V Evropé se predpoklada ndkaza primémé u 3 — 10% vcelstev,
v Ceské republice je situace dlouhodobé piizniva, v ohniscich nakazy se jich naléza necelych
0,1% (Titéra 2007).

Je jisté, ze toto onemocnéni bylo znamo jiz ve starovéku. Jiz Aristoteles popisuje ve
svém dile onemocnéni vcel, projevujici se ,apatii a Gnavou casti v€el a nepiijemnym
zapachem vychézejicim z Glu“. V roce 1769 pojmenovava sasky naturalista Schirach toto
vceli onemocnéni ndzvem ,,Foulbrood* (pieklad: mor). V roce 1906 bylo zjisténo, Ze tento
nazev je ve skuteCnosti pouzivan pro dvé rozdilnd onemocnéni — pro mor vceliho plodu
zpusobeného bakterii Paenibacillus larvae a pro hnilobu véeliho plodu, jejimz piivodcem jsou
méné nebezpeéné (nesporulujici) mikroorganismy Melissococus pluton a Bacillus alvei
(Ashiralieva a Genersch 20006).

V soucasnosti jsou ve svété pouzivany dva zplsoby kontroly nédkazy vcelstev morem
vcéeliho plodu — podavéani antibiotik nebo likvidace ohnisek ndkazy utracenim nakaZenych
vcelstev a jejich spalenim, spolu s veskerym kontaminovanym ptislusenstvim (Alippi a kol.
1996). Lécba antibiotiky je velice problematickd a v Evropské unii je legislativou zakazana
(EEC Regulation 2377/90). Pouziti antibiotik je tak v Evropské unii nelegalni (Reybroeck
2003). Pouzivana antibiotika jako Oxytetracyklin a Tylosin zanechavaji rezidua ve vcelich
produktech, coz je zhygienického hlediska nepiipustné. Hlavnim problémem je vSak
postupny vznik rezistence ptivodce choroby Paenibacillus larvae k antibiotiku a také fakt, ze
antibiotika pouze potlacuji symptomy choroby, ale z dlouhodobého hlediska nemohou
infikované vcelstvo zcela vylécit (Titera 2007). Antibiotika totiz neplisobi na stadium spory
puvodce onemocnéni, takze po ustupu ucinku antibiotik muze dojit k vykli¢eni spor a
k opétovnému propuknuti nemoci. Druhd mozna alternativa - utraceni a paleni nakazenych
vcelstev a veskerého kontaminovaného pfisluSenstvi je problematicka predevSim tim, Ze
pusobi velké ekonomické Skody jak profesiondlnim, tak i zdjmovym vcelatim (Fuselli a kol.
2008). Z tohoto faktu vyvstavaji dalsi rizika zpisobend predevsim lidskym faktorem -
naptiklad méné zodpovédni vcelaii bojici se finan¢ni ztraty casto odmitaji sva vcéelstva na

ptitomnost moru vceliho plodu nechat vysetfit, pfipadné mohou zjiSt€énou ndkazu tajit a



podobné. Toto poc¢indni vede obvykle v ohnisku nakazy ke zhorSeni situace a k postupnému
Sifeni nemoci z ohniska ven. Dlsledky pro postizené vcelate byvaji na konec samoziejmé o to
hor$i a Casto na jejich pocindni doplaci i vcelafi sousedici. Piesto je vSak v souCasnosti
opravnénymi autoritami pokladdan tento postup za jediny zodpovédny zpusob kontroly této
nebezpecné a vysoce nakazlivé nakazy.

Ob¢ tyto metody kontroly onemocnéni maji tedy svd nezanedbatelnd rizika a
nevyhody. Je zfejmé, Ze by mély byt hledany nové, alternativni zplsoby lécby, které by
pfinesly uspokojivé vysledky a zaroven potlacily nevyhody metod v soucasnosti pouzivanych.
Jednou zcest by mohlo byt pouzivani rostlinnych silic ¢i jinych rostlinnych extraktl
s baktericidnimi ucinky. Tato praxe neni pro vcelafstvi dnes nikterak neznaméd — rtzné
organické latky vcetné silic se pro 1écbu jinych onemocnéni vcel jiz UspéSné pouzivaji.
Naptiklad kyselina mravenc¢i (u nas vyrobek Formidol) je s Gspéchem pouzivan pro tlumeni
nakazy roztocem Varroa destructor (Kanga a kol. 2002), velmi vhodna je taktéZ pro prevenci
vzniku nosemozy vcel (pavodce Nosema apis). Z rostlinnych extrakti se, taktéz jako €inna
latka proti Varroa destructor, pouziva ptipravek Apilife - G¢innou latkou je sloucenina
izolovana z rostliny Thymus vulgaris - thymol (Bogdanov a kol. 1998).

Mnoho silic, rostlinnych extrakti a organickych latek bylo jiz laboratorné testovano na
svlj inhibi¢ni vliv na pivodce choroby, bakterii Paenibacillus larvae. Mnoho znich se
prokdzalo jako uc¢innych, zejména silice ukazaly velky potencial. Pravée silice by se mohly stat
latkami, které v budoucnu nahradi stavajici zptsoby 1écby a likvidace moru vceliho plodu a to

metodou nedestruktivni a hygienicky nezavadnou.



2. Cil prace

V této praci bych rad shrnul veSkeré dostupné vysledky ziskané b&hem testovani
rostlinnych silic jako inhibi¢nich latek proti ptivodci moru véeliho plodu - gramm-pozitivni
sporulujici bakterii Paenibacillus larvae. Uvedené silice byly pievazné testovany ,,in vitro*
behem laboratornich pokust. Testy, jejichz vysledky jsem pro svou praci pouzil, probihaly na
riznych pracovistich nezavisle na sob¢, v riiznych ¢asech a bylo pouzito n€kolik typti metod,
které se svym zplsobem aplikace silic proti bakterii Paenibacillus larvae navzajem lisi.
Pouzité silice byly extrahovany zrostlin pochéazejicich zriznych casti Zemé a jejich
chemické sloZeni bylo s nejvetsi pravdépodobnosti rozdilné. Vysledky jsou Casto vyjadieny
odlisSnymi zpusoby. Ziskany soubor dat je proto zna¢né nesourody, veskeré zavéry vyvozené
zjejich vzajemného porovnadni by proto mély byt chapany pouze jako orientacni
vyhodnoceni.

Cilem této prace je maximalné sjednotit ziskané vysledky, porovnat je, s pfihlédnutim
k metod¢, kterymi byly dosazeny, dale orientacné urcit silice, které vykazuji nejvyssi aktivitu
a mohly by proto v budoucnu slouzit jako alternativni 1é¢ivo. Budou porovnany jednotlivé
metody aplikace silic, budou popsany jejich vyhody a nevyhody a bude uréena metoda

nejucinnéjsi a pro pripadné vyuziti v praxi nejvhodné;si.
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3. Literarni reSerse

3.1. Nemoci vcel

Mor vceliho plodu (Paenibacillus larvae) a hniloba véeliho plodu (Melissococcus
Véelstva jsou vSak ohroZovana i celou fadou onemocnéni nebakterialniho ptivodu, predevsim
rozto¢i, houbami a dalSimi parazity. Mezi nejvyznamnéjsi Skitidce patii rozto¢ Varroa
destructor, dale parazitické onemocnéni ,,nosemoza“ zpiisobené hmyzomorkou vceli (Nosema

apis). Zavazné onemocnéni pisobi houba Ascosphaera apis — vapenaténi vceliho plodu.

3.1.1. Mor vceliho plodu

Jak jiz bylo zminéno, mor vceliho plodu (AFB — American Foulbrood) je
pozitivni bakterii Paenibacillus larvae z kmene Firmicutes. Napadd nejmladsi stadia larev
véely medonosné - kontaminace sporami nastava s piijmem potravy, ve které jsou tyto spory
obsazeny. Larvy jsou k propuknuti nemoci nejnachylnéjsi nekolik hodin po vylihnuti
z vajicek (Riessberger-Galle a kol. 2001). Spory nasledn¢ vykli¢i ve stfevé, vzniklé
vegetativni bunky se hemolymfou rozsiii do celého téla, dojde k jejich namnoZeni na miliony
jedincli a nakazend larva umira. Vegetativni bunky Paenibacillus larvae v této fazi zatnou
vytvaret novou generaci spor, které jsou okamzité ptipraveny infikovat dalsi Cerstvé vylihlé
larvy (Steinkraus a Morse 1996). Tyto spory se po veeli kolonii §ifi na dospélych délnicich,
predevsim na téch, které maji ve vcCelstvu na starosti Cisténi bun¢k v plastu. Pokud vceli
délnice cisti bunku, ve které zemfela larva na mor vceliho plodu, pfijde do kontaktu se
sporami a ty potom roznasi po celém spolecenstvu. Dospéli jedinci jsou proti t€mto spordm
odolné a zadné ptiznaky nemoci u nich nejsou pozorovany (Crailsheim a Riessberger-Galle
2001). V dalsi etap€ svého Zivota se délnice, které vyklizeji a €isti buiiky plastu, staraji prave
o vajicka a Cerstvé vylihlé larvy — zajist'uji jejich krmeni. Zde se spory nemoci dostavaji do
potravy, kterou pak vcely ,,pecovatelky* podavaji praveé vylihnutym larvickdm a cely cyklus
se opakuje (Alippi 1999).

Mimotadna odolnost spor moru vceliho plodu je pfi kontrole této nemoci nejveétsSim

problémem. Dokazi odolat totdlnimu vysusSeni, teplotdm nad 100°C (vice nez 10 minut),
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dokazi odolat expozici UV zafeni a jsou odolné 1 proti béznym desinfekénim prostiedklim
(napt. 10% roztok formaldehydu) po dobu vice nez 5 hodin (Alippi 1999). Tyto vlastnosti
spor délaji tuto nemoc pravé tak obtizn¢ zvladnutelnou, protoze i kdyz dojde napiiklad
antibiotiky k potlaceni symptomii nemoci, spory zustavaji zivotaschopné a ve vhodnych
podminkach zptsobi opétovné propuknuti nemoci (7Titera 2007). Proto se v Evropské unii
voli k bezpecné likvidaci obvykle cesta utraceni nakaZenych vcelstev a naslednému spaleni
ult a dalSiho piisluSenstvi, které by mohlo byt sporami kontaminovano.

Sifeni nemoci mezi jednotlivymi uméle chovanymi véelstvy, piipadné mezi
jednotlivymi vcelafskymi stanovisti, je usnadnéno béznou vcelaiskou praxi — sdilenim
vcelaiského nacini 1 chovného materidlu a jeho pouzivanim ve vSech obhospodatovanych
véelstvech v provozu. Kocovani se véelami za vhodnymi zdroji snisky medu a také obchod
se vcelimi produkty, ve kterych jsou spory choroby obsazeny, usnadituje pienos nemoci na
velké vzdélenosti a dochazi jednoduSe ke vniku dalSich ohnisek nédkazy (Ashiralieva a
Genersch 2006).

K jinym zpisoblim S$ifeni onemocnéni dochdzi jak u vcel divoce Zijicich, tak u vcel
uméle chovanych. K §ifeni dochéazi prostiednictvim procest ve vcelstvech, kterd jsou pro né
pfirozend — jedna se predevsSim o rojeni, loupeze a migrace urcité¢ho poctu vcelich délnic a
trubct do cizich veelstev.

Rojeni oznacujeme jako vertikdlni pfenos nemoci (Fries a kol. 2006). B€hem rojeni se
vcelstvo rozdéluje na mateiské vcelstvo a dcefiny roj — roj vznikly z infikovaného vcelstva
sice nema pii opusSténi matetského vcelstva plod a larvy, u kterych by nemoc propukala, ale
dospéli jedinci migrujici s rojem do nového mista usidleni na sob& nesou spory nemoci, které
pfi usazeni roje a zalozZeni prvni generace larev tyto larvy opét infikuji. Roje se navic mohou
pohybovat na velké vzdalenosti a zakladat nova ohniska ndkazy v mistech dosud
nepostizenych. I proto mimo jiné ve v€elaiské praxi plati vice ¢i méné dodrZzovana zasada o
nutnosti likvidace rojii neznadmého ptivodu.

Mezi horizontalni zpisoby pienosu nemoci patii v¢eli loupeze a migrace jedincti mezi
vcelstvy. Je-li vCelstvo z né¢jakého divodu oslabeno (jednim z diivodiit mize byt naptiklad
nakaza morem vceliho plodu), jeho schopnost branit samo sebe a své zasoby medu se snizuje.
Casto se pak stava obéti jinych, silngjsich véelstev, ktera pak med z téchto oslabenych
vCelstev povazuji za snadny zdroj sntisky pro sebe, oslabené véelstvo napadnou a vydrancuji.
V tomto medu jsou jiz obsazeny spory moru vcéeliho plodu a dal$i mnozstvi spor odnéseji
vcely na svych télech. V jejich matetskych vcelstvech pak nemoc snadno propuké (Genersch

2008).
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Migrace dospélych veelich délnic a trubct je dal§im zpisobem pfenosu nemoci. Tam,
kde je koncentrace vcelstev vysokd (umélé chovy), urcita cast véel zaléta do vcelstev cizich,
predevsim trubci Casto nedodrzuji svou piislusnost k matetskému véelstvu. Pokud maji ze
svého mateiského vcelstva po svém téle spory moru vceliho plodu, mohou jim tato nova
vcelstva nakazit. Ve volné ptirod¢€, kde jsou divoce Zijici vCelstva od sebe navzajem daleko
vice izolovana vzdalenostmi, nebyl tento zplisob pfenosu nemoci zatim pozorovan (Fries a
Camazine 2001).

Jak jiz bylo zminéno v Gvodu, tato nemoc je svymi disledky a svoji schopnosti se Sifit,
povazovana za nejnebezpecnéjSi onemocnéni postihujici véelu medonosnou. Shrnuti

baktericidnich vlastnosti rostlinnych silic, jako potencidlnich alternativnich 1éCiv, je proto

vztazeno k tomuto onemocnéni.

3.1.2. Varroa destructor

Varroa destructor (klestik vceli) je paraziticky rozto¢ vcely medonosné a vcely
vychodni. Patii do celedi klestikoviti (Varroidae). Vzhledem ktomu, Ze v evropskych
podminkach je invaznim druhem, v€ela medonosna neni nijak vybavena k pfirozenému boji
s timto Skiidcem a bez lidskych zasahli miize mit ndkaza znicujici uCinky. Rozto¢ je dnes
témet celosvetove rozsifen a jeho potlacovani a kontrola patii v evropském vcelatstvi k bézné
praxi (Imdorf a kol. 1999). Tento rozto¢ parazituje na larvach vcel, jejichz hemolymfou se
Zivi (Ariana a kol. 2002). Snizuje celkové kondici vcelstva, letovou aktivitu a pisobi zmény
v ptirozeném chovani (Ellis a Delaplane 2009). Vzhledem ke svému pomérné pomalému
rozmnozovani dosahuje nebezpetného mnozstvi ve véelstvu cca 2 — 3 roky po nakaze. V této
situaci oslabené véelstvo neni obvykle schopno pteckat zimu a uhyne. Varroa destructor také
diky tomu, Ze zhorSuje kondici vcelstva, tvoifi postizend vcelstva daleko nachylnéjsi
k ostatnim véelim onemocnénim.

Pro tlumeni nékazy se s uspéchem pouziva latka Thymol (rostlinny extrakt z Thymus

vulgaris), z organickych tékavych latek kyselina mravenci (Underwood a Currie 2003).

3.1.3. Nosemoza

Toto onemocnéni vyvolava mikroskopickd houba hmyzomorka vceli (Nosema apis)

z Celedi Nosematidae. Jednd se o vnitrobunécného parazita, zijiciho v trdvicim traktu

dospélych vcel, pozdéji pronikd do hemolymfy a zplisobuje celkové selhani traviciho a
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vyluCovaciho traktu (Olsen a kol. 1986) a nasledny uthyn. Ve vcelstvu se Sifi sporami
obsazenymi ve stravé. Nakaza se projevuje predevSim prijmovym onemocnénim, které
béhem zimniho obdobi nadmérné zatézuje vykalové vacky. Bez moznosti vyprazdnéni béhem
proletu v zimé véelstvo snadno zkolabuje.

Velmi ucinnym lécivem nosemozy je Formidol - kyselina mravenci.

3.1.4. Hniloba v¢eliho plodu

Pivodcem onemocnéni hnilobou vceliho plodu (EFB — European Foulbrood) je
gramm-pozitivni bakterie Melissococcus pluton. Symptomy této nemoci jsou velmi podobné
symptomiim moru vceliho plodu a dlouhou dobu byla hniloba véeliho plodu za mor také
povazovana. Bakterie napadaji nejmlads$i stddia larev vcely medonosné, a pokud neni
zahajena v€asna lécba, mize dojit k brzkému thynu celého vcelstva. Na rozdil od patogenu
Paenibacillus larvae, ptivodci moru vceliho plodu, vSak Melissococcus pluton nesporuluje a
jeho infekcénost je proto nizs$i. Diky tomu je ndkaza timto onemocnénim daleko 1épe

kontrolovatelna a ¢asto dobte 1éCitelna (Alippi 1999).

3.1.5. Vapenaténi véeliho plodu

Jedna se o onemocnéni vyvolané houbou Ascospheara apis. Nejohrozengjsi jsou larvy
vCely medonosné staré cca 3 — 4 dny. Pfi ndkaze jsou larvy nejprve obrlstany bilym
myceliem, které postupné rozrusi bunécnou stavbu a larvy umiraji (Larran a kol. 2001).
Ascosphaera apis je spolecné s Peanibacillus larvae Casto zkouména na citlivost rostlinnych
extraktl a silic, které by v budoucnu mohly byt pouzity jako alternativni, ptirodni 1é¢ivo i

proti tomuto onemocnéni.

3.2. Silice

Rostliny vytvafeji vice nez 100000 rozlicnych latek, znichz mnoho vykazuje
antimikrobialni G¢inky (Lewis a Ausubel 2006). Z téchto diivodl byla fada rostlinnych latek
vyuzivana k 1é€ebnym a konzervacnim Gc¢ellim jiz od pradavna. Tyto 1é¢ivé a antimikrobialni
ucinky rostlin jsou pficitany Casto silicim — tj. pfirodnim tékavym, ve vodé nerozpustnym,

olejovitym kapalnym latkam, které maji casto vyraznou viini a pal¢ivou chut. Chemicky se
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jedna o skupinu latek skladajici se prevazné z terpenti, terpenovych derivati a celé tady
dalSich latek. Jejich hustota je obvykle niz$i nez hustota vody. Z rostlin se obvykle ziskavaji
parni destilaci nebo hydrodestilaci, lisovanim, fermentaci a pod. (Edris 2007). V rostlindch se
vyskytuji ptevazné v kvétech, semenech, listech, pupenech, dale ve dievu, kiie a v kofenech.
V soucasnosti je k ziskavani silic komeréné vyuzivano okolo 300 rostlinnych druhi
z celkového poctu asi 3000 druhi, které silice vytvateji (Burt 2004).

Nejvyznamnéjs$i rostlinné cCeledi, které tvoii silice jsou borovicovité (Pinaceae),
hluchavkovité (Lamiaceae), kakostovité¢ (Geraniaceae), vaviinovité (Lauraceae), rizovité

(Rosaceae), mitikovité (Apiaceae) a myrtovité (Myrtaceae).

3.2.1. Chemické slozZeni silic

Silice jsou pfirodni latky vznikajici u celé fady rostlin. Jedna se o kapaliny, jejichz
objemova hmotnost je obvykle v rozmezi od 0,7 do 1,0 ndsobku hmotnosti vody. Jsou ve
vod¢ nerozpustné, rozpustné jsou v nepolarnich latkach, napt. v tucich, alkoholech a etherech.
Za nizkych teplot snadno tckaji, jsou vonné, Casto s vyraznou sviravou chuti. (Hay a
Waterman 1993, Baser a Buchbauer 2010)

Jedna se prevazné o smési terpenii (organické slouceniny rostlinného puavodu),
pfedev§im o monoterpeny a seskviterpeny. Jako dalsi latky mohou byt v silicich pfitomny
diterpeny, dale Siroké spektrum alifatickych uhlovodikii, vyskytuji se i alkoholy, aldehydy,
karboxylové kyseliny a estery. Vyjimecné se mohou také vyskytovat slouceniny dusiku a siry
(Dorman a Deans 2000).

Za své specifické vlastnosti, cenéné v kosmetice (vling), v kulinafstvi (chuté) a
v mediciné vdéci silice predevsim terpentim. Terpeny jsou latky skladajici se z molekul
1soprenu (isopren: 2-methyl-1,3-butadien) Dvé isoprenové jednotky tvofi monoterpeny, tii

jednotky seskviterpeny, atd. Tyto latky nazyvame také isoprenoidy.

3.2.2. Vyutziti silic v historii

Silice byly jiz ve starovéku vyuzivany pro své aromatické, chutové a ochranné ucinky,
pfedevS§im k vyrobé vonnych esenci, jako kotfeni k ochucovani stravy a také v léCitelstvi.
Ziskavany byly destilaci jiz pfed vice nez 2000 lety v oblasti Indie, Persie a Egypta. Do
Evropy znalost jejich pouzivani a ziskavani dostala okolo 9. stoleti s Araby. Jejich vyuziti,

pfevazné ve farmacii se v§ak masove rozsitilo az v 16. stoleti, predev§im v Anglii. Vyuzivany
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byly ptedev§im silice ze skofice (Cinnamomum), anyzu (Pimpinella anisum), muskatu
(Myristica fragrans), z kury jalovel (Juniperus) dale z rozmarynu (Rosmarinus) a z levandule
1€katské (Lavandula angustifolia) a vzacné 1 z dalSich (Burt 2004).

Béhem 19. stoleti byly experimentdlné¢ ovétovany jejich antimikrobialni ucinky. I
piesto, Ze se fada silic prokazala jako G¢inna proti fadé druht bakterii, béhem 19. a 20. stoleti
se jejich vyuziti v mediciné stava pouze okrajovou zélezitosti, hlavnim vyuZitim silic se stava

predevsim kosmetika a potravinafstvi, které¢ vyuzivaji jejich vyraznych chuti a aroma.

3.2.3. Soucasné vyuziti silic

V soucasné dob¢ se silice vyuzivaji predev§im v potravinarstvi jako ochucovadla a
konzervacni latky, dale v kosmetice jako vonné esence a ve farmacii. Jejich antibakterialni a
antiseptické vlastnosti nachéazeji pouziti napiiklad u piipravkl na ochranu zubl (napf. pasty,
vyplné¢ kanalkli zubnich kotenil). V zemédélstvi se snimi lze setkat naptiklad jako
s vyzivovym doplikkem, pfidavajici se do ndhradniho mléka u mladych kojicich se prasat

v chovech a podobné (Burt 2004).
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4. Vysledky

4.1. Uvod k vysledkiim

V nasledujici tabulce (TABI) je uveden seznam silic, které byly na rGznych
pracovistich testovany proti pivodci moru veeliho plodu, gramm-pozitivni bakterii kmene
Firmicutes, Paenibacillus larvae. Testy byly provadény ,,in vitro* a celkem bylo pouzivano
pét riiznych metod — makrodilu¢ni metoda (TDM - tube dilution method) (Waisbren a kol.
1951), mikrodiluéni metoda (BMM - broth microdilution method), agarova dilu¢ni metoda
(ADM - agar dilution method) (Alcala a kol. 1998), agarova difizni metoda (ADFM - agar
diffusion method) (Bonev a kol. 2008) a diskova difizni metoda v plynné fazi (DVM - disc
volatilization method) — dale volatiliza¢ni metoda (Nedorostova a kol. 2009).

U vétsiny testovanych silic byla zjisténa hodnota minimalni inhibi¢ni koncentrace —
MIC (minimum inhibitory concentration) — koncentrace, kdy testovana silice pocala byt proti
bakteriim Gc¢inna (Burt 2004). Prostfednictvim hodnot MIC lze uc€innost jednotlivych silic
navzajem porovnavat. V této praci povazuji jednotlivé MIC za srovnatelné z hlediska ucinku
na Paenibacillus larvae, nehled¢ na metodu, kterou byly dosazeny. Toto je umoznéno diky
sjednoceni uvadénych koncentraci na dvé srovnatelné hodnoty — pl/l (mikrolitr na litr) a mg/I
(miligram na litr). Objemova hmotnost silic se pohybuje obvykle v rozmezi 0,7 — 1,0 g/ml3,
pii pouzitych koncentracich a pfedev§im pii uvaddénych rozpétich téchto koncentraci, proto
povazuji pl a mg silice za porovnatelné mnozstvi. U né€kterych silic bylo z literatury zjiSténo
pouze to, ze se béhem testli prokazaly jako aktivni. Tyto silice jsou v tabulce oznaceny
»aktivni“ a znamena to, ze byl prokazan jejich inhibiéni vliv na Paenibacillus larvae, nebyla
vSak zaznamenana nebo zméfena jejich MIC. U nékterych silic nebyla zjisténa metoda, kterou
byly testovany. Tyto silice jsou zahrnuty do vzajemného porovnani ucinnosti proti patogenu
Paenibacillus larvae, nejsou vSak zohlednovany pfi vzajemném porovnavani metod.

Piesto vSak mezi jednotlivymi metodami testovani silic existuji podstatné rozdily,
vychazejici z principti, na kterych metody pracuji, a které mohou ovliviiovat konecné
vysledky. Porovnani metod a jejich vyhod a nevyhod bude provedeno dale.

Celkem byly nalezeny vysledky z testovani 32 riznych silic. Nejcastéji testovanymi
silicemi byly silice ziskané z Thymus vulgaris (tymian obecny) — tfikrat - a Tagetes minuta

(askamitnik maly) - tiikrat. Vice nez jednou byly testovany silice z Cinnamomun zeylanicum
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(skoticovnik cejlonsky), Citrus sinensis (citronovnik ¢insky) a Satureja hortensis (saturejka

zahradni).

4.2. TAB1 — porovnani MIC jednotlivych testovanych silic

Puvod silice

MIC (zdroj)

Jednotky Metoda

Cesky nazev

Acantholippia seriphioides

Allium sativum

Armoracia rusticana

Cinnamomum glandulifera

Cinnamomun zeylanicum
Cinnamomun zeylanicum
Citrus sinensis

Citrus sinensis

Citrus paradisi

Citrus nobilis

Citrus limon
Coriandrum sativum
Cuminum cyminum
Cymbopogon citratus
Eucaliptus globulus
Heterothalamus alienus
Laurus nobilis
Lavandula hybrida
Lippia turbinata
Majorana syriaca
Mentha x piperita
Mintosthachys mollis
Mpyristica fragrans
Ocimum basilicum
Origanum vulgare
Pelargonium graveolens

Piper nigrum

200 —250 (1)
350 (2)

16 (3)
Aktivni (4)
50-150(5)
50 -100 (6)
50 —400 (6)
840 (7)

385 (7)

815 (7)

764 (7)
Aktivni (4)
50 —400 (6)
50-100 (4)
700 (4)

800 —900 (8)
350 — 450 (4)
450 — 600 (4)
800 — 1000 (1)
64 (3)

600 — 650 (4)
700 — 800 (1)
Aktivni (9)
350 - 450 (4)
250 —450 (4)
Aktivni (9)
Aktivni (9)

mgl/]
ul/l
ul/l

mg/l
mg/1
mg/1
mg/1
mg/l
mg/1
mg/1

mg/1
ul/1
ul/1
mg/1
mg/1
ul/1
mg/1
ul/1
ul/1
mg/l

mg/1
ul/1
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TDM
BMM
DVM

TDM
ADFM
ADFM
BMM
BMM
BMM
BMM

ADFM
ADM
ADM
ADM

ADM
TDM
DVM
ADM
TDM

ADM

tymian andsky
cesnek kuchynsky
kten selsky
skotficovnik Zlaznaty
skoticovnik cejlonsky
skoficovnik cejlonsky
citronik ¢insky
citronik ¢insky
citronik rajsky
citronik uslechtily
citronik limonovy
koriandr sety

kmin fimsky

vonatka citronova

blahovicnik kulatoplody

vaviin vzneseny

levandule hybridni

majoranka zahradni

mata peprna

muskatovnik pravy
bazalka vonna
dobromysl obecna
muskat vonny

pept Cerny



Rosmarinus officinalis 700 (4) ul/1 ADM rozmaryn lékaisky

Salvia tomentosa Aktivni (9) Salvéj plstnata
Satureja hortensis 250-300 (4) i1 ADM saturejka zahradni
Satureja hortensis 128 (3) ul/1 DVM saturejka zahradni
Schinus molle var. areira L 600 — 750 (1) mg/l TDM peptovec balzamovy
Syzygium aromaticum Aktivni (9) hiebickovec kotfenny
Tagetes minuta 700 —-900 (1) mg/l TDM aksamitnik maly
Tagetes minuta 700 — 800 (10) pl/1 DVM aksamitnik maly
Tagetes minuta Aktivni (4) aksamitnik maly
Thymus vulgaris 64 (3) ul/1 DVM tymian obecny
Thymus vulgaris 50-4006) mg/l ADFM tymidn obecny
Thymus vulgaris 100 -150 (4) il ADM tymian obecny

1 - Fuselli a kol. 2006 2 - Aronstein a Hayes 20045 3 - Kloucek a kol. 20085 4 - Alippi a kol. 19963 5 - Gende a
kol. 20085 6 - Floris a kol. 19965 7 - Fuselli a kol. 2008; 8 - Ruffinengo a kol. 20065 9 - Dorman a Deans 2000
10 - Eguaras a kol. 2005

4.3. Vyhodnoceni

cvwr

rusticana) — 16 pl/l, dale ztymianu obecného (Thymus vulgaris) a majordnky zahradni
(Majorana syriaca) — 64 pl/l. Dalsi vysledky s MIC nizsi nez 100 pl/l (mg/l) dosdhly jeste
silice z rostlin skoticovnik cejlonsky (Cinnamomun zeylanicum) - 50 — 100 mg/l, do tohoto
rozpéti spada 1 citronik ¢insky (Citrus sinensis) - 50 — 400 mg/l a kmin fimsky (Cuminum
cyminum), op€t tymian obecny (Thymus vulgarit) s MIC 50 — 400 mg/l a vonatka citrébnova
(Cymbopogon citratus) - 50 — 100 pl/1.

Lze konstatovat, ze nejucinngj$i (MIC s hodnotou bezpecné nizsi nez 100 pl/l nebo
mg/l) proti piivodci moru veeliho plodu Paenibacillus larveae jsou tyto nasledujici silice:
kien selsky (Armoracia rusticana), tymian obecny (Thymus vulgaris), majoranka zahradni
(Majorana syriaca), skoticovnik cejlonsky (Cinnamomun zeylanicum) a vonatka citronova
(Cymbopogon citratus).

Silic s vysokou ucinnosti, tj. silice s MIC bezpecné nizs§i nez 100 ul/l (mg/l), bylo

nalezeno 5 druhii z celkového poctu 32 testovanych Pokud by byly uvazovany pouze silice, u
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kterych byla zjisténa konkrétni MIC (a nebyly uvedeny pouze jako aktivni), jednalo by se o 5
druhi silic z poctu 25 testovanych.

Vsechny uvedené silice v TABI tedy prokazaly schopnost inhibovat riist ptivodce
onemocnéni moru vceliho plodu, gramm-pozitivni bakterii Paenibacillus larvae,
v laboratornich podminkach. Pfed jejich praktickym pouzitim vSak musi nasledovat tada
testovani pfimo v nakazenych v¢elstvech. Musi byt vybran vhodny zptsob aplikace, zjisténo
chovani vcel v pfitomnosti t€kavych aromatickych latek, kterymi silice jsou a také musi byt
zjisténo, zda silice nebudou v G€innych koncentracich toxické i pro samotné lécené vcely.

Tato problematika bude diskutovédna v jedné z nasledujicich kapitol.
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5. Diskuze

5.1. Metody aplikace silic ,,in vitro*

Diky sjednoceni vysledkii jednotlivych MIC silic a diky jejich pfevedeni na
srovnatelné jednotky a také spomoci zanedbani rozdild ve specifickych hmotnostech
jednotlivych druhii silic, mizeme, alespon pfiblizn€, posoudit G€innost jejich jednotlivych
druhti proti bakterii Paenibacillus larvae. Vysledky je vSak potieba brat pouze jako orientacni
hodnoty, slouzici k pfibliznému porovnani aktivity silic. Z tabulky vysledkiit TABI je patrné,
ze silice, které byly testovany vicekrat, poskytly Casto rozdilné vysledky. Toto muze byt
zpusobeno rozdilnym rostlinnym materidlem, ze kterého byly silice ziskdvany a néaslednymi
rozdily v jejich chemickém sloZeni. Daéle vSak vznikaji rozdilné vysledky v zavislosti
na rozdilné uc¢innosti pouzitych metod aplikace. Lisici se vysledky ziskané riznymi metodami
za pouziti stejného materidlu a za dodrZeni stejnych podminek, jsou ve védecké literature
zdokumentovany (Fang a kol. 2006).

Vsechny tyto metody pracuji na obdobném principu — v Zivném médiu jsou zalozeny
kolonie mikroorganismi a ty jsou nasledn¢ vystaveny kontaktu s testovanymi silicemi, které,
podle své ucinnosti, inhibuji rast téchto kolonii. VSechny metody, s vyjimkou volatiliza¢ni,
jsou zalozeny na pifimém kontaktu kapalné silice a patogenu. Volatilizaéni metoda (diskova
difuzni v plynné fazi) pouziva ke kontaktu s bakteriemi pouze plynnou fazi silic. Nejvice silic
v tabulce vysledkii TAB1 bylo testovano agarovou dilu¢ni a makrodilu¢ni metodou.

Podle zptsobu aplikace miZzeme tyto metody rozdélit na metody dilucni (Waisbren a
kol. 1951; Alcala a kol. 1998) a difizni metody (Bonev a kol. 2008; Nedorostova a kol.
2009).

5.1.1. Dilu¢ni metody

Mezi diluéni metody patii zejména makrodiluéni metoda a agarova dilu¢ni metoda.
Tyto dvé metody patii k nejcastéji pouzitym (TAB1). Dale sem zatfazujeme jesté mikrodilu¢ni
metodu. VSechny diluéni metody pracuji na principu smichdvani silice a Zivného média a
kazda z nich ma své vyhody i nevyhody.

Naptiklad mikrodiluéni metoda je velice jednoduchd, ¢asové nenarocna, jejiz vysledky

jsou proto snadno ovéfitelné opakovanim test. Oproti tomu agarova dilu¢ni metoda je ¢asové
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velice narocna, nachylna k ovlivnéni vysledkt riznymi faktory, umoziiuje vSak na jednom
zivném médiu (jedna miska s agarem) naptiklad testovat vice mikrobidlnich druht najednou
(Fang a kol. 2006). Nevyhody metod s tekutym médiem (tedy mikrodilu¢ni a makrodilucni)
spocivaji predevsim v tom, Ze jsou ¢asto pouzity doprovodné latky napomahajici rozpustnosti
silic (Tween 80, DMSO, ethanol) a tyto latky mohou snadno ovlivnit kone¢né vysledky
(Nedorostova a kol. 2009). U metody pouZzivajici jako médium tuhy agar (agarova dilucni),
zase muze dochazet k zachyceni ¢asti silice v agaru a na kolonii inhibovanych bakterii pak
pusobi pouze ¢ast zamysleného mnozstvi (Fang a kol. 2006).

Pouziti rGznych diluénich metod muze pfinést rozdilné vysledky. Pii provadéni
stejnych testli, naptiklad pomoci agarové dilu¢ni a mikrodilu¢ni metody (Fang a kol. 2006),
bylo zjisténo, ze hodnoty ziskané béhem testli mikrodilu¢ni metodou jsou nizsi, nez hodnoty

ziskané, pti dodrZeni stejnych podminek, pomoci metody agarové dilu¢ni.

5.1.2. Diftzni metody

Difizni metody pracuji na principu Sifeni (difuzi) silic v prostiedi. Difuze muze
probihat v pevné fazi — agarova difuzni metoda nebo v plynné fazi — volatilizaéni metoda
(Nedorostova a kol. 2009). Oproti dilucnim metodam maji tyto metody vyhodu, ze pii nich
neni pouzivan zadny ptidavek slouzici k zvySeni rozpustnosti silic (Lopez a kol. 2005).
V pevné fazi vSak mulze nastavat problém srozdilnou schopnosti silic Sifit se difuzi
v prostifedi agaru — cast silic mize v agaru uviznout a k inhibovanym koloniim se vibec
nedostanou. Mén¢ ucinné silice, které se prostiedim §ifi 1épe, mohou ve vysledku zpusobit
lepsi vysledek, nez U¢inngjsi silice, které se v prostiedi §ifi hlife. Oproti tomu, u metody
v plynné fazi, se silice §ifi v celém prostiedi nad povrchem agaru a testované mikroorganismy
jsou se silici v nejsilnéjSim kontaktu. Presto vSak bylo v literatufe zjiSténo, ze béhem
srovnavani agarové difuzni a volatiliza¢ni metody, byla volatilizacni metoda oznacena za
metodu se slabsi u¢innosti. Uginnost této metody souvisi se schopnosti silic t&kat do prostedi
a §ifit se vplynné fazi v zéavislosti na jejich chemickém slozeni (Lopez a kol. 2005).
Vzhledem ke zjisténym vysledkiim se vSak proti ptivodci moru véeliho plodu (Paenibacillus
larvae) celkové jevi volatilizacni metoda jako nejucinnéjsi. Z tabulky vysledkit TABI je
patrné, Ze vyrazné nejlepSich vysledkii bylo dosazeno pravé za pouziti volatilizacni metody.

(Kloucek a kol. 2008).
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5.1.2.1. Volatiliza¢ni metoda (diskova difizni metoda v plynné fazi)

U této metody jsou, podobné jako u agarové difizni metody, pouzity Petriho misky
s zivnym médiem (agar) a s nao¢kovanym mikroorganismem. Zivné médium zde mize byt
pritomno 1 ve vicku Petriho misky — na toto médium se umisti papirové terCiky napusténé
pfislusnymi silicemi. Po uzavieni Petriho misek zde vznikd uzaviené prostiedi, ve kterém
silice t€ka z papirovych ter¢ikil do prostfedi a dostdva se k mikroorganismim v plynné fazi.
Silice v plynné fazi je ptfitomna v celém prostfedi uvnitf Petriho misky. Agar v uzavéru
Petriho misky navic slouzi jako t€snéni a znemoznuje unikani plynné faze silic ven z misek
do okoli a také znemoznuje adsorbci silic na povrchu Petriho misek (Nedorostova a kol.

2009). Z hlediska zjisténych MIC v TABI se tato metoda ukazala jako nejucinnéjsi.

5.1.3. Urceni nejucinnéjsi metody

Jak jiz bylo zminéno v pfedchozi kapitole a jak 1ze vycist i z tabulky vysledkid TABI,
Z péti nejucinngjSich silic proti Paenibacillus larvae byly tii silice s nejlepSim vysledkem
testovany pravé touto metodou. Jejich MIC také dosahly nejlepSich hodnot — Armoracia
rusticana s MIC 16 ul /1, Thymus vulgaris a Majorana syriaca, ob¢ silice s MIC 64 pl/l
(Kloucek a kol. 2008). Dvé zbylé silice s MIC do 100 pl/l (mg/l) - Cinnamomun zeylanicum
(Floris a kol. 1996) a Cymbopogon citratus (Alippi a kol. 1996) byly testovany metodami
makrodilucni a agarovou difuzni, obé s vysledkem v rozpéti 50 — 100 pl/l (mg/1).

Na ptikladu Thymus vulgaris mize byt pozorovan rozdil ve vysledcich metod, které
hovoti ve prospéch volatilizaéni metody. S agarovou difizni metodou bylo zjisténo rozpéti
MIC 50 — 400 mg/l, s agarovou dilu¢ni 100 — 150 pl/l a nakonec s volatilizaéni metodou byla
urcena MIC 64 pl/l. Podobny piipad lze uvést i pro silici z rostliny Satureja hortensis —
s agarovou dilué¢ni metodou doséhla silice MIC 250 — 300 pl/l, s volatiliza¢ni metodou byla
zjisténa MIC 128 pl/l.

Plynnou fazi silic 1ze povazovat za perspektivni také z hlediska budouci aplikace silic
v ,,in vivo“ testech a praxi. Odparné desky s kyselinou mravenci se s uspéchem pouzivaji
v ulech jako 1écba varrodzy (Underwood a Currie 2003) a také nosemodzy véel (Underwood a
Currie 2009). Pravé plynna faze silic ma nejvétsi predpoklady k rozsiteni se po celém ule a

zasahnuti co nejvétSiho poctu nakazenych vcel.
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5.2. Pouziti silic ,,/n vivo*

Z védecké literatury je ziejmé, Ze se silicemi jiz probihaly ,,in vivo* testy a vyzkumy u
vcelstev nakazenych morem vceliho plodu. Tyto pokusy narazily na celou fadu otazek, které
je tieba, pfed plosnym nasazenim silic jako alternativniho 1é€iva, zodpoveédét. Jakd by mohla
byt nejefektivnéjsi aplikace silic ve vcelstvech, jaké je rozpéti toxicity silic - od jaké
koncentrace jsou jednotlivé silice ucinné proti Paenibacillus larvae a nejsou jesté nebezpecné
pro samotné vcely a jejich plod, jaké bude chovani vcelstva, pokud budou v ule umistény
tékavé aromatické latky, hrozi-li rezidua silic ve vcelich produktech — to jsou jen nckteré
z otazek, které by mély byt pred nasazenim silic ve v¢elstvech zodpovézeny.

V roce 1990 byl proveden polni test na véelstvech nakazenych morem vceliho plodu,
konkrétné¢ za pouziti silice ze skotficovniku cejlonského Cinnamonum zeylanicum (Floris a
Carta 1990). V tomto testu byla silice podavana vcelstvu v cukerném roztoku, tj. v kapalné
formé. Ukazalo se, ze silice byla G¢innd, a ze skutecné doslo ke zlepSeni zdravotniho stavu
vcelstva, plod ve vcelstvu prestal po podani silice vykazovat symptomy nakazy. Opakovani
testu vSak ukdzalo, ze uspech testu zavisel nejen na samotné silici, ale 1 na mnoZzstvi dalSich
faktori, jako pocasi, zplsob distribuce silice ve vcelstvu, mikroklima v okoli ulu, ro¢ni
obdobi, kdy se pokus provadél a podobné. Problematickym faktorem se ukdzala byt nestala
ochota v¢el odebirat cukerny roztok se smichanou silici - pokud okolni prostiedi bylo bohaté
na prirozeny zdroj nektaru, ochota vcel brat cukerny roztok siln¢ poklesla. Pokud byla teplota
v ule vlivem horkého pocasi vysoka, silice rychle vyt€kala z cukerného roztoku a dalsi
obdobné problémy ovlivitovaly vysledky testa.

Pti jiném ,,in vivo* pokusu, kdy byly testovany silice ziskané z Satureja hortensis,
Thymus vulgaris, Cymbopogon citratus a Origanum Vulgare (Albo a kol. 2003), se ukézalo,
ze silice v pouzitych koncentracich oslabily ve vysledku nakazena vcelstva natolik, ze doslo
k nariistu symptomil nemoci, oproti jejich potlaceni. Zde byla prokazéana dileZitost stanoveni
rozpéti toxicity silic, aby nedochéazelo k pfimému ohrozeni vcelstev. V jiném pokusu bylo
zjisténo, ze konkrétni silice mohou byt pfimo toxické a vysoce nebezpecné jak pro dospélé
vcely, tak pro jejich larvy a vajicka (Gashout a Guzman-Novoa 2009).

Z uvedenych piikladid je patrné, Zze urceni bezpecnych silic a jejich spravnych
koncentraci, bude zasadnim ptedpokladem pro budouci pouziti. Dal§im dilezitym faktorem
budou klimatické podminky, za kterych bude mozno silice aplikovat. Podle polniho testu
zroku 1990 (Floris a Carta 1990) je ztejmé, ze podani silic v tekuté fazi (v cukerném

roztoku) neni idedlni. Zde se otevira cesta pro aplikaci upravené volatilizaéni metody.
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5.2.1. Chovani vcel

Speciélni kapitolou se mize pii budoucim pouziti silic jako alternativniho 1éku stét
chovani véel, v reakci na pfitomnost aromatickych tékavych latek v le. Behem pokust, kdy
byl v€elam podavan cukerny roztok s pifidavkem rozlicnych silic, bylo zjisténo, Ze urcité
silice maji na v€ely odpuzujici efekt a v¢ely preferuji kontrolni vzorek cukerného roztoku bez
ptidanych silic. U jinych silic (citrusova silice, caryophyllene) bylo naopak zjisténo, ze véely
cukerny roztok s touto silici preferuji pied kontrolnim vzorkem (Detzel a Wink 1993).
Veskeré uvazované silice by mély byt timto zpisobem otestovany a mohou znacné pozmenit
pomyslny zebticek vhodnych silic — silice s dobrymi vysledky proti Paenibacillus larvae a
s pfijatelnou toleranci vcelou medonosnou z hlediska toxicity, mize byt v€elami v potravé
odmitana z divodu, které zatim nezname.

Obdobné¢ problémy se daji ofekavat 1 pii pouziti silic v plynné fazi. Schopnost vcel
odvétravat prostor ulu (Southwick a Moritz 1987) se miize stat prekdzkou pro budouci vyuziti
volatilizacni metody. Je vSak faktem, ze 1é¢iva, podavand v€elam odpatovaci metodou, jsou

jiz dnes uspésné pouzivana (komeréni ptipravky v CR: Formidol, Gabon).

5.3. Spory Paenibacillus larvae

Stadium spory patogenu Paenibacillus larvae je u této nebezpeéné nakazy asi
nejvetsim problémem. Schopnost spor Celit extrémnim podminkdm - totalni vysuSeni, vice
nez 10 minut odolavaji teplotam nad 100°C, odolavaji expozici UV zafeni a jsou odolné i
proti béZznym desinfekénim prostiedkiim (A/ippi 1999) — znesnadiiuji jakykoli pokus o uplné
vyléceni nakaZzenych vcelstev. V ule mohou navic setrvdvat v zivotaschopné formé i n¢kolik
desitek let. Tato skutecnost je nejvetsi komplikaci také pifi sporné 1é€be antibiotiky — dochazi
k potlaceni symptomil, nikoliv vSak k likvidaci spor v tle (Katznelson 1950). PouZiti silic se
bude potykat velmi pravdépodobné s obdobnym problémem — oproti antibiotikiim mé vsak
vyhodu, ze se jednd o Cisté pfirodni latky, jejichz potencialni rezidua by neméla pusobit ve
kosmetice, nevykazuji Zadné negativni vlastnosti vzhledem k lidskému zdravi a nejsou proto
povazovany za latky toxické, byt naptiklad proti hmyzu vykazuji jedovaté vlastnosti (Isman
2000). 1 ptes to by vSak spolecné s vyzkumem silic m¢l ruku v ruce probihat vyzkum, ktery
by ftesil problém spor. Jednou z cest by mohlo byt naptiklad dodéani latek do infikovaného

vcelstva, které by plisobily na pfislusné receptory spor a zpusobily tak vykli¢eni vSech spor
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do stadia, které neni imunni proti antibiotikiim a nebude imunni ani proti vybranym pouzitym

silicim (Setlow 2003).

5.4. Silice a ostatni vCeli onemocnéni

Lécivy potencial silic se u v€elich onemocnéni nemusi nutné orientovat pouze na mor
vceliho plodu. Dal§i onemocnéni, jehoz lé¢ba by v budoucnu mohla byt provadéna
rostlinnymi silicemi, je napfiklad choroba zplisobena patogenem Ascosphaera apis (Larran a
kol. 2001). Toto houbové onemocnéni, nazyvané ,,vapenaténi vceliho plodu‘ bylo opakované
testovano na citlivost vi¢i vybranym typim silic. V nésledujici tabulce TAB2 jsou uvedeny
silice, které se ukazaly jako aktivni. U nékterych jsou uvedeny znamé MIC v pl/l. Neni-li
MIC vyznacena, silice se prokazaly jako ,,aktivni*“ a inhibovali rtst kolonii Ascosphaera apis
na zivném médiu. I zde byly pouzity rlizné metody ,,in vitro* aplikace — mikrodilu¢ni metoda,
agarova diftizni metoda a volatiliza¢ni metoda. Pfi porovnani dat s daty z TAB1 je patrné, ze
Paebnibacillus larvae je vici silicim méné odolny, nez Ascosphaera apis — MIC v TABI
nabyvaji vyraznén niz$ich hodnot nez v TAB2. Nejsiln¢jsi silici se zde ukézala silice
z aksamitniku malého (7agetes minuta) Tato silice byla také aplikovéana volatilizacni metodou

(Eguaras a kol. 2005).

TAB2 — Vliv vybranych druhti silic na houbu Ascosphaera apis

Pivod silice MIC (autor) Jednotky Cesky nazev
Allium sativum 250 (1) ul/1 cesnek kuchynsky
Aloysia gratissima Aktivni (2)
Cinnamomum glanddulifera 900 (3) ul/1 skoficovnik zlaznaty
Coriandrum sativum 700 (3) ul/1 koriandr sety
Eucaliptus globulus 900 (3) ul/1 blahovi¢nik kulatoplody
Heterotheca latifolia Aktivni (2)
Lavandula intermedia 900 (3) ul/1 levandule prostiedni
Laurus nobilis 800 (3) ul/1 vaviin vzneSeny
Lippia juneliana Aktivni (2)
Lippia integrifolia Aktivni (2)
Lippia turbinata Aktivni (2)

26



Ocimum basilicum 800 (3) ul/1 bazalka vonna

Origanum vulgare Aktivni (4) dobromysl obecna
Rosmarinus officinalis 900 (3) ul/1 rozmaryn lékatsky
Satureja montana Aktivni (4) saturejka horska
Tagetes minuta 200 (5) ul/1 askamitnik maly
Tagetes minuta 900 (3) ul/1 askamitnik maly
Tessaria absinthioides Aktivni (2)

Thymus vulgaris Aktivni (4) tymidn obecny

1 - Aronstein a Hayes 2004; 2 - Dellacasa a kol. 2003; 3 - Larran a kol. 2001; 4 - Colin a kol. 1989; 5 - Eguaras
a kol. 2005

Je ziejmé, Ze silice maji 1é¢ivy potencial nejen proti plivodci moru veeliho plodu
Paenibacillus larvae, ale stejné tak proti houbovému pivodci vapenaténi plodu Ascosphaera
apis. Da se predpokladat, ze obdobné inhibi¢ni Gc€inky by silice mohly mit i1 proti dalSim
vcelim patogentim, jako Melissococcus pluton (hniloba vceliho plodu), Varroa destructor a
Nosema apis. Testy silic proti témto organismim vSak nebyly pfedmétem této prace a nebyly

tak proto v odborné literatufe vyhledavany.
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6. Zaveér

V préci byla predstavena jednotlivd onemocnéni véely medonosné (Apis mellifera),

vevr

vewr

zpusobeny gramm-pozitivni bakterii Paenibacillus larvae.

Byla provedena literarni reSerSe, ve které byla rozebrana problematika této nemoci,
byly popsany soucasné zptisoby jeji kontroly a poukdzalo se na jejich zfetelné nevyhody.
Z téchto vysledkl reSerSe byla definovdna nutnost hledani alternativniho zptisobu 1écby,
kterym by se mohly stat, pro své baktericidni vysledky, pravé rostlinné silice. Behem reserse
byly vyhledany a sjednoceny vysledky testt silic, testovanych pro své inhibicni u€inky na
puvodce moru vceliho plodu, vysledky byly vzajemné porovnany a byly urceny silice, které
vykézaly nejvetsi aktivitu.

Byly popsany jednotlivé metody aplikace silic v ,,in vitro* testech, byly popsany jejich
principy, jejich vyhody a nevyhody a byla vybrana neja¢inné;si metoda.

V diskuzi byla rozebrana problematika budouciho nasazeni silic jako alternativniho
lé¢iva proti moru vceliho plodu, byly popsany nékteré z,,in vivo* experimentl, které byly
uskute¢nény a byly poukazany nejvyznamnéjsi problémy, které se béhem téchto experimentl
objevily. Zplsob aplikace silic v ule, vybér vhodné silice, kterd bude dostate¢né ucinna proti
puvodci onemocnéni a zaroven neohrozi samotné vcely v nakazeném vcelstvu, prizkum
chovani vcel a jejich reakce na pfitomnost t€kavych aromatickych sloucenin v tlech — to vse
jsou problémy, které byly ptedestieny a jejichz vyfeSeni musi nutné predchézet aplikaci silic
jako alternativniho zptisobu 1éc¢by onemocnéni morem vceliho plodu.

Byla zminéna 1 problematika spor baktérii Paenibacillus larvae, jako nejvétSiho
problému pfi 1é€bé moru vceliho plodu. Tyto spory jsou, diky své mimotadné odolnosti proti
bézné dostupnym prostiedkiim likvidace, pro Gspésné vyléceni nemoci nejvetsi prekazkou.
Tento fakt nesmi byt pii hledani alternativnich cest 1écby opomenut a ruku v ruce
s vyzkumem silic jako 1é¢iva, musi probihat vyzkum spor a mozZnosti jejich odstranéni
z nakazeného vcelstva. Byla naznacena cesta, kterou by mohlo byt nastaveni takovych
podminek ve veelstvu, pii kterém by doslo k vykli¢eni spor a k jejich pfechodu do stadia, kdy
by byly silicemi zlikvidovatelné.

Byla dotcena 1 problematika ostatnich véelich onemocnéni ve vztahu k silicim, jako

k moZnym budoucim alternativnim 1é¢iviim chorob a sktidcti véely medonosné.
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