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Souhrn

Diplomova prace se zabyvala antimikrobialni aktivitou a chemickym slozenim silic z ¢eskych
l1é¢ivych rostlin, u kterych dosud nebyla antimikrobidlni aktivita dostatecné prozkoumana.
K testovani byly vybrany rostliny Andélika 1ékaiska (Archangelica officinalis), Kopretina
fimbaba (Tanacetum parthenium), Srde¢nik obecny (Leonurus cardiaca), Lzi¢nik 1ékarsky
(Cochlearia officinalis), Popenec obecny (Glechoma hederacea) a Repik 1ékaisky (Agrimonia

eupatoria).

Pomoci vodni destilace bylo vyextrahovano celkem 7 riznych silic, které byly testovany
pomoci bujonové mikrodiluéni metody proti grampozitivnim bakteriim Staphylococcus
aureus a Bacillus cereus, gramnegativnim bakteriim Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa a kvasince Candida albicans. Zadna ze silic nevykazovala antimikrobialni

aktivitu proti témto patogenum v rozmezi koncentrace 2 — 1024 pl/ ml.

Chemické slozeni silic bylo analyzovano pomoci plynové chromatografie. Hlavnimi slozkami
silice z plodu Andéliky lékaiské byl B-Phellandrene (86,27 %). Majoritni slozkou silice
z kotene And¢liky lékatské byly a-copaen-11-ol (9,97 %), humulene epoxide 2 (7,82 %),
limonen (6,93 %) a a-Pinene (6,46 %). Pfevaznou cast silice Kopretiny fimbaby tvofil
kafr (57,4 %). Silice z naté¢ Popence obecného obsahovala ptevazné eucalyptol (29,21 %),
sparthulenol (10,6 %), thymol (2,78 %) a anethole (2,63 %). Hlavni slozku silice Lzi¢niku
Iékaiského tvorila vyhradné sloucenina 2-butyl isothiocyanate (84,63 %). U Srde¢niku
obecného byl hlavni slozkou silice Caryophyllene oxid (15,28 %), hexadecanova
kyselina (11,64 %) a humulen epoxid Il (9,32 %). Silice Repiku lékatského obsahovala
a-Pinene (19,83 %), Caryophyllene oxide (8,55 %), Hexahydrofarnesyl aceton (7,59 %) a
humulen (7,57 %).

V této praci bylo také dle dostupnych studii, poprvé testovano chemické sloZeni silice z naté

LZi¢niku 1ékaiského.

Klicova slova: silice, antimikrobialni, 1é¢ivky, chemické slozeni, MIC



Summary

This diploma thesis deal with antimicrobial activity and chemical composition of essential oil
from Czech medicinal herbs, which have not yet been tested or tested insufficiently for
antimicrobial activity. Plants selected for testing included Andé¢lika 1ékaiska (Archangelica
officinalis), Kopretina fimbaba (Tanacetum parthenium), Srde¢nik obecny (Leonurus
cardiaca), Lzi¢nik 1ékatsky (Cochlearia officinalis), Popenec obecny (Glechoma hederacea)
a Repik 1ékai'sky (Agrimonia eupatoria).

The essential oils were extracted from the herbs by hydrodestilation. A total of 7 ossential oil
from 6 plant species were tested by using a broth microdilution method against Grapositive
bacteria Staphylococcus aureus and Bacillus cereus, Gramnegative bacteria Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans. None of the essential oil was active against

these pathogens within the range of the testing concentrations of 2 — 1024 pl/ ml.

The chemical composition of the essential oils was analyzed by gas chromatography. The
main composition of essential oil Andélika 1ékarska was B-Phellandrene (86,27 %). The
majority of the essential oils of roots Andélika lékafska were a-copaen-11-ol (9,97 %),
humulene epoxide 2 (7,82 %), limonen (6,93 %) a a-Pinene (6,46 %). The predominant part
of the Kopretina fimbaba was formed by camphor (57.4%). Essential oil from the Popenec
obecny were contained by eucalyptol (29,21 %), sparthulenol (10,6 %), thymol (2,78 %) and
anethole (2,63 %). The main component of the Lzi¢nik 1ékatsky was the compound of 2-butyl
isothiocyanate (84.63%). The Caryophyllene oxide (15.28%), %), hexadecanoic acid (11,64
%) a humulen epoxid Il (9,32 %) were the major constituents of essential oil Srde¢nik

obecny. The main composition of essential oil Repik l1ékaisky was a-Pinene (19.83%).

In this work, according to available studies, the chemical composition of the essential oil of
the Lzi¢nik Iékatsky was tested for the first time.

Key words: essential oil, antimicrobial, herbs, chemical composition, MIC
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1 Uvod

V soucasné dobé je celosvétovym trendem prozkoumavat nové alternativy k omezeni vyskytu
onemocnéni a uprednostiiovat metody, které snizuji negativni uCinky na zdravi ¢lovéka.
V souvislosti s touto problematikou se ¢asto hovoii o rostlinach, které jsou jiz po staleti

wevr

jednim z nejvyznamnéjsich zdroju ptirodnich 1éCiv.

Silice jsou olejovité smési aromatickych latek z rostlinného materialu. Jsou tvofeny az z
nckolika stovek rtiznych chemickych latek. Kazd4d z téchto latek ma urcitou funkci a
vzajemnym pusobenim je dosahovano biologického ucinku silice. Jedna se piedev§im o
ucinky antibakterialni, antikarcinogenni, antimykotické a protizanétlivé. Silice také mohou
prodluzovat trvanlivost potravin. Silice obsazené v bylinkach jsou odpovédné za rizné ving,
které rostliny vypoustéji. Jsou Siroce pouzivany v kosmetickém primyslu, v parfumerii a také
v aromaterapii. Silice umoziujici rostlin¢ Fidit nebo regulovat své prostfedi napiiklad

pritahovat hmyz nebo odpuzovat dravce.

Silice pouzivané na zdklad¢ jejich znadmych antimikrobidlnich vlastnosti maji dobie
zdokumentovanou aktivitu, ovSem existuje jen malo publikovanych udaji pro mnoho dal$ich
esencialnich oleji. Nabizi se tedy moznost testovat silice, které dosud testovany nebyly nebo

teprve ¢ekaji na své objeveni.



2 Cil prace a hypotéza
Cilem prace je otestovat zanalyzovat chemické slozeni a otestovat antimikrobialni aktivitu
silic ziskanych z vybranych druha 1éCivych rostlin, které nebyly dosud vibec nebo pouze

nedostatecn¢ testovany.

Hypotéza: Silice, jakozto soucast obrannych mechanismt rostlin, plisobi casto
antimikrobidlné. Lze proto predpokladat, ze i nékteré silice z nami vybranych dosud

netestovanych rostlin budou vykazovat antimikrobiélni aktivitu.



3 Prehled literatury

3.1 Vyuziti bylin

Byliny neboli 1é¢ivé rostliny jsou nejvyznamnéj$im zdrojem ptirodnich 1é¢iv (Tapsell a kol.,
2006). Byliny jsou obecné definovany jako nedfevéné rostliny, které po odkveteni zahynou.
Tato definice byla rozsifena na jakoukoli rostlinu, jejiz cast nebo celek mlze byt pouzita pii
1écebnych procedurach, kuchaiskych ptipravcich, vyzivovych dopliicich nebo jako barvici
nebo kosmetické prostiedky. S védomim, ze chemické 1éky nejsou vzdy vSemocné a mohou
mit vazné vedlejsi UCinky, bylinkéistvi a starodavné léky opét ziskdvaji na popularité

(Shivanand, Nilam, 2010).

Od nepaméti se rostliny vyuzivaly v lidovém 1écitelstvi a hraji dilezitou roli v kulturnim
dédictvi. Byliny a kofeni se také vyuzivaji jako konzervacéni latky. Staré egyptské papyry z
roku 1555 pf. n. 1. zaznamenavaji pouziti koriandru, fenyklu, jalovce, kminu, ¢esneku a
tymianu. Ve starovékém Recku a Rimé byly byliny pouzivany vice nez koteni. Hippokrates
mél sbirku 300 1écivek, které obsahovaly ¢esnek, skofici, rozmaryn a dalsi, které byly lokaln¢
dostupné. Udajné pouzival ¢esnek k 16¢bé rakovina délohy. Mata byla velmi cenéna pro své
pozitivni U¢inky na travici systém a lékofice byla pouzivana jako sladidlo, ale také byly
pouzivany jako byliny pro své protizanétlivé ucinky na astma a viedy v tstech. Vzhledem
k tomu, Ze nebyla moznost zjistit pfi¢inu onemocnéni nebo urcit, ktera bylina tuto nemoc
vyléci, vSechny poznatky byly ziskdvany zkousSenim a poté predavanim téchto znalosti. V
Indii se tradi¢ni systém léCitelstvi Ayurvéda vyvinul pied vice nez pied 5000 lety s ustné
pfedavanymi znalostmi. Ayurvéda je nejstar$i zachovaly systém 1é€by na svété skladajici se
ze systému vyzivy, bylinné terapie, relaxace, jogy, meditace, riznych procedur vetné masazi,

detoxikace a regenerace organizmu, aromaterapie a terapie barvami (Tapsell a kol., 2006).

Dnes se s lé¢ivkami hojné pracuje i v moderni mediciné a také v gastronomii, dodavaji
pokrmlm chut’ i aroma. Spekuluje se o tom, Ze by byliny mohli byt zafazeny mezi funkéni
potraviny. Stifedomoiské diety jsou spojovany se snizenym vyskytem nékterych chronickych
nemoci, jako jsou srde¢ni onemocnéni a rakovina. Konzumuje se zde vétsi mnozstvi ¢esneku,
rozmarynu, bazalky, tymianu a dalsich bylinek, coz mize pomoc vysvétlit nékteré z
ochrannych u¢inkli pozorovanych u populace s tradi¢nim stfedomoiskym stravovanim.

VétSina studii potvrzuje pozitivni G€inky cesneku na kardiovaskularni systém. Spotieba



cesneku nebo extrakti ¢esneku je spojena se snizenim celkového cholesterolu, cholesterolu s

nizkou hustotou (LDL) a hladiny triglyceridu.

U lécivek se tedy predpokladaji ochranné uc¢inky na zdravi srdce. Stejné jako ovoce a
zelenina, byliny a kofeni obsahuji mnoho rtiznych tfid antioxidanti. Bylo prokazano, Ze
pfijem bylin mize vyznamné piispivat k celkovému piijmu antioxidantd rostlinného ptivodu.
Flavonoidy obsazené v rostlindich maji antioxida¢ni ucinky a byly rozsahle studovany.
Nejvice téchto latek obsahuje hefmanek, 1ékofice, cibule, rozmaryn, Salvéj a tymian (Tapsell a

kol., 2006).

Pokud se suSené byliny nechaji projit varem, vznika odvar. Odvar se mize popijet jako Caj
nebo se pouzivaji v mnoha domadcich kosmetickych ptipravcich a 1écich. Mohou se objevit v
ptirodnich a ekologickych domacich produktech, jako jsou zahradni hnojiva a odpuzovace
hmyzu. Pokud se 1é¢ivky zacleni do jinych slozek a zhotovi se z nich krém, jsou povazovany
za rostlinnou mast. Nékdy se také pouzivaji bylinné komprese, kdy kus latky namoceny v

odvaru je aplikovan na télo zevné (Shivanand, Nilam, 2010).

Bylinkéii dnes véti, Ze 1éCivky pomahaji lidem budovat dobré zdravi pomoci ptirodnich
zdroju. Na rozdil od chemicky syntetizovanych, vysoce koncentrovanych 1é¢iv, které mohou
vyvolat fadu vedlejSich G¢inkt, bylinky mohou u¢inné povzbudit obranyschopnost téla.
Byliny nebereme jako 1éky, ale spiSe nabizeji zptsob, jak dat télu to dobré z pfirody. Rostliny
se také hojné vyuzivaji v kosmetice. V bylinné kosmetice znamé také jako ptirodni kosmetika

prevazuji pfirodni aktivni slozky nad syntetickymi (Shivanand, Nilam, 2010).

3.2 Silice

Silice, jinak nazyvané také jako esencidlni, t€kavé nebo éterické oleje jsou aromatické
olejovité slouceniny z rostlinného materidlu. Mohou se nachazet v kvétinach, pupenech,

semenech, listech, vétvickach, kiite, dieve, kofenech nebo oddencich (Burt, 2004).

Z hlediska chemického jsou rostlinné silice latky té¢kave, nestalé, vétSinou bez barvy s rtiznou
viskozitou. Esencialni oleje jsou slozené z jednotlivych chemickych komponent predev§im
terpenického charakteru, obsahuji vSak i fadu neterpenoidnich uhlovodikii. Ve vodé jsou v
podstaté nerozpustné, s vodou se nemisi, dobfe se ale rozpoustéji v rostlinnych olejich, v
medu, lihu, éteru a dalSich organickych rozpoustédlech. Silice z rostlin jsou produktem jejich
sekundarniho metabolizmu, pfi némz dochézi k degradaci latek metabolizmu primérniho tedy

tukd, cukrt a bilkovin (Kantova, Kant, 2004).



Pojem "esencialni olej" poprvé pouzil v 16. stoleti Svycarsky reformator mediciny, Paracelsus
von Hohenheim, ktery pojmenoval u¢innou slozku drogy Quinta essentia. Je zndmo vice jak
3000 silic, z nichz se 300 uziva ke komerénim ucelim. Jiz dlouho je znamo, ze nékteré silice
nebo jejich slozky maji antimikrobidlni, antivirové, antimykotické, antitoxigenni,
antiparazitické vlastnosti. Tyto charakteristiky jsou pravdépodobné piibuzné funkci téchto
sloucenin v rostlinach. Silice jsou velmi koncentrované a silné, proto se pied uzitim naptiklad

v aromaterapii zna¢né fedi (Burt, 2004).

Tyto tékavé oleje jsou obecné bezbarvé a pii pokojové teploté tekuté. Maji charakteristicky
zapach a hustotu maji mensi nez 1. Maji index lomu a velmi vysokou optickou aktivitu. Silice
obsazené v bylinkach jsou odpovédné za rtizné ving, které rostliny vypoustéji. Jsou Siroce
pouzivany v kosmetickém pramyslu, v parfumerii a také v aromaterapii. Silice umoznujici
rostliné fidit nebo regulovat své prostfedi tzv. eckologicka role; pfitazlivost hmyzu,
odpuzovani dravce, inhibice kli¢ivosti semen nebo komunikace mezi rostlinami (Wissal a
kol., 2006).

Z rostlin lze silici ziskat destilaci vodni parou, extrakei t€kavymi organickymi rozpoustédly,
extrakci tuky nebo lisovanim. Destilace jako metoda ziskavani silic byla poprvé pouzita v

Egypté pted vice nez 2000 lety (Burt, 2004).

3.2.1 Chemické sloZeni silic

Silice jsou tvofeny riznymi strukturami a zejména jejich pocet a slozeni jsou velmi variabilni.
Esencialni oleje jsou lokalizovany v cytoplazmé urcitych sekretl rostlinnych bunék, které lezi
v jednom nebo vice organech rostliny. Jmenovité jde o sekre¢ni chlupy nebo trichomy,
epidermalni bunky, vnitini sekrecni buiiky a sekre¢ni kapsy. Tyto oleje jsou slozité smési,
které mohou obsahovat vice nez 300 riznych sloucenin. Jsou tvofeny organickymi tékavymi
slou¢eninami obecné o nizké molekulové hmotnosti. Tlak jejich par pti atmosférickém tlaku a

pfi pokojové teploté je dostateCné vysoky, takZe jsou Castecné piitomné v plynném stavu.

Silice muZzeme zahrnout do riznych chemickych tfid. Patii sem alkoholy, ethery nebo oxidy,
aldehydy, ketony, estery, aminy, amidy, fenoly, heterocykly a zejména terpeny. Alkoholy,
aldehydy a ketony nabizeji Sirokou skalu aromatickych tont, jako je ovocny (E-nerolidolid),
kvétinovy (Linalool), citrusovy (Limonene), bylinny (y-selinén) atd. Nejvice doposud
identifikovanych sloucenin esencialnich oleji patfi do skupiny terpend, jako jsou

funkcionalizované derivaty alkoholli (geraniol, a-bisabolol), ketony (menton, p-vetivon)



aldehydi (citronellal, sinensal), estery (y-tepinyl acetat, cedrylacetat) a fenoly (thymol)
(Wissal a kol., 2006).

Esencidlni oleje také obsahuji neterpenické sloucCeniny biogenerované cestou

fenylpropanoidi, jako je eugenol, cinnamaldehyd a safrol.

Latky obsazené v silicich vznikaji dvéma biochemickymi drahami — hlavni je tzv.
mevalonatova cesta (tvoii se latky terpenické), dalSi je tzv. Sikimatova cesta (vznikaji

napiiklad kumariny, furokumariny a fenolické latky).

Vysoka variabilita sloZzeni esencialnich oleju jak z kvalitativniho tak kvantitativniho hlediska

je ovlivnéna riznymi faktory, které 1ze rozdélit do dvou kategorii:

a) Vlastni faktory vztahujici se k rostliné a interakce s okolnim prostfedim - typ pudy a

podnebi, dale napiiklad zralost rostliny
b) Vnéjsi faktory souvisejici s metodou extrakce a zivotnim prostfedim.

Faktory, které urcuji vytézek a slozeni esencialnich olejti jsou ¢etné a v nékterych piipadech
je obtizné izolovat tyto faktory od sebe navzajem, protoze vzajemné spolu souviseji a

navzajem se ovliviiuji (Wissal a kol., 2006).

3.2.2 Metody ziskavani silic
Pfevazna vétSina silic se vyrabi z rostlinného materidlu odliSnymi druhy destilace nebo

lisovanim za studena v pfipad¢ citrusovych plodu.

3.2.2.1 Macerace v oleji

Vyluhovéni vonnych latek do vhodného rozpoustédla, jakym je naptiklad tuk, patii k
nejstarSim metodam ziskavani vonnych latek. Rostlinné oleje jsou vhodnymi nosi¢i nejen
éterickych olejt, ale tvofi 1 zéklad olejovych maceratt. Vyluh rostliny v oleji se nazyva
olejovy macerat, do které¢ho z ni pfechazi ucinné, lipofilni, v olejich rozpustné latky. Tento
zpiisob extrakce se tradicn€ nazyva macerace. V aromaterapii jsou maceraty jedine¢nou a
neodmyslitelnou soucasti masaznich a regeneracnich oleji, krému, balzami a masti (Hiisnii

Can Baser, Buchbauer, 2010).



3.2.2.2 Mechanické lisovani

Nékteré rostlinné silice je lepsi ziskavat lisovanim, nikoliv destilaci. Tato metoda se vyuziva
zejména pro citrusové plody. Esencialni oleje se v oplodi citrusti nachéazeji v blizkosti
povrchu kury, a tak jsou lehce ziskavany pouhym zmacknutim a jemnym propichnutim
slupky, ¢imz se narusi olejové vacky ve slupce citrusu. Olej poté vytéka ze slupky ven, kde je
zachycovan do nadobky s filtrem. Lisovani muze byt provadéno formou vymackani nebo
strojového zpracovani. Prvni metoda je tradi¢n€jSi a pomaha vytvofit velmi Cistou silici

(Kantova a Kant, 2004).

3.2.2.3 Superkriticka fluidni extrakce

Jedna se o metodu ziskévani silice, kde extrakénim cinidlem je tekutina v superkritickém
stavu. Superkritickd tekutina, kterd se nachdzi ve stavu nad svym kritickym bodem, tj. nad
svou kritickou teplotou (Tc) a kritickym tlakem (pc). Jde o proces, pfi kterém nedochazi k
zadné chemické reakci ani k uvolilovani tepla. Oxid uhli¢ity je udrzovan pod tlakem v
kapalném stavu v uzavieném systému s materidlem, z n¢hoz se uvoliuje silice. Protoze za
normalnich podminek je CO; plyn, za sniZeni tlaku se zméni na paru a po extrakci se odpati a
zustava Cista silice. Tento zplisob se dnes povazuje za dokonalejsi nez destilace (Hiisnii Can

Baser, Buchbauer, 2010).

3.2.2.4 Mikroextrakce tuhou fazi (SPME)
Mikroextrakce tuhou fazi je izolani metoda, pti niZ dochézi k sjednoceni procesu vzorkovani
a extrakce. Principem této metody je sorbce slozky vzorku na stacionarni fazi pokryvajici

kifemenné vladkno, které se nachéazi uvnitt kovové jehly.

Tato technika redukuje pouziti organickych rozpoustédel a podstatné zkracuje dobu extrakce,
jelikoZ umoznuje automatizaci postupu pii ptipravé vzorku. Vyznamnymi znaky SPME jsou
jednoduchost, nizké potizovaci a provozni néklady, rychlost a také selektivita a citlivost ve

spojeni s vhodnou detekéni metodou (Mlejova a kol., 2010).

3.2.2.5 Destilace vodni parou

Pti destilaci s vodni parou se material zahtiva v destilatni aparatufe a vodni para s sebou
strhava uvolnujici se silici, kterd se po ochlazeni usazuje jako olejovitd vrstva na povrchu
vody. Touto metodou se vyrabé&ji hlavné silice z plodq, listt, kotfend, oddenkt a kvétd. Tato

technika je hlavni metodou pfi pouzivani extrakci vonnych silic v primyslu, protoZze ma



vyhodu, ze je nejvice efektivni a cenové dostupnd, a navic zachovava integritu rostlinnych

oleju.

Proces probiha v aparatuie, ktera se sklada ze Ctyt ¢asti: nadrz na rostliny, zafizeni na vyrobu
pary, chladi¢ a nadrz na olej. Kilogramy ¢i tuny kvéta, rostlin nebo Casti rostlin se nasypou do
nadrze z médi, ptipadné uslechtilé oceli. Zahtivanim vznika para a tlak. Para je ptivadéna k
rostlinnému materialu a dochazi k postupnému uvolnovani silice (Hiisnii Can Baser,

Buchbauer, 2010).

3.2.2.6 Vodni destilace

Vodni destilace nebo také hydrodestilace je relativné jednoducha metoda ziskavani silice z
rostlinné hmoty. Jedna se o jednu z nejstarSich metod extrakce, kterd je v praxi stale hojné
pouzivana. Pfirodni produkt je ponotfen do vody a zahtiva se k varu. Silice je vytazena vodni
parou do Clevengerovy aparatury. KdyZ destilat kondenzuje zpét do kapaliny, esencidlni olej

se snadno oddéli od vody, protoze se spolu nemisi (Hiisnii Can Baser, Buchbauer, 2010).

Obrazek 1 Clevengerova aparatura (www.popups.uliege.be)

3.3 Antimikrobialni aktivita

Antimikrobidlni G¢innost rostlinnych olejii a extraktli je uznavana jiz fadu let. Rostlinné oleje
a vytazky se pouzivaji pro Sirokou Skalu uceld. Konkrétné antimikrobialni ucinnost

rostlinnych oleji a extrakti tvoii zaklad mnoha aplikaci, v€etné konzervovani surovych a
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zpracovanych potravin, farmaceutickych ptipravkl a alternativni mediciny. Zatimco nékteré
oleje pouzivané na zaklad¢ jejich renomovanych antimikrobidlnich vlastnosti maji dobfie
zdokumentovanou aktivitu in vitro, existuje jen malo publikovanych udaji pro mnoho dalsich

oleju (Hammer, Carson, 1999).

Antimikrobidlni efekt silic byl prokazan v mnoha studiich proti velké Skale mikroorganismtl,
avSak mechanismus tohoto u¢inku nebyl zcela popsan. Nabizi se vysvétleni, ze mechanismus
ucinku je dan obsahem chemickych slou¢enin a jejich Géinkem. Silice se skladaji z mnoha
ruznorodych latek a nezle potvrdit antimikrobidlni aktivitu vSech chemickych latek, jen diky
jedné chemické latce, ktera tuto aktivitu vykazuje. Neékolik vyzkuml potvrdilo, Ze
antimikrobialni aktivitu zptsobuje proniknuti latek pfes bakterialni membrany buiky a ty tak
vykazuji inhibi¢ni aktivitu na funkénich vlastnosti buiiky. Fenolové slozky silic maji
antimikrobidlni ucinek a plisobi proti bakteriim zplsobujicim alimentarni onemocnéni. Tyto
slozky narusuji membranu bunky a zpasobuji propousténi latek z bunky, coz vede ke ztraté

jejich intracelularnich slozek (Calo et al., 2015).

K testovani antimikrobidlni aktivity silic vii¢i mikroorganismiim se pouzivéa agar nebo bujon.
V pfipadé, Ze je pouzit agar jedna se o diskovou difuzni metodu. Bujon se pouziva pfi

mikrodilu¢ni a makrodilu¢ni metodé (Schwalbe a kol., 2007).

Pro kultivacni testy citlivosti k antibiotikim se vyuziva specialni Mueller — Hintontiv agar.

M4 niz&i obsah ztuzovadla pro lepsi diftizi antibiotika agarem (Spac¢ek, Buchta, 2013).

3.3.1 Diskova difuzni metoda

Jedna se o nejcasnéjsi a velmi jednoduchou metodu pro hodnoceni G¢inkl antibiotik na
bakterie za pouziti jamek vyfiznutych na agarové desky. Je to metoda kvalitativni, nejde o
méfeni stupné citlivosti. Antibioticky roztok nality do jamky difunduje do agaru a inhibuje
rast bakterii, které jsou ockovany na povrch agaru nebo jsou vagaru bakterie piimo
rozmichané. V roce 1943 pouzili Foster a Woodruff papirové prouzky impregnované
antibiotiky jako alternativni zdroj difize. Dnes se jamky s antibiotiky nahradili papirovymi
disky impregnovanymi antibiotiky (Schwalbe a kol., 2007).

Vysledkem testu je, Ze kmen je citlivy nebo je rezistentni, podle toho, je-li primér inhibi¢ni
z6ny kolem disku na tuhé piidé alespon stejny, nebo naopak mensi, nez stanovena hranice dle
tabulek hrani¢nich hodnot rezistence. Zjistuje se, zda citlivost kmene odpovida alesponi

break-pointu (t. j. 1éCebné ucinné, v organizmu pacienta dosazitelné koncentraci antibiotika).
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Mensi pramér inhibiéni zoény signalizuje, ze podavani tohoto antibiotika by bylo neucinné,

kmen je tedy rezistentni. Velikosti inhibi¢nich z6én se méfi po inkubaci pomoci Suplery

(Spacek, Buchta, 2013).

I pfes svou jednoduchost je diskovy diftzni test zaloZzen na sofistikovanych fyzikalné
chemickych principech, které tidi dynamiku difuze antibiotik soucasné s ristem bakterii
Vv agaru. Mnoho proménnych souvisejicich s drogami a organismy piimo ovlivituje velikost
zony. Aby bylo dosazeno smysluplnych vysledkl, musi byt co nejvice proménnych pfi testu
striktné standardizovano. Na velikost zony ma vliv citlivost kmene, fyzikdlni vlastnosti
antibiotika a ptidy, tloustka pudy, rychlost mnozeni kmene. Cim se kmen mnozi pomaleji, tim

je zdna pii stejné citlivosti kmene vétsi (Schwalbe a kol., 2007).

Kdyz antibioticky disk pfichazi do kontaktu s inokulovanym agarovym povrchem molekuly,
antibiotika difunduji z disku na agar a vytvareji tak dynamicky se ménici gradient koncentraci
antibiotik. Zatimco testovany organismus se za¢ina mnozit a rdst, postupuje smérem k
maximalnimu nardstu. V tomto okamziku je hustota bunck dostatecn¢ vysokd, takze
antibiotikum v bezprostfednim okoli mize byt absorbovano, ¢imZ se udrzuji koncentrace na

subinhibi¢nich urovnich a umoznuje rust testovaciho organismu (Schwalbe a kol., 2007).

Kromé molekuldrnich vlastnosti 1é¢iva, jako je molekulovd hmotnost, iontovy naboj a
rozpustnost ve vode¢, je difuzni koeficient 1éCiva ovlivnén také viskozitou a hloubkou agaru,
teplotou a inkuba¢nimi podminkami. Krom¢ vlastnosti organismu je rist ovlivnén i nutriéni

schopnosti testovaciho média, hustotou a ristové faze inokula (Schwalbe a kol., 2007).

Obrazek 2 Diskova difuzni metoda (www.mikrobiologie.If3.cuni.cz)
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3.3.2 Klinova metoda

V 50. letech minulého stoleti Bryson a Szybalski rozpoznali omezeni difuznich metod v
disledku nedefinovanych a nestabilnich gradientd. Vyvinuli proto klinovou metodu pro
vytvofeni gradientu v agarové desce, ktera by byla stabilni a dostatecné¢ dlouha na to, aby
vybrala rezistentni populace bakterii u definovanych koncentraci  antibiotik
reprodukovatelnym zptsobem. Vrstva obycejného Mueller — Hintonova agaru se nalije do
Petriho misky, vhodny je ¢tvercovy nebo obdélnikovy tvaru a agar se necha ztuhnout pod
uhlem. Ztuhla vrstva se pievrstvi druhou vrstvou agaru obsahujici definované mnozstvi
antibiotika a sendvicovy agar se nechd ztuhnout na vodorovném povrchu. Antibiotikum
difunduje vertikalné smérem doll a vytvarti gradient koncentraci antibiotik v celé délce klinu.
Gradient koncentrace se kalibruje vypoctem koncentrace 1é¢iva v celkovém objemu agaru v

riznych ¢astech podél klinu (Schwalbe a kol., 2007).

—— .m“\“\“\“\“"“'\“\V\\WWQM\MWWX T o~

Obriazek 3 Klinova metoda (Szybalski, Bryson, 1952).

3.33 E-—test
E — test je modifikaci diskového difuzniho testu poskytujici kvantitativni vysledky. Je to

vlastn€¢ komer¢ni varianta klinové metody. Kvantitou se rozumi minimalni inhibi¢ni

v

antimikrobialni latky, pfi které jesté nepozorujeme rust bakterie (EUCAST, 2000).
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Misto papirového disku se na agar aplikuje plastovy prouzek, ktery je napustén antibiotikem
tak, ze se jeho koncentrace od jednoho konce prouzku zvySuje smérem k druhému. Tomu
graficky odpovida kalibrovana stupnice hodnot MIC, vyznacena na prouzku. Po inkubaci je
tvar inhibi¢ni zony spise elipsoidniho tvaru, nez kulatého a v misté kde inhibicni zona protina
prouzek, se na stupnici odecita hodnota MIC. Podle velikosti MIC a hrani¢nich
interpreta¢nich hodnot pro dané antibiotikum je kmen hodnocen i interpretovan. E — test je ale
finan¢n¢ nakladnéj$i nez diskova metoda, proto neni vhodny pro rutinni stanoveni MIC.
Vyjimkou je, v opodstatnénych ptipadech, zavazny nebo komplikovany pribéh infekce,

selhani piedchozi 1é¢by ¢i sledovani rezistence (Spacek, Buchta, 2013).

Obrazek 4 E — test (www.flickr.com)

3.3.4 Dilu¢ni metody

Princip dilu¢nich metod spoc¢iva v rozpusténi antibiotika v tekutém nebo pevném médiu. Na
rozdil od diskového difuzniho testu tyto metody méti MIC, nékteré umoziuji i stanoveni
minimalni baktericidni koncentrace (MBK). Jsou to metody kvantitativni, lze je plné
automatizovat a standardizovat. Antibiotika jsou zde fedéna geometrickou fadou (Spacek,
Buchta, 2013).

cv v

mikroorganismu. Udava se v ml/mg nebo mg/l. Plati, ze MBK muiZze byt stejna nebo vyssi nez
MIC, nemutize byt nizsi (EUCAST, 2000).
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Dilu¢ni metody lze tedy provadét v agaru nebo bujonu. V piipadé bujonu se hovoii o

makrodiluéni metodé nebo o mikrodiluéni metodé (Spacek, Buchta, 2013).

3.3.4.1 Dilucni metoda v agaru

Testovani vybranych kmend se provadi na Mueller-Hintonové agaru s definovanou
koncentraci iontd. Kazda plotna osahuje pfislusnou koncentraci testovaného antibiotika.
Vyska agaru je 4 mm, pH je 7.,4. Inokulum testovaného kmene odpovidd standardu
0,5 McFarlanda. Jednotlivé plotny jsou naockovany specidlnim inokuldtorem a na jedné
plotn¢ muize byt otestovano az 36 raznych kmeni. Po naockovani se plotny inkubuji pfi
doporucené teploté stanovenou dobu (nejcastéji 18 — 20 hod pifi 37°C). Soucasné s
testovanymi kmeny je nutné provést test citlivosti i pro dany referencni kmen, jehoz hodnota
MIC je zndmda. Mezi vyhody této metody patii, Ze je referencni pro ostatni systémy, lze

24

provedeni a neprakticka pro rutinni provoz (Franklin a kol., 2012)

3.3.5 Dilu¢ni metoda v bujonu

M4 dv€ moznosti provedeni. Makrodiluéni metoda ve zkumavkéch s testovanym objemem
veétsim nez 1 ml, nebo mikrodiluéni metoda provadéna v mikrotitracnich destickach. Ty
obvykle maji 96 jamek s objemem 0,1 ml. Jako riistové médium se uziva Mueller - Hintontiv
bujon. Pro snadnéjsi piipravu a provedeni je Siroce rozsifena metoda mikrodiluéni (Spagek,

Buchta, 2013).

Mueller-Hintontv bujon je specialné piipravené médium pro testovani citlivosti. Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) ho doporucuje pro testovani nejcastéji se vyskytujicich
aerobnich bakterii nalezenych v potravindch a klinickych vzorcich. Médium vykazuje
pomérné dobrou reprodukovatelnost Sarze k davce pro testovani citlivosti. M4 nizky obsah
inhibitortt sulfonamidu, trimethoprimu a tetracykinu a poskytuje uspokojivé sloZzeni pro
vétsinu patogenll. Mnozstvi kationtd V bujéonu by mélo byt standardizovano. Jednd se
vyhradn& o kationty Ca** a Mg?*. Testovani citlivosti antibiotik jako jsou aminoglykosidy a

tetracykliny je vyrazné ovlivnéno bez ptitomnosti t€chto iontt (Schwalbe a kol., 2007).

Koncentrace inokula zde opét odpovida 0,5 stupnice McFarlanda, desticka se ockuje
jehlovym inokuldtorem a inkubuje se za standardnich podminek. Test zahrnuje negativni
kontrolu, ve které je pouze Cist¢ médium. Nejnizsi koncentrace antimikrobidlniho ¢inidla,

ktera bude inhibovat riist testovaného mikroorganismu, odpovida negativni kontrole a zde se
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odecita MIC. Pfed odecitanim a zaznamenanim vysledkii se doporucuje desticku jemné
protiepat. Krome¢ toho by Vv testu méla byt také zahrnuta pozitivni kontrola pro kontrolu riistu
bez antibiotik. Toto je zapotfebi k tomu, aby se zjistilo, jestli jsou kultiva¢ni podminky
vhodné pro rist organismu. Kontrola sterility, ktera je také zahrnuta do testu obsahuje vse
kromé inokula testovanych kment. Tato kontrolni fada nebo zkumavka by méla zistat Cista.
Rist v této zkumavce je indikadtorem kontaminace. V takovém ptipad¢ je test neplatny a mél

by byt opakovan (Schwalbe a kol., 2007).

Po testu MIC se z kazdé zkumavky, ktera nevykazuje rust, prenese 50 pul suspenze a naockuje
na Petriho misky s agarem. Plotny se inkubuji pfes noc pii 37° C. Pocet kolonii rostoucich z
kazdé zkumavky se spocita. Na té plotné, kde doslo redukci kolonii o 1000krat, ve srovnani s

poctem kolonii poc¢ate¢niho inokula, se zaznamena jako MBC (Schwalbe a kol., 2007).

Vyhodou této metody je moznost testovat jeden kmen soucasné k vice antibiotikim. Dle
uspotadani az ke 12 riznym antibiotikiim s riiznym rozptylem koncentrace na jedné desticce
(Spacek, Buchta, 2013).

Obrazek 5 Mikrotitraéni desticka (www.gama.cz)

3.4 Antimikrobialni aktivita silic v plynné fazi

Nedorostova a kol. (2009) zjistili antimikrobialni aktivitu silic v jejich plynné fazi. Jedna se o
metodu volatility disku, kdy se 15 ml teplého média nalije do plastové Petriho misky a do
vika se nalije 5 ml média. Po ztuhnuti se médium v miskovité ¢asti naockuje Tris pufrem s
obsahem 106 KTJ/ ml studovaného mikroorganismu. Médium ve viku Petriho misky slouzi

jako tésnéni a brani adsorpci silice na plastové viko Petriho misky. Poté bylo do sterilnich

14


http://www.gama.cz/

prazdnych papirovych diski pfidano osm davek silice ve snizujici se koncentraci (32, 16, 8, 4,
2, 1, 0,5, 0,25) a umisténo na médium ve viku kazdé Petriho misky. Petriho misky byly
inkubovany pii teploté 37 °C po dobu 18 az 24 hodin.

U tiinacti z 27 silic doSlo k potvrzeni antimikrobidlni aktivity v plynné fazi. Byly ucinné
alespon proti jednomu bakteridlnimu kmenu v rozmezi testovanych koncentraci (Nedorostova

akol., 2009)

3.5 Vybrané rostliny
3.5.1 Andélika lékaiska (Archangelica officinalis Hoffm.)
Botanicka charakteristika

Andélika 1€katska patii do celedi Apiaceae. Je to dvouletd az viceletd rostlina s mohutnym
vétvenym kotfenem, tlustym fepovitym oddenkem a pfimou, ryhovanou, nacervenalou, nahoie
vétvenou lodyhou. Doriista do vysky az 2 metry. Pfizemni listy jsou velké, fapikaté, dvakrat
az trikrat zpefené. Lodyzni listy jsou stfidavé, pochvami piisedlé k lodyze. Kvéty jsou
oboupohlavné, péticetné, zelenobilé. Bylina kvete od cervence do srpna. Plody jsou
dvounazky s kiidlatymi Zebry. Dozravaji od srpna do zaii. Cel4 rostlina je vyrazné aromaticka

(Zagek, 1981).

Vyskyt

krajii se dostala ve 14. stoleti a dnes roste divoce na vlh¢ich mistech, na okraji cest a potokil

stiedni a severni Evropy a v Asii (Zagek, 1981).
Sklizen

Oddenky a koteny se sklizeji na podzim nebo na jate. Sklizeny material se ocisti, vypere a
siln€jsi koteny se rozpuli. Susi se v susarné pfi teploté kolem 35 °C. Nat’ a listy se ziskavaji
pouze z mladych ¢asti rostliny. Nazky se sklizeji ze dvou az tfiletych rostlin. Zralé okoliky se
nechavaji uschnout a nazky se poté odd¢li. Drogu se uchovava v uzaviratelnych obalech

(Opletal a Volak, 1999).

Vyuziti
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And¢lika Iékatska se pouzivana jako zelenina, kofeni i 1¢k. And¢likou se aromatizuje Situpaci
tabak, dale se pouziva do vyrobkd v parfumerii a 1ékarnictvi. Jedlou ¢asti jsou kofeny,
oddenky, mladé listy, lodyhy i nazky. Mladé vyhonky slouzi jako surovina k aromatizaci
salatd, polévek, omacek a zeleninovych pokrml. Kvétni lodyhy rozkrajené na kousky jsou
kandovany a vyuzivany v cukraistvi ke zdobeni moucnikt. Mlety kofen je ptfidavan do
cukrovi. Déle je pouzivana pii vyrobé hotkych likérii a jako soucast kotfenicich smési pii
vyrové vermutt (Opletal a Volak, 1999).

Obsahové latky

Andg¢lika 1¢kaiska je bohata na obsah hoi¢in, silic, kyseliny, flavonoidy a pryskytice (Peter,
2004).

Biologicka aktivita

Andéliku lze vyuzit jako G¢innou soucdst Cajovych smési upravujicich poruchy zazivani,
traveni, nechutenstvi, a to zejména na podklad¢ nedostatecné tvorby zalude¢nich st'av (Jaros,
1992). Déle tlumi menstruacni bolesti, reguluje Cinnost zlaz s vnitini sekreci, potlacuje
migrény a zavraté, zpeviiuje cévni stény, stimuluje ¢innost srdce a chrani sliznice dychacich
cest. V travicim traktu plsobi spasmolyticky a tlumi nadymani (Janca a Zentrich, 1994).
Kofeny and¢€liky se pouzivaji téz jako soucéast Cajovych smési ke zklidnéni u stavi

podrazdéni, mirné tizkosti, lehké nespavosti (Peter, 2004).

Obrazek 6 Andélika Iékaiska (Archangelica officinalis) (www.vitalia.cz)

3.5.2 Srdec¢nik obecny (Leonurus cardiaca)

Botanicka charakteristika
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Srdec¢nik obecny je prastara 1é¢iva bylina, vzhledem pfipomina Sedozelenou koptivu. Bylina
je 50 — 150 cm vysoka. Cepel piizemnich a dolnich lodyznich listi je okrouhla, dlanitoklana,

horni listy vej€ité kopinaté, trojlalocné az trojklané, pravideln€ hrub¢ zubaté (Patocka, 2015).
Vyskyt

Roste na rumistich a rtznych sklddkach odpadu, v piikopech podél cest, kolem zdi i na
starych zdech a mezich. Srde¢nik roste prakticky v celé Evropé vyjma jejich nejsevernéjsich
oblasti, na vychod& aZ po vychodni Sibi a Himalaji. Také v CR je dosti hojny, zejména v

teplejSich oblastech (Patocka, 2015).
Sklizen

Sbira se kvetouci nat’ zvana Herba Leonuri, ktera se susi co mozna nejrychleji za teplot do

45 °C (Patocka, 2015).
Vyuziti

Srde¢nik lze vyuzit jako okrasnou rostlinu. Kvete celd kvetouci nat’, u vétSich rostlin jen jeji
horni ¢ast. Srde¢nik je stard 1éCiva rostlina, pivodem ze Sibife. Tam byla zalozena jeho

tradice jako 1éku na choroby srdce, kterd mu také dala jméno (Patocka, 2015).
Obsahové latky

V nadzemni casti srdecniku jsou latky, které patii do skupiny terpenil: monoterpeny
(iridoidy), diterpeny (clerodanové, furanolabdanové a labdanové typy), triterpeny (ursolova a
oleanolova kyselina), slouceniny obsahujici dusik (leonurin, stachydrin), fenylpropanoidy
(lavandulifoliosid), i flavonoidy, tékavé oleje, fenolové kyseliny, steroly a taniny,
bufalikolidové glykosisy, alkaloidy stachydrin a leocardin, kysely saponin, antokyany,
organické kyseliny, kifemicitany a stopy silice (Morteza — Semnani, 2008).

Biologicka aktivita

Srde¢nik tlumi srde¢ni arytmie zejména nervového pitvodu, celkové zklidiuje srde¢ni ¢innost,
mirné snizuje krevni tlak a plisobi sedativné. Je proto uzivan pti nespavosti, izkosti nebo
nadmérné vznétlivosti. Uplatnéni nachazi také v gynekologii, nebot’ snizuje klimakterické
potize a muze napomoci k vyvolani opozdéné nebo vynechané menstruace. Uziva se pfii

zanétech srdecni svaloviny, pii skleréze veéncitych tepen a pii bolestech hlavy. Osvédcil se
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zejména u srdecnich neurdz — pichani u srdce, srdecni slabost, vysoky tlak, tizkost a buSeni
srdce. Dale bylina vykazuje proti alergické, analgetické, proti epileptické, proti kieCové, proti
nadoroveé, antivirové, stahujici, sedativni ucinky, také vyvolavd poceni, podporuje
vykaSlavani, mlze se pouzit jako projimadlo, diuretikum, pii vnéjS§im uziti na hojeni ran
(Patocka, 2015).

Pfitomnosti taninli ptsobici na sliznice, dale mize byt rostlina pouzita i pfi prijmech. Za
antioxida¢ni ucinky byliny jsou zodpovédné polyfenolické slouceniny, hlavné flavonoidy a
derivaty kyseliny hydroxyskoticové. Ochranny u¢inek leonurinu je hlavné v diisledku snizeni

produkce reaktivniho kyslikového radikalu, na jehoz zakladné je zachovana spravna funkce

mitochondrii, a v disledku toho probiha inhibice apoptozy bunék (Morteza — Semnani a kol.,
2008).

Obrazek 7 Srdeénik obecny (Leonurus cardiaca) (www.kvetenacr.cz)

3.5.3 Popenec obecny (Glechoma hederacea)
Botanicka charakteristika

Popenec obecny patfici do Celedi Lamiaceae, bézn¢ zndmi jako bfectan. Je to vytrvala,
aromatickd, stdlezelena, plazivd bylina. Kvéty G. hederacea jsou z trychtyrovitého tvaru.

Mohou byt modré, fialové i rizové (Judzentiene a kol., 2015).
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Vyskyt

Rostlina je pfirozené Siroce rozsifena ve vétSin€é Evropy, na Sibifi a v zapadni Asii

(Judzentiene a kol., 2015).

Sklizen

Sklizi se mladé listy, které se konzumuji Cerstvé nebo se susi (Judzentiene a kol., 2015).
Vyuziti

Popenec se hojné pouziva v kulinaistvi. Mlad¢ listy maji specifickou aromatickou a hoikou
chut’ a hodi se k ptipravé polévek, salatd, pii vyrobé syrd, jako kotfeni v dusenych a jinych
pokrmech. Bylinny ¢aj z Cerstvych nebo suSenych listd je bohatym zdrojem kyseliny
askorbové. Popenec se také pouzival jako dochucovadlo a konzerva¢ni piisada pii vyrobé

piva. Dale je bylina znama pro své 1ékaiské uc¢inky (Judzentiene a kol., 2015).
Obsahové latky

Popenec obecny obsahuje hoi¢inu glechomin, silice, tfisloviny, pryskyfice, cholin, saponiny,

organické kyseliny, vitamin C a mineralni latky, zejména draselné (Judzentiene a kol., 2015).
Biologicka aktivita

Rostlina se pouziva jako expentorancium, diuretikum, tonikum, stimulant chuti k jidlu a ma
také antihelmintické vlastnosti. Vytazky z rostliny jsou uzitecné pii 1é€bé bolesti hlavy,
zanétu sliznic, u pfiznakid chiipky, nachlazeni, pfi problémy s ledvinami, jatry, onemocnéni
zlu¢éniku, mocovych cest a trdveni. Popenec se uplatiiuje i pro piipravu homeopatickych

prosttedki (Judzentiene a kol., 2015).
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Obriazek 8 Popenec obecny (Glechoma hederacea)(www.biolib.cz)

3.5.4 Repik lékaFsky (Agrimonia eupatoria)
Botanicka charakteristika

Repik 1ékaisky je vytrvala bylina z Geledi rzovitych (Rosaceae), roste do vysky 15 - 150 cm.
Ma jednoduchou nebo chudé vétvenou lodyhu, se tfemi typy chlupu, listy ptetrhované
lichozpetené, na lici zelené, na rubu Sedoplstnaté, v dolni ¢asti lodyhy riizicovité sblizené.
Kvétenstvim je hrozen s asi padesati kvéty, korunni listky jsou obvejcité, na vrcholu

zaokrouhlené, zluté. Plodem je ¢eSule s pfimo az rovnovazné odstalymi hacky (Kovat, 2007).
Vyskyt

Rostlina roste na suchych loukach a na okraji lesi, také na okrajich cest, sadu, vinic. Kvete od
cervence do zaii. Aredl sahd od Kanarskych ostrovii pies severni Afriku, Evropu aZ na
zépadni Sibit. Byl zavleCen i na Azorské ostrovy, do Severni Ameriky, jizni Afriky a na Novy
Z¢land. U nés se vyskytuje roztrouSené¢ az hojné v teplejSich oblastech, v chladngjsich

uzemich jen vzacné, v horach chybi (Kovar, 2007).

Sklizen
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Pro 1é¢ivé ucely je sbirana nat. Protoze fepik Spatné kli¢i, nevytrhavaji se celé rostliny, ale

sefezavaji se vySe nad zemi, aby rostlina mohla znovu obrazit (Kovar, 2007).
Vyuziti

Repik 1ékatsky je dobie znamou 1é¢ivou rostlinou. Pfidava se i do relaxa¢nich koupeli. Diive
se pouzival i jako barvifska rostlina. Stejné ucinky jako fepik lékafsky ma i jeho blizky
ptibuzny fepik vonny (Agrimonia procera), ktery je vsak mnohem vzacnéjsi. Oba druhy lze

snadno zaménit, ale z terapeutického pouziti je tato zaména malo vyznamna (Arndt, 2008).
Obsahové latky

Rostlina obsahuje mnoho u¢innych latek, které mohou pozitivné ovliviiovat organismus. Mezi
nejvyznamngéjsi latky v ném obsazené patii tfisloviny, flavonoidy a hoi¢iny. Déle obsahuje v
mens$im mnoZstvi kyselinu kfemicitou, silice, vitamin C a dale silicinamid kyseliny

nikotinové, Zelezo, cholin a malé mnozstvi saponint (Arndt, 2008).
Biologicka aktivita

Repik 1ékarsky ma mirn¢ sviravé a mocopudné ucinky. Déle jsou uvadény piiznivé ucinky
proti nékterym bakteriim. Tiisloviny spolu s flavonoidy a silici maji adstringentni a

protizanétlivé ucinky (Arndt, 2008).

Pouziva se vnitiné 1 zevné ve formé odvaru, ale dava se naptiklad 1 do masti. Pfipravuje se 1
ve formé& bylinného sirupu. Vnitiné se dale uZziva pii lehkych nespecifickych prijmovych
onemocnénich a zaZivacich obtiZich doprovazenych nechutenstvim. Zevné se jesté pouziva k
obkladim a koupelim pfi lehkych povrchovych zanétech kize, drobnych poranénich a

hemoroidech (Arndt, 2008).

21



.

Obriazek 9 Repik Iékatsky (Agrimonia eupatoria) (www.celostnimedicina.cz)

3.5.5 Kopretina Rimbaba (Tanacetum parthenium)
Botanicka charakteristika

Rimbaba je statna chlupata trvalka dortstajici az 90 cm. Lodyha je piima, vétvena. Listy

zpetfené nebo petenolaloéné, Zlutozelené barvy (Johnson a kol., 1985).
Vyskyt

Domovinou Rimbaby je jihovychodni Evropa. Nyni je rozsifena v celé Evropé). U nas ji

najdeme v teplejsich oblastech (Johnson a kol., 1985).
Sklizen

Sbira se kvetouci nat’ na pocatku kvétu. Ta se susi ve stinu. Listy se uzivaji syrové a sbiraji se

po celé vegeta¢ni obdobi (Johnson a kol., 1985).
Vyuziti

Kopretina Rimbaba je bézné¢ pouzivanou 1é€¢ivou bylinkou. Vyuziva se pfi 1€cbé onemocnéni,

jako jsou migréna a artritida. V jednom priizkumu se u vice nez 70 % z 270 pacientil trpicich
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migrénou, kteii kazdy den po dlouhou dobu konzumovali listy Rimbaby, snizila frekvence
migrén nebo se dosahlo alespont mensi bolesti a rychlejsiho prubehu. Kopretina fimbaba je téz

Castou okrasnou kvétinou zahradek (Johnson a kol., 1985).

Obsahové latky

Kopretina fimbaba obsahuje tfisloviny, hot¢iny, slizy, silice (Johnson a kol., 1985).
Biologicka aktivita

Rostlina se pouziva jako analgetikum pii 1é¢bé horecky, menstrua¢ni bolesti, uvolfiuje kiece
svalového i nervového puvodu. Zlepsuje latkovou vyménu. Déle se uziva pii zanétu tlustého
stteva. V neposledni fad¢ se uziva po porodu k vypuzeni placenty, vycCisténi a regeneraci
délohy. Rimbaba ma vn&jsi i vnitini protirevmatické ptisobeni. Dale se uZiva proti stfevnim

parazitim. Zevné se pouziva pii zanétu ucha (Johnson a kol., 1985).

Obrazek 10 Kopretina Rimbaba (Tanacetum parthenium) (www.magazinzahrada.cz)

3.5.6 Lzi¢nik lékarsky (Cochlearia officinalis)
Botanicka charakteristika

Lzi¢nik 1ékarsky je dvouletd, celoro¢né zelena rostlina z ¢eledi brukvovité, vysoka 20-40 cm.
Lodyhu ma holou s vystouplymi, rozvétvenymi listy. Pfizemni listy v ruzici jsou kulaté, na

bazi ut'até nebo slabé srdCité, vejcité, vice nebo méné fidce zubaté, lesklé. Kvétni hrozen je
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husty, kvéty ma velké, ¢isté bilé, kalich 2 mm dlouhy, prasniky svétle zluté, plodny hrozen se

vyrazn¢ prodluzuje. Stopky plodi jsou dlouhé (Dité, 2014).

Vyskyt

Dansku, na sever do Skandinavie krom¢ krajniho severu (zde roste uz Cochlearia arctica),
také na severu evropské &asti Ruska, na jih ve Francii a alpské oblasti. Ve Spanélsku a Italii je
povazovan za naturalizovany, neptivodni druh. Vyskytuje se na mokvavych skaléch,

prameniste s proudici vodou, na bfezich potokl a vapnitych slatinach (Dité, 2014).
Sklizen

Kvete od kvétna do Cervence. Sbiraji se predevSim mladé listy. Jako zelenina se pouzivaji

také mladé kli¢ici rostliny (Dité, 2014).
Vyuziti

Lzi¢nik je zna¢né aromaticka rostlina. Ma pikantni chut’ a uplatituje se tak v kuchyni jako
koteni nebo surovina do salatd. Pro [éCebné ucely se zacal pouzivat ve 12. stoleti, v Evrop¢ se
stal znamy jako takzvany $vycarsky ¢aj. V minulosti byla pouzivana namotiniky k boji proti

kurdé€jim, nemoci zpisobené nedostatkem vitaminu C (Vos a kol., 2013).
Obsahové latky

Rostlina obsahuje zna¢né mnozstvi kyseliny askorbové a glukosinolaty (de Vos a kol., 2013).
Dale obsahuje mineralni latky, glykosidicky vazanou silici s obsahem siry, glykokochlearin,

enzymy, hoi¢iny a ttisloviny (Skruzn4, 2000).
Biologicka aktivita

LZi¢nik se pouziva jako diuretikum, derivans a stomachikum (Skruznd, 2000).
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Obrazek 11 Lzi¢nik 1ékaisky (Cochlearia officinalis)(www.polgara.cz)

3.6 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie patii do skupiny metod, jejimz principem je déleni latek mezi dvé
vzajemné nemisitelné faze — stacionarni a mobilni. U plynové chromatografie je mobilni fazi
nosny plyn. Pro nutnost pfemény analyt v plyny je nutné, aby analyzované latky byly tepelné
stalé, mély dostatecny tlak syté pary a jejich relativni molekulovd hmotnost byla mensi nez
1000 Da. Touto metodou nelze separovat makromolekuly, organické a anorganické soli
(Klouda, 2003).

Vzorek se davkuje do proudu plynu, ktery jej dal unasi kolonou. Zdrojem nosného plynu je
tlakova ldhev obsahujici vodik, dusik, helium ¢i argon. Plyn je volen podle schopnosti unaset
vzorek a zaroveti musi byt plyn ke vzorku inertni. Cistici zafizeni zachycuje vlhkost a
necistoty v nosném plynu. Odstraiiuje zejména stopy reaktivniho kysliku, ktery nevratné
poskozuje stacionarni fazi v koloné. Staly nebo programové se ménici pratok nosného plynu
zajistuje regulacéni systém. Déavkovani vzorku probihd injekéni stiikackou ptes pryzové
septum. Technika zajistuje odpaieni vzorku v co nejkratSim case. Zndme razné metody
nastfikovani. Nastfik do kolony je zakladni metodou u naplnovych kolon. Davkuje se zde
1 - 10 pl vzorku a horni ¢ast kolony se vyhiiva na teplotu 10 — 30 °C. Vzorek se rychle

nastiikne, teplota kolony se zvysi a tak dojde k odpafeni vzorku. Dalsi zplisoby nastiiku
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split - s délicem toku nebo splitless - bez dé¢li¢e toku. V ptipadé€, ze je vyuzito splitu dojde k
nastiiku koncentrované¢ho vzorku o objemu 0,1 pl - 2 pl, kdy se pomoci délice do kolony
dostane pouze definované mnozstvi nasttikovaného vzorku. Druhy zptsob nastiiku splitless je
vyuzivam pro nastiik vzorkt, které jsou mén¢ koncentrované, byvaji v objemu 0,5 pl - 5 pl a
je u nich nutna stopova analyza. Vzorek je pfeménén na plyn a je unasen kolonou, kde dojde
k separaci latek na zaklad¢ jejich schopnosti ulpivat ve stacionarni fazi. Na konci kolony se
nachazi detektor, ktery ze signdlu detektoru na zéklad¢ casu a intenzity vyhodnoti druh a
kvantitativni zastoupeni latek. Vyhodnocovaci zafizeni zpracuje signal z detektoru a zakresli
jej jako chromatografickou kiivku — chromatogram. Podstatnou soucasti zafizeni je termostat,
ktery zajistuje dostateCnou teplotu pro udrzeni vzorku v plynném stavu. Je-li ve vzorku
obsazené Siroké spektrum latek s riznymi teplotami varu, je mozné termostat nastavit, aby
upravoval teplotu pro analyzu. Termostat bézné¢ pracuje s teplotami v rozmezi 50 °C az
300 °C (Klouda, 2003).

3.7 Testované mikroorganismy

3.7.1 Grampozitivni bakterie

G+ bakterie se nejéastéji vyskytuji jako tycky nebo koky. Rozmnozuji se pficnym délenim.
Tvofi termorezistentni endospory. Bunécna sténa Grampozitivnich (G+) bakterii je silna,
priblizné 20 nm, a je tvofena silnou vrstvou peptidoglykanu, kterou pronikaji linearni fetézce
teichoovych kyselin spojené s cytoplazmatickou membranou. Teichoové kyseliny jsou
hlavnim povrchovym antigenem (G+) bakterii. Bunééna sténa téchto bakterii neobsahuje
lipidy ani bilkoviny. Vyjimkou jsou jen mykobakterie a korynebakterie, jejichz bunécnd sténa
muze obsahovat mnoho lipid a voskd. G+ bakterie se Gramovym barvenim barvi do modra

az fialova (Kapralek, 1999).

Hlavnimi zastupci G+ bakterii jsou stafylokoky, streptokoky, enterokoky, rod Clostridium,
Micrococcus, Listeria, Bacillus, Erysipelothrix, Rhodococcus a Arcanobacterium (Bunkova,
Dolezalova, 2007).

V nésledujicim textu jsou bliZze charakterizovany (G+) bakterie, které byly pouZity k testovani

antimikrobidlni aktivity silic.

3.7.1.1 Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus je Grampozitivni, nesporulujici bakterie. Tvoii nepohyblivé koky o

praméru 1mm, v nepravidelnych shlucich. Lze vSak spatfit i dvojice nebo zcela kratké fetizky.

26



Kolonie jsou okrouhlé, hladké, lesklé o pruméru 3 - 4mm, karotenovymi pigmenty slabé
oranzov¢ zbarvené, fidceji zluté, nékdy i1 bilé nebo Sedé. Stafylokoky jsou fakultativné
anaerobni, nenaro¢né, osmoticky resistentni. Rostou i na pudé s obsahem 7,5 % NaCl.
Staphylococcus aureus produkuje fadu enzymu a toxinl, jez se uplatiuji v patogenezi

stafylokokovych onemocnéni (Votava, 2003).

Casto kolonizuje lidskou kizi a je piitomny v nosni duting cca 25 - 30 % dospélych. V tomto
stavu muze S. aureus existovat bez naruseni hostitele a vzniku symptomu. Jakmile je vSak
pacientova kiize poskozena zranénim nebo chirurgickym zakrokem ¢i pokud je oslaben jeho
Imunitni systém, mtze kolonizujici Staphylococcus aureus zpusobit infekci. Staphylococcus
aureus casto zpusobuje lokalizované kozni infekce, jako jsou folikulitida, furunkly nebo
impetigo. Muze také zplisobovat abscesy a Sifit se do kosti (osteomyelitis), plic
(stafylokokova pneumonie), krve (bakteriémie nebo sepse), srdce (endokarditida, ktera mtze

poskodit srdecni chlopné) a do dalSich organti (Horacek, 2000).

3.7.1.2 Bacillus cereus

Bacillus cereus je Grampozitivni, sporulujici, pohybliva, silna, neopouzdiend, rovna tycka
velkd 2-5 mm x 1,2 mm tvoftici vlakna. Roste na béznych kultivacnich médiich, na krevnim
agaru vyrusta ve velkych, drsnych koloniich s nepravidelnymi okraji, obklopenych zénou
B-hemolyzy. VétSina ¢lend tohoto rodu jsou saprofytické mikroorganismy, vyskytujici se
prevazné v pude, ve vodé€, ve vzduchu a na rostlinach. Nékteré jsou patogeny hmyzu. Bacillus
cereus je prirozené rezistentni k penicilinim diky produkci B-laktamazy (Helgason a kol.,
2000).

Mezi faktory virulence patii produkce celé fady toxini a enzymi. Jednd se zejména o
emeticky toxin, diarhogenni enterotoxiny, hemolysiny (typ I, II a III), 2 typy fosfolipazy C,
sfingomyelindzu a enzymy s proteolytickou, lipolytickou a amylolytickou aktivitou, které se

uplatiji pti kazeni potravin (Granum, Lund, 1997).

Konzumace potravin kontaminovanych bakteriemi Bacillus cereus mize vyustit ve dvé rizné

formy alimentarniho onemocnéni — emeticky a diarhogenni syndrom (Granum, Lund, 1997).

3.8 Gramnegativni bakterie
Sténa Gramnegativnich (G-) bakterii je sice ten¢i nez sténa G+ bakterii (asi 10 nm), ale na
druhou stranu je podstatné slozit&jsi. Je tvofena tenkou vrstvou peptidoglykanu, nad niz je

membrana se strukturou podobnou jinym biologickym membranam. Oznacujeme ji jako
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vnéj$i membranu a sklada se z dvojité vrstvy fosfolipidii a bilkovin. V dasledku se tyto

bakterie barvi pti Gramov¢ barveni rizove (Beveridge, 1990).

G- bakterie netvofi spory a mnozi se pfiénym délenim. Nékteré druhy tvoii pouzdra c¢i
pochvy. Pohybuji se pomoci bicikli nebo plazive po substratu. Mnozi zastupci G- bakterii jsou
Pravdépodobné je to zpisobeno obsahem nékterych slozek jejich bunééné stény, zejména pak

v lipopolysacharidové vrstvé (Kapralek, 1999).

vvvvvv

Mezi nejdilezitéjsi skupiny gramnegativnich bakterii patii protecobakterie. Sem patii rody
Escherichia, Salmonella, Pseudomonas, Moraxella, Helicobacter, Legionella. Dalsi skupinou
jsou sinice a spirochéty (Buiikova, Dolezalova, 2007).

V nasledujicim textu jsou bliZze charakterizovany (G-) bakterie, které byly pouzity k testovani

antimikrobidlni aktivity silic.

3.8.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je Gramnegativni, pohybliva, aerobni tycka o priméru lmm x
3mm. M4 poléarni bi¢iky. Test na oxidazu a katalazu ma pozitivni. Povrch mtze byt pokryt
hlenovou substanci. Bakterie je extrémné adaptabilni nenaro¢na bakterie, jeji teplotni rozmezi
se pohybuje mezi 10 °C — 42 °C s optimem 35 °C. Vyuziva nitrat jako terminalni akceptor
elektront. Bakterie roste na béznych kultivacnich médiich. Na krevnim agaru mnoho izolatd

tvofi zonu pravé B-hemolyzy jako vysledek produkce 2 hemolyzini.

Jako potencialni patogen vyvolava fadu onemocnéni, jako je zanét mocovych cest, stfedniho

ucha ¢i hnisani popalenin (Harmsen a kol., 2010).

Pseudomonas aeruginosa je podminéné patogenni. Odhaduje se, Ze vyvolava 10 %
nosokomialnich infekci. Dale zpusobuje infekce ran, mocové infekce, kornedlni infekce,

pneumonie a sepse. U nozokomialnich kmen dochazi k rychlému rozvoji rezistence

(Harmsen a kol., 2010).

3.8.2 Escherichia coli

Escherichia coli je Gramnegativni, pohybliva, nepigmentovana, nékdy opouzdiena tycka,
velika 2 x 0,7 mm. Ma bic¢iky a fimbrie. V moci lze Casto spatfit jeji vlaknité formy. Kolonie
o priméru 3 - 4 mm jsou okrouhlé, hladké. Kmeny, které produkuji polysacharidové pouzdro,

tvofi mukdzni kolonie. Na médiu s pfidavkem laktozy roste v syté cervenych kolonii s
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kovovym leskem, je tedy lakt6za fermentujici. Nekteré kmeny jsou B-hemolytické (Beldnger
a kol., 2011).

E. coli patii do ¢eledi Enterobacteriaceae a na zakladé antigennich vlastnosti ji l1ze rozdélit do
vice nez 240 sérovarti. Podle schopnosti adherence, produkce toxinti a dalSich faktort
virulence se vyclenuji a dale déli patogenni E. coli do nékolika skupin. Biotypy patogennich
E. coli se od sebe lisi jak fadové velikosti infekéni davky od 10" az po 10°, tak prib&hem

onemocnéni 1 moznymi komplikacemi.

Escherichia coli je nej¢astéjsim ptivodcem primarnich mocovych infekci. Osidluje sliznice
poskozené zanétem nebo nddorovym onemocnénim. Nékteré kmeny zplsobuji prijmova

onemocnéni, bud’to zanétlivé, nebo nezanétlivé povahy (Belanger a kol., 2011).

3.9 Kvasinky

Kvasinky jsou eukaryotni mikroorganismy, které patii mezi houby. V piirodé ziji jako
saprofyti i jako paraziti. Rozmnozuji se prevazné pucenim. Nekteré kvasinky tvoii pravé
mycelium nebo pseudomycelium. Kvasinkové buiky jsou 3 - 4 krat vEétsi nez buiky
bakteridlni. Tvar bunck je dan ptedevSsim rodovou pfislusnosti, ale je také ovliviiovan
kultivaénimi podminkami. Ke zménam tvaru a velikosti bun¢k dochazi béhem riznych fazi
rustu. Za zaékladni tvar kvasinek se povaZuje rotacni elipsoid, ktery se zpravidla méni
protazenim do délky, zejména pii omezeném déleni nebo v podminkach vedoucich k

degeneraci bunék (Janderova, Bendova, 1999).

Taxonomicky jsou kvasinky zafazovdny mezi houby. Proti eukaryotnim buiikam se lisi
pfedevS§im rozmnoZovanim. K pohlavnimu rozmnozovéani dochazi pouze za urcitych

vyjimeénych podminek, vétsinou se kvasinky mnozi vegetativné (Janderova, Bendova, 1999).

Kvasinky jsou hojné vyuzivany v potravinafstvi a biotechnologiich. PouZivaji se pfi vyrobé
vina, piva nebo chleba. Vyuziva se jejich schopnosti kvaSeni. Jsou ale mezi nimi i pivodci

nemoci, jako je napt. Candida albicans (Janderova, Bendova, 1999).

V nasledujicim textu je blize charakterizovana Candida albicans, ktera byla pouzita

k testovani antimikrobialni aktivity silic.
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3.9.1 Candida albicans

Candida albicans je aerobni, ristové nenaro¢na, dimorfni houba. Na Sabouraudové agaru
vyrusta do 48 hodin v krémovitych smetanové bilych, hladkych, vypouklych koloniich
charakteristické vuné. Identifikace je zaloZena na fermentativnich testech - zymogram, nebo

na asimilacnich testech - auxanogram. V Gramov¢ barveni se barvi pozitivné (Janderova,

Bendova, 1999).

Kvasinkovité formy se mnozi pucenim. Jemna vldkna vyristajici z blastokonidii se nazyvaji
zarode¢né klicky. Schopnost tvorby zarode¢nych klickt se nazyva germinace. Pfi rlstu v

neptiznivych podminkach tvoti Candida albicans spory (Janderova, Bendova, 1999).

Candida albicans je podminéné patogenni kvasinka. Za normalnich podminek ji nachazime v
zazivacim traktu, na sliznicich, na kizi. U lidi s oslabenou imunitou jako je napf. diabetes
mellitus, malignity, 1é¢ba kortikoidy, antibiotiky nebo cytostatiky, vyvolava onemocnéni
zvané kandid6za. Mikroorganismus miiZze cestovat krevnim obéhem do mnoha télnich organt.
Ptiznaky kvasinkové nakazy u dospélych jsou Casto natolik vSeobecné, ze je 1ékar bez dalSich

diagnostickych opatieni jen velmi t€Zko muze pticist kvasinkové nakaze (Tong, Tang, 2017).

30



4  Material a metody

4.1 PouZzité pristroje a pomiicky

e Digitalni vahy, Kern

e Magnetické michadlo s ohfevem, Ika
e Magnetické michadlo, Variomag

e Vortex, Chromservis

e Biologicky termostat, MK servis s.r.0.
e Flow box, KRD

e Lednice, Bosh

e pH metr,

e Autoklav, Chironax estra s.r.o.

e Automatické pipety, Eppendorf

e Denzitometr, Merci

e Kahan, Fuego

e Sterilni vanicky na multikanalové pipety, Costar

e Laboratorni sklo - kadinky, Erlenmayerovy batky, varné barnky, penicilinky, varné

kaminky, odmérny valec, vialky
e Clevengerova aparatura
e Topné hnizdo, LTHS

e Plastové pomtcky — lzicky, Spicky na pipety, mikrotitraéni desticky, vicka na
mikrotitracni desticky, zkumavky, mikrozkumavky, petriho misky, klavovaci pytle,

gumove rukavice
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e Stojanky

e Injekeni stiikacky a jehly

e Kultivacni média — Mueller-Hinton Broth, Oxoid, RPMI 1640, Appendix A
e N -hexan, Merc

e Ethanol 96 %, HCI, NaCl, KCI, Trisbase

e Tween, Sigma

e Demineralizovani voda, Merci

4.2 Testovany material

Pro testovani antimikrobidlni aktivity byly pouzity silice z téchto rostlin:
e Ande¢lika I¢kaiska (Archangelica officinalis Hoffm.), plod i kofen
e Srde¢nik obecny (Leonurus cardiaca), nat’
e Popenec obecny (Glechoma hederacea), nat’
e Repik lékatsky (Agrimonia eupatoria), nat’
e Kopretina Rimbaba (Tanacetum parthenium), nat’
e Lzi¢nik Iékaisky (Cochlearia officinalis), nat’

Rostliny byly ziskany od firmy F — DENTAL Hodonin s.r.0.

4.3 Priprava kultiva¢nich médii

4.3.1 Mueller-Hintoniv Broth agar
Na digitalnich vahach bylo navaZzeno 10,5 g smési a doplnéno 500 ml demineralizované vody.
Obsah kadinky byl fadn€ promichdn na magnetickém michadle a nasledné zahian na

magnetickém michadle se zdhfevem. Rozmichané médium bylo rozlito do Erlenmayerovych
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ban¢k a penicilinek. Nasledovala sterilizace v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut. Po

vychladnuti bylo médium skladovano v lednici.

4.3.2 Mueller-Hintoniv agar pufrovany

Pii piipravé pufrovaného Mueller-Hinton média byl nejprve ptipraven pufr. Na pfipravu pufru
bylo pouzito 4g NaCl, 0,1g KCl, 3,05 g Trisbase. Navazena smés byla doplnéna 500 ml
demineralizované vody a pomoci HCl se upravilo pH na pH metru na 7,6. Do takto
pfipravené¢ smeési bylo piidano 10,5 g smési Mueller-Hinton Broth. Nasledovalo fadné
promichani a zahtati na magnetickém michadle se zdhifevem. Po rozliti média do
Erlenmayerovych ban¢k a penicilinek probéhla sterilizace v autoklavu pti 121 °C po dobu 15

minut. Po vychladnuti bylo médium skladovano v lednici.

4.3.3 RPMI médium

Bylo rozpusténo 10,4 g RPMI v 900 ml demineralizované vody. Do této smési bylo piidano
34,53 g MOPS (3-[N-morpholino] propanesulfonic acid) a michano do rozpusténi. Béhem
michani bylo pomoci 1M NaOH upraveno pH na 7 (25 °C). Objem byl doplnén do jednoho
litru. Po rozliti média do Erlenmayerovych ban€k a penicilinek probé&hla sterilizace

v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut. Po vychladnuti bylo médium skladovano v lednici.

4.4 Modelové mikroorganismy
Pro testovani antimikrobialni aktivity byly pouzity grampozitivni (G+), gramnegativni (G-)

bakterie a jedna kvasinka. Jedna se o kmeny referenéni z American Type Culture Collection.
G+ bakterie:
e Staphylococcus aureus — ATCC 29213
e Bacillus cereus — ATCC 11778
G- bakterie:
e Escherichia coli — ATCC 25922
e Pseudomonas aeruginosa — ATCC 27853
Kvasinka:

e Candida albicans — ATCC 10231
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Uvedené bakteridlni kmeny byly uchovavany v Mueller-Hintonové médiu Vv chladni¢kové

teploté.

4.5 Metoda extrakce silic

Suchy rostlinny material byl odvazen do 21 varné banky se zdbrusem a Vpoméru 1:10
doplnén demineralizovanou vodou. Ke smési byly pfidany varné kaminky. Varna baiika byla
umisténa do topného hnizda s Clevengerovou aparaturou, kde byla demineralizovana voda a
chladi¢ byl pfipojen na piivod a odvod vody. Nasledn¢ probéhla destilace. Standardni Cas
destilace byl 3 hodiny. Po prob&éhnuti destilace byl zméfen objem silice v aparatufe a poté

byla silice vypusténa do sklenéné vialky.

U silic, kterych bylo velmi malé mnozstvi, byl pro vypusténi z aparatury pouzit hexan, ktery
se se silicemi misi. Hexan byl pipetovan ptimo do aparatury v mnozstvi do 1 ml a nasledné

byla rozpusténa silice vypusténa do sklenéné vialky.

4.6 Priprava zasobnich vzorkii silic

Po ziskédni silic byly pfipraveny zdsobni roztoky silic, které byly pak déle vyuzivany
K testovani. V ptipad¢ silic, u kterych byl pouzit pro vypusténi z aparatury hexan, se hexan
nechal odpatit ve Flow boxu. Postupné odpatovani bylo kontrolovano vazenim, kdy byl
sledovan vahovy ubytek. Tento postup se tykal vzorkti Andéliky koten, Popence obecného,

Srdeéniku obecného a Repiku lékaiského.

Po odpafeni hexanu ze vzorkil bylo piislusné mnozstvi silice rozpusténo smési ethanol +
Tween Vvpoméru 2:1, aby bylo dosazeno 100krat vyS$i koncentrace nez bylo pouzito

k testovani.

Pied kazdym novym pokusem byly ze zasobnich vzorka silic ptipraveny vzorky k pipetovani
do mikrotitracni desti€¢ky o koncentraci 1024 pl/ ml, s koncentraci Tweenu 1% a ethanolu
0,5%. Pro kazdou silici byly pfipraveny dva vzorky. Jeden rozpusStény v Mueller-Hintonové
médiu pro bakterie a druhy v RPMI médiu pro Candida albicans. U bakterii bylo
odpipetovano v dubletu 19,5 ul silice a 1280,5 ul Mueller-Hintona média. Pro Candida
albicans bylo odpipetovano 7 pl silice a 693 ul RPMI média.
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4.7 Kontrolni antibiotika

Pro kazdy test bylo pfipraveno kontrolni antibiotikum. V piipadé bakterii byl pouzit
Tetracyklin, ktery ma Cistotu 88 % a byl rozpoustén v 96 % ethanolu. Pro testovani kvasinky
Candida albicans bylo pouzito antibiotikum Tioconazole, ktery dosahuje Cistoty 96,5 % a
jako rozpoustédlo byla pouzita demineralizovana voda. Mnozstvi bylo dano tak, aby
pocate¢ni koncentrace v 1. jamce destiCky pro antibiotikum Tetracycline u Pseudomonas
aeruginosa byla 64 ul/ml, u Escherichia coli a Staphylococcus aureus 16 ul/ml a u Bacillus
cereus 2 ul/ml. Pro antibiotikum Tioconazole u Candida albicans byla po¢ate¢ni koncentrace
32 pl/ml.

Z divoda odchylek vah a minimalni navazky byla navazena 100x vys$i hmotnost antibiotika
a rozpusténd v daném rozpoustédle. Roztoky byly promichany na Vortexu. V piipade
antibiotika Tioconazole bylo z tohoto roztoku odpipetovalo 10 pl a rozpustilo v 990 ul RPMI
média. Takto byl ziskan roztok antibiotika o koncentraci 32 pl/ml. U antibiotika Tetracycline
bylo pipetovano 14 ul a bylo rozpusténo v 1386 pl pufrovaného Mueller-Hintonova média.
Vznikl roztok antibiotika o koncentraci 64 pl/ml. Z tohoto roztoku bylo pipetovano 325 ul a
ziedéno 975 ul pufrovaného Mueller-Hintonova média. Vznikl roztok o koncentraci 16 pl/ml.
Pro roztok o koncentraci 2 ul/ml bylo pipetovano z roztoku o koncentraci 64 pl/ml 30 ul a
ziedéno 930 upl pufrovaného Mueller-Hintonova média. Hotové roztoky byly fadné

promichany na Vortexu.

4.8 Priprava inokula

Inokulum bylo pfipravovano 6 — 8 hodin pied samotnym zaoCkovanim mikrotitracni desticky.
Do 15 ml zkumavky bylo injekéni stiikackou sterilné odeberano piiblizné 10 ml Mueller-
Hintonova média a bylo zaofkovano pfislusnym modelovym mikroorganismem. Takto

pfipravena inokula byla uchovana v termostatu pii 37 °C.

4.9 Mikrotitra¢ni desticka — antimikrobialni aktivita

Antimikrobidlni aktivita silic byla stanovena pomoci mikrodilu¢ni metody. Pouzity byly 96

jamnkové mikrotitracni desticky. VSechny vzorky byly testovany v tripletu.

Do fad 1, 3 - 12 mikrotitracni desticky bylo pipetovano 100 ul média. V ptipad¢ bakterii bylo
pouzito pufrované Mueller-Hintonovo médium a u Candida albicans RPMI médium. Ve
druhé tadé, jamky A — G byly pipetovany ptislusné silice v objemu 200 pl. Ve druhé fade¢,

jamka H bylo pipetovano antibiotikum v objemu 200 pl pro dany mikroorganismus.
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Pomoci multikanalové pipety bylo provedeno fedéni dvojkovou fadou s tim, ze 12 tada

zUstala Cistd — kontrola sterility. Prvni fada byla urcena pro pozitivni kontrolu.

Pro naockovani bylo z narostlého inokula odebrano injek¢ni stiikackou ptiblizné 1 — 2 ml a
ptidalo do 10 ml ptislusného média, aby vzrostla hodnota na denzitometru o 0,5 McFarlanda.
Takto pripravené médium bylo ptelito do Petriho misky. K zao¢kovani byl pouzit inokulator.
Pomoci inokulatoru bylo do Petriho misky dvakrat pfeneseno inokulum do kultiva¢niho
média v jamkach 1 az 11 mikrotitra¢ni desticky. Timto bylo dosazeno piiblizné€ 4 x 10° KTJ/
ml v kazdé jamce pii objemu 100 pl. Mezi o¢kovanim byl inokulator vZdy namocen do 96 %

ethanolu a opalen nad kahanem.

ZaoCkované desticky byly inkubovany v termostatu pii 37 °C 24 hodin. U Candida albicans

byla doba inkubace 48 hodin. Po inkubaci prob&hlo vyhodnoceni antimikrobidlni aktivity.

4.10 Mikrotitracni desticka — vzajemné ovlivnéni silic
Timto testem se prokazovalo, jestli nedochazi k vzajemnému ovlivnéni silic z diivodu tékani

Vv mikrotitra¢ni desticce.

Pro testovani jednoho mikroorganismu byly pouZzity dvé mikrotitraéni desticky. V prvni
mikrotitra¢ni destiCce, fady 1, 3, 4, 6, 7, 9 — 12 bylo pipetovano 100 ul ptislusného média.
V tadach 2, 5 a 8 byly médiem zaplnény pouze fady D a E. Vzorky silic byly pipetovany do
prazdnych jamek, vedle sebe po tfech, v objemu 100 pl. Vzorek Andélika plod byl pipetovan
do jamek 2A — 2C. Vzorek Andélika kofen byl pipetovan do jamek 5A — 5C. Vzorek Repik
1¢katsky byl pipetovan do jamek 8A — 8C. Vzorek Kopretina fimbaba byl pipetovan do jamek
2F — 2H. Vzorek Srde¢nik obecny byl pipetovan do jamek SF — SH. Vzorek Lzi¢nik 1€kaisky
byl pipetovan do jamek 8F — 8H.

U druhé miktrotitra¢ni desticky bylo do jamek 2A — 2C pipetovano v objemu 200 pl kontrolni
antibiotikum pro dany mikroorganismus. Vzorek Popenec obecny byl pipetovan do jamek 5H
— 7H v objemu 100 pl. Zbylé jamky desti¢ky byly pipetovany médiem v objemu 100 pl.

Kontrolni antibiotika byly pomoci multikanalové pipety roziedény dvojkovou fedici fadou.

Takto pripravené desticky byly zaockovany pomoci inokulatoru, jako v predeslém testu.
ZaoCkované desticky byly inkubovany v termostatu pii 37 °C 24 hodin. U Candida albicans
byla doba inkubace 48 hodin. Po inkubaci prob&éhlo vyhodnoceni.
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4.11 Chemické sloZeni silic

Chemické slozeni silic bylo analyzovano pomoci GC-MS za pouziti Agilent 7890B GC
pfipojen¢ho k hmotnostnimu detektoru Agilent Q-TOF vybaveného kolonou HP-5MS (30m x
0,25 mm, 0,25 um) od spole¢nosti Agilent (Santa Clara, CA, USA). Jako rozpoustédlo byl
pouzit hexan a objem vzorku 1 ul se vstfikoval ve split rezimu (pomér 20: 1) do nastiikové
jednotky zahtaté na 250 °C. Pocate¢ni teplota byla nastavena na 60 °C po dobu 3 minut.
Teplota stoupala rychlosti 3 °C/ min az na teplotu 231 °C a poté byla udrzovana konstantni po
dobu 10 minut. Jako nosny plyn bylo pouzito helium s pratokovou rychlosti 1 ml/ min.
Analyza hmotnostnich spekter byla provedena v rezimu uplného skenovani a energie
elektronového ionizace byla nastavena na 70 eV. Identifikace jednotlivych slozek vychazela
ze srovnani jejich hmotnostnich spekter a relativnich retenénich indext s knihovnou spekter
(National Institute of Standards and Technology Library, NIST, USA) a literaturou (Adams,
2007). U nekterych latek byla identifikace potvrzena pouzitim autentickych standardi.
Kvantifikace jednotlivych slozek byla provedena na zakladé relativniho procentualniho

zastoupeni ploch peakd.
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S5 Vysledky

Bylo vydestilovano celkem 7 silic z 6 druht rostlin s vytéznosti od 0,01 — 0,96 %. Bylo

zanalyzovano jejich slozeni a otestovana jejich antimikrobialni aktivita.

5.1 Extrakee silic

Vodni destilaci plodu Andéliky 1ékaiské bylo ziskdno 950 ul ¢iré silice, coz odpovida
vytéznosti 0,96 %. Z kofene Andéliky lékatské bylo vydestilovano 30 pl ¢iré silice, coz
odpovida vytéznosti 0,03 %. Z rostliny Kopretina fimbaba bylo s vytéznosti 0,21 % ziskano
220 pl ciré zelené silice. Z naté¢ Lzi¢niku 1€katrského bylo ziskdno 280 ul zluté, kalné silice
vonici po popcornu. Vyt&znost byla 0,14 %. Z naté Repiku lékaiského bylo vydestilovano
20 ul Zluté silice, coz odpovida vytéznosti 0,01 %. Znaté Srdecniku obecného bylo
s vytéznosti 0,02 % ziskano 40 pl silice syté zluté barvy. Tato silice tuhla pti pokojové
teploté. Vytéznost z naté¢ Popence obecného byla 0,03 %, tim bylo ziskano 60 pl zluté silice.

Vytéznost silic shrnuje nasledujici tabulka ¢. 1.

Tabulka 1 Vytéznost silic

Rostlina Navazka (g) Vytéznost (ul) Vytéinost (%) Barvasilice

Andélika plod 98,9 950 0,9606 ¢ira

Kopretina fimbaba  103,1 220 0,2133 zelena, Cira

Lzi¢nik nat’ 195,1 280 0,1435 zluta, kalna, voni po popcornu
Andélika kofen 96,9 30 0,0309 éira

Repik nat’ 192,2 20 0,0104 Zluta

Srde¢nik nat’ 191,6 40 0,0208 syté zIuta, tuhne pii nizsi teplote
Popenec nat’ 196,9 60 0,0304 zluta, ¢ird

5.2 Vzajemné ovlivnéni silic

Pti tomto testu nebyla prokdzana Zadna interakce mezi jednotlivymi silicemi.

5.3 Antimikrobialni aktivita
U vybranych druht rostlin nebyla prokazana antimikrobialni aktivita v rozmezi koncentraci

2 - 1024 pl/ ml.

Utinnost antibiotik vi¢i kmenim ATCC odpovidala uddvanym koncentracim dle CLSI

(2013). MIC u jednotlivych kmenti jsou shrnuty v tabulce 2.
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Tabulka 2 MIC u referenénich antibiotik

Kmen MIC (pg/ml)
S. aureus 0,5

B. cereus 0,125

E. coli 1

P. aeruginosa 16

C. albicans 32

5.4 Chemické slozeni silic

Pievaznou ¢ast silice z plodu Andéliky 1ékaiské tvotil B-Phellandrene (86,27 %).

Hlavnimi komponenty silice z kofene Andéliky lékatrské byly o-copaen-11-ol (9,97 %),
humulene epoxide 2 (7,82 %), limonen (6,93 %) a a-Pinene (6,46 %).

Majoritnitnimi slozkami silice Kopretiny fimbaby byly kafr (57,44 %) a trans-chrysanthenyl
acetat (31,52 %).

Silice z naté¢ Popence obecného obsahovala eucalyptol (29,21 %), sparthulenol (10,6 %),
thymol (2,78 %) a anethole (2,63 %).

Hlavni slozku silice Lzi¢niku lékaiského tvofila pfevazné sloucenina 2-butyl isothiocyanate

(84,63 %). Minoritnimi slozkami silice byly pentacosane (5 %) a tricosane (4,99 %).

U Srdeéniku obecného byl hlavni slozkou silice Caryophyllene oxid (15,28 %),
hexadecanova kyselina (11,64 %) a humulen epoxid II (9,32 %).

Silice Repiku lékaiského obsahovala o-Pinene (19,83 %), Caryophyllene oxide (8,55 %),
Hexahydrofarnesyl aceton (7,59 %) a humulen (7,57 %).

Chemické slozeni silic je shrnuto v tabulce 3.
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Tabulka 3 Procentualni zastoupeni slozek silic

RI slozka A a. A.va. A.e. C.o. G.h Lec Tp
plod kofen  naf nat’ nat’ nat’ nat’

928  2-Butyl isothiocyanate 84,63

930  a-Pinene’ 5,46 6,46 19,83 1,27

945 Camphene 0,22 1,20 5,81

971  Sabinene 0,37

974  pB-Pinene 0,48 1,05

976  Octen-3-ol° 1,79

988  Myrcene 1,07 1,26

1001  a-Phellandrene 2,85 2,10

1007  3-Carene 3,55

1024 p-Cymene® 1,29 5,45

1027 Limonene 6,93 2,43 0,95

1028 B-Phellandrene 86,27

1030 Eucalyptol® 29,21

1098 Linalool® 1,77 2,16 1,64

1113 1-octen-3-yl acetate 1,49

1125 «-Campholenal 0,73

1144  (+)-Camphor® 1,14 187 152 0,70 57,44

1147  trans-Verbenol 4,00

1154  (-)-menthone® 2,68 097 1,10

1161 trans-Pinocamphone 2,57

1173  (-)-Menthol 1,33 1,57 1,08

1185 cryptone 1,01

1237 trans-Chrysanthenyl acetate 0,69 31,52

1244  (-)-Carvone® 1,11 1,05 043

1254  Piperitone 0,94

1285  Anethole® 4,67 2,63 2,11 0,72

1287 Bornyl acetate 4,12
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RI slozka A.a. Aa Ae Co Gh Lec Top

plod kofen  naf nat’ nat’ nat’ nat’

1292  Thymol® 2,78 0,75
1376 Copaene 0,26 3,44 1,03 0,41
1384 B-Bourbonene? 1,57 0,62
1418 Caryophyllene® 2,13 1,17 411
1436 trans-o-Bergamotene 0,72 0,89
1454  Humulene® 0,29 2,36 7,57 5,24
1480 y-Muurolene 6,28
1486 B-lonone 3,50 3,99 2,80
1500 a-Muurolene 2,68
1510 B-Bisabolene 3,61
1525 5-Cadinene 2,34 3,50 1,82
1544  o-Copaen-11-ol 9,97
1576  Spathulenol 10,06 3,48
1582  Caryophyllene oxide 206 855 3,75 15,28
1608 Humulene epoxide 2 7,82 422 1,84 932
1847 Hexahydrofarnesyl acetone 7,59 1,39 7,32 8,45
1919 Farnesyl acetone 1,28
1976  Hexadecanoic acid 11,64
2300 Tricosane® 4,99
2500 Pentacosane® 5,00
1816 Heptacosane 3,15

Celkem 99,55 69,34 77,76 97,88 77,45 82,00 97,71

RI, reten¢ni index; A. a., Archangelica officinalis; A. e., Agrimonia eupatoria; C. o.,
Cochlearia officinalis; G. h., Glechoma hederacea; L. c., Leonurus cardiaca; T. p.,

Tanacetum parthenium; s, identifikace pomoci standardu
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6 Diskuze

Ackoliv se u silic d4 obecné ocekavat alespon slaba antimikrobialni aktivita, v této studii se ji
vSak v rozmezi testovanych koncentraci nepodafilo potvrdit. To mtze byt ovlivnéno zna¢nou

variabilitou silic v ramci jednoho druhu z riznych zdroju.

Hlavni slozku silice Lzi¢niku lékaiského tvofila latka 2-Butyl isothiocyanate (84,63 %).
Gilbert a Nursten v roce 1972 zvéiejnili studii, kde se latka 2-Butyl isothiocyanate
vyskytovala v kfenu a japonském wasabi. Napsali také, ze tato latka ma trpkou, ale pfesto
vyraznou vuni po listové zeleniné. Dawson a kol. (1987) se ve své studii zabyvali reakci
Msice skvrnité na vystrazné feromony a vysledkem bylo, Ze by latka 2-Butyl isothiocyanate
mohla napomahat zvysit odezvu MSice na tyto feromony. Chemické slozeni silice této 1é¢ivky
neni dosud prozkoumano, ale v porovnani se studiemi, které¢ se zabyvaly slozenim silic z
rostlin ze stejné Celedi (Brassicaceae), jsou mezi hlavnimi slozkami uvadény ruzné formy
isothiokyanat (60,13 %) a slouCeniny obsahujici ve své molekule dusik (11,25 %)
(Miyazawa a kol., 2002). Silice rostlin z fadu Brassicales obsahovaly také rtizné varianty
isothikyanata (Afsharypuor a kol., 1998). Antimikrobialni u¢inek v daném rozmezi
koncentraci nebyl u této rostliny prokazan. Meurer-Grimes a kol. (1996) ve své studii
popisuji, ze extrakty ze semen Brassicaceae nevykazovaly antimikrobialni aktivitu. Lzi¢nik
I¢katsky je znamy pro své povzbuzujici, dezinfekéni a diuretické Gi¢inky a pro vysoky obsah

vitaminu C (Skruzna J, 2008), proto by bylo vhodné podrobit rostlinu dalSimu zkoumani.

Z kotene And¢liky lékatské bylo vydestilovano 30 pl ¢iré silice. Hlavnimi komponenty silice
byly a-copaen-11-ol (9,97 %), humulene epoxide 2 (7,82 %), limonen (6,93 %) a a-Pinene
(6,46 %). Toto sloZeni se velmi 1i8i od dosud dostupnych informaci. Fraternale a kol. (2014)
uvadi jako hlavni slozky silice a-pinene (21.3%), d-3-carene (16.5%), limonen (16.4%) a
a-phellandrene (8.7%) a uvadi také uspokojivou antimikrobidlni aktivitu proti patogeniim
Clostridium difficile, Clostridium perfringens, Enterococcus faecalis, Eubacterium limosum,
Peptostreptococcus anaerobius a Candida albicans. To, ze antimikrobialni aktivita nebyla

V této préci potvrzena, mize byt zplisobeno praveé rozdilnym slozenim silice.

Vétsinovou Cast silice zplodu Andéliky 1ékarské tvotil B-Phellandrene (86,27 %).
Minoritnimi ¢astmi silice byly a-Pinene (5,46 %) a a-Phellandrene (2,85 %). Tyto

vysledky obstojné odpovidaji hodnotam ze studie z roku 2007, kde se Nivinskiene a kol.
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zabyvali slozenim silic z rizné starych plodt a uvadi zde, ze hlavnimi komponenty v plodech
byly B-phellandrene (33.6-63.4%). a-Pinene (4.2-15.8%) a sabinene (20.4%). Jako dalsi
uvadi slozky a-phellandrene, myrcene and germacrene D. Efekt antimikrobidlni aktivity je
spiSe popsan pro silici z kofene Andé€liky Iékaiské a mohl by byt predmétem dalSiho

zkoumani.

Vytéznost u Popence obecného byla 0,0304 %. Tato hodnota se shoduje s udavanou hodnotou
méné nez 0,05 % (Judzentiene a kol., 2015). Majoritnimi slozkami silice jsou eucalyptol
s procentudlnim zastoupenim 29,21 % a spathulenol (10,6 %). Radulovi¢ a kol. (2010) uvadi
obsah eucalyptolu v Popenci obecném (4,6 %) a v Popenci chlupatém tvoii eucalyptol
pievaznou cast silice (42,6 %). V dalsi studii uvadi hlavni slozku germacrene D (14 —
18,9 %), sabinene (< 9,6 %) a eucalyptol (<7.1 %) (Judzentiene a kol., 2015). Mockute a kol.
(2007) popisuji hlavni slozky silice germacrene D (14.1-20.7%), y-elemene (9.0-16.0%), B-
elemene (8.7-12.9%). Rozdilné slozeni je pravdépodobné zplsobeno riznymi chemotypy
rostliny. Antimikrobidlni aktivita nebyla u této silice prokazana. Eukalyptol a spathulenol
maji prokédzané antimikrobidlni UCinky (Skocibusi¢, Bezi¢, 2004), avSak v koncentracich
fadové v mg/ ml (Sokmen a kol., 2003), zatimco pii tomto pokusu byly pouzity koncentrace

do 1024 pg/ ml.

Dalsi silici, u které bylo stanoveno chemické sloZeni, je Srde¢nik obecny. Caryophyllene oxid
(15,28 %), hexadecanova kyselina (11,64 %) a humulen epoxid Il (9,32 %) byly majoritnimi
slozkami této silice. Oproti vysledkim Morteza — Semnani a kol. (2008) se slozeni lisi. Zde
jsou uvadény jako hlavni slozky epi-cedrol (9.7%), a-humulen (9.2%), dehydro-1,8-cineole
(8.9%), germacrene D (8.9%) a spathulenol (8.8%). Caryophyllene byl v silici obsazen pouze
ze 4,6 %.

Silice Repiku lékaiského obsahovala a-Pinene (19,83 %), Caryophyllene oxide (8,55 %),
Hexahydrofarnesyl aceton (7,59 %) a humulen (7,57 %). Tyto vysledky se viceméné shoduji
se srovnavaci studii z roku 2009, ktera stanovala slozeni silice Repiku lékatského z divoké
ptirody a péstované¢ho na poli (Navaei, Mirza, 2009). Vysledky této prace se blizi slozeni
Repiku lékatského, ktery byl péstovan na poli. Antimikrobialni w¢inek nebyl potvrzen.
Zaznamy o antimikrobialni aktivité jsou dostupné pouze pro extrakty z Repiku 1ékaiského, u
kterych byla ur¢ena MIC v mg/ ml (Muruzovié¢ a kol., 2016). Z toho vypliva, Ze jak slozeni
tak i antimikrobialni aktivita by mohly byt pfedmétem dalSich studii.

43



Majoritnitnimi slozkami silice Kopretiny fimbaby byly kafr (57,44 %) a trans-chrysanthenyl
acetat (31,52 %). Slozeni silice je blizké hodnotam ze studie z roku 1999, kde se zabyvali
alergeny produkované pravé Kopretinou fimbabou. Rostlina danského piivodu obsahovala
kromé kafru (26,7 %) a trans-chrysanthenyl acetdtu (15,7%), také trans-
chrysanthenol (7,2%). (Mohsenzadeh a kol., 2011) ve své studii uvadéji jako hlavni slozky
silice kafr (18.94%), bornyl acetate (18.35%), camphene (13.74%), bornyl isovalerate
(3.15%) a borneol (10.93%). Tento rozdil by mohl byt zpiisoben odliSnym zemépisnym
umisténim studovaného druhu. V této studii také urcili MIC pro stejné patogeny, které byly
testovany i v této praci, a to pomoci diskové difuzni metody, kdy na disky aplikovaly 30 pl
silice. Z toho vypliva, Ze vyssi koncentrace silice antimikrobialni aktivitu vykazuje, ovS§em

Vv rozmezi 2 — 1024 pl/ ml nebyla antimikrobidlni aktivita potvrzena.
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[ Zavér

Cilem této prace bylo analyzovat slozeni a antimikrobialni aktivitu vybranych druhti ¢eskych
lé¢ivych rostlin. Antimikrobidlni aktivita byla testovana proti grampozitivnim bakteriim
Staphylococcus aureus a Bacillus cereus, gramnegativnim bakteriim Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa a kvasince Candida albicans. Z rostlin byly vybrany Andélika
1ékai'ska, Kopretina fimbaba, Srde¢nik obecny, Lzi¢nik 1ékaisky, Popenec obecny a Repik

|ékatsky.

Ackoliv se na zakladé vysledka této prace neda vyloucit, ze testované silice vykazuji alespon
mirné antimikrobialni u¢inky, u zadné z nich nebyla v rozmezi koncentrace 2 — 1024 ul/ ml
antimikrobialni aktivita prokazana, ptestoze v chemickém slozeni silic byly identifikovany
latky s antimikrobidlnimi ucinky. Chemické slozeni silic je velmi rtiznorodé. U nékterych

rostlin se sloZeni shodovalo s jiz probéhlymi studiemi, u jinych nikoliv.

V této praci bylo také dle dostupnych studii, poprvé testovano chemické sloZeni silice z naté

LZi¢niku 1ékaiského.
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