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Inhibice ptivodce onemocnéni moru vceliho plodu pomoci vybranych
rostlinnych silic

Abstrakt

Onemocnéni mor véeliho plodu, zptisobeno ptivodcem Paenibacillus larvae je zavazné
onemocnéni véely medonosné, které je v Ceské republice zakazano 1é¢it antibiotiky. PFi
vyskytu onemocnéni v Ulu je ze zakona dané spaleni Ulu. Rostlinné silice vykazuji
antimikrobidlni aktivitu ajejich pouziti mize piispét s bojem stouto nebezpecnou

nemaci.

Cilem bakalatské prace bylo ovéfeni baktericidniho u¢inku vybranych rostlinnych silic
na puvodce onemocnéni moru véeliho plodu P. larvae. Dal§im stanovenym cilem bylo

stanoveni minimalni inhibi¢ni a baktericidni koncentrace u vybranych rostlinnych silic.

Celkem bylo pouzito 11 rostlinnych silic, které se hodnotily jak samostatné, tak
v kombinaci s ostatnimi rostlinnymi  silicemi. ~ Vyhodnoceni  probihalo
na mikrotitra¢nich desti¢kach pomoci spektrofotometru a na tuhém mediu na Petriho
miskach. Nejucinngjsi rostlinna silice byla silice ¢esneku kuchyiiského (Allium sativum
bulb oil), kterd méla hodnoty minimalni i baktericidni koncentrace 32 pl/mg. Mezi dalsi
velmi uc¢inné rostlinné silice fadime silici skofice (Cinnamomum zeylanicum bark oil).
Mezi nejméné u¢inné fadime silice mrkve seté (Daucus carota sativa seed oil), tymianu
cerveného (Thymus vulgaris flower/leaf oil), dobromyslu (Origanum vulgare) nebo

matefidousky (Thymus serpyllum oil).

Kli¢ova slova

Paenibacillus larvae; minimdlni inhibi¢ni koncentrace; minimalni baktericidni

koncentrace; véela medonosna; onemocnéni véely medonosné



Inhibition of the etiological agent of American foulbrood disease using
selected essential oils

Abstract

Americal foulbrood disease, caused by etiological agent Paenibacillus larvae is serious
disease which affects honey bee that is prohibited to treat with antibiotic in the Czech
Republic. If the disease occurs in hive, it is alegal requirement to burn the hive.
Essential oils have antimicrobial aktivity and their use can help fighting this dangerous

disease.

The aim of the bachelor thesis was to verify the bactericidal effect of selected essential
oils on the causative agent of the americal foulbrood disease P. Larvae. Another stated
aim was to determine the minimum inhibitory and bactericidal concentrations of the

selected essential oils.

A total of 11 essential oils were used and evaluated both alone and in combination with
other essential oils. The evaluation was carried oud on microtiter plates using
spectophotometer and on agar medium in petri dishes. The most effective essential oil
was garlic oil (Allium sativum bulb oil), which had minimum and bactericidal
concentration values of 32 ul/mg. Other very effective plant essential oils include
cinnamon essential oil (Cinnamomum zeylanicum bark oil). The least effective essential
oils are carrot oil (Daucus carota sativa seed oil), thyme oils (Thymus serpyllum oil,

Thymus vulgaris flower/leaf oil) or oregano oil (Origanum vulgare).

Key words

Paenibacillus larvae; minimal inhibitory concentration; minimal bactericidal

concentration; honey bee; honey bee diseases
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Uvod

Vcela medonosna, Apis mellifera, ma velky vyznam pro zemédélstvi, kde je
nenahraditelnym faktorem pii opylovani rostlin poskytujici zakladni potraviny, jako je
zelenina aovoce, ale ikulturnich aplané rostoucich rostlin. Bez véely by tento
ekosystém nemohl fungovat. Dalsi vyznam v&ely medonosné je ekonomického razu,

a to ekonomicka hodnota medu a ostatnich véelich produkta.

Pivodce onemocnéni moru vceliho plodu P. larvae je grampozitivni tyCinkovita
bakterie, ktera ma jediného zndmého hostitele a tim je v¢ela medonosna A. mellifera.
Onemocnéni napada pouze véeli plod, ve kterém se mnozi anaddle ho rozklada
a produkuje velké mnozstvi patogennich spor. Spory jsou nadale roznaSeny délnicemi
po celém Ulu adochazi kumrti velkého mnozstvi larev, az dojde k nedostatku

potomstva a k Uhynu celé kolonie.

Onemocnéni je v Ceské republice ze zdkona zakazano 1éCit antibiotickymi pfipravky,

jejichz metabolity by se nadale mohly dostdvat do medu a ostatnich véelich produkti.



1. Teoreticka Cast

1.1 Véela medonosna

V¢ela (Apis) je oznaceni rodu blanokiidlého hmyzu, ktery fadime do kmene ¢lenovcet,
(Arthropod). Blanoktidly hmyz se podle svého nazvu vyznacuje blanitymi kiidly a dale
se mimo jiné vyznacuje | drobnymi hac¢ky neboli "hamuli" na pfednim okraji zadniho
ktidla, které slouzi kK upevnéni kiidel a kloubti K pfednim k#idlim, takze pary kiidel
funguji jako jeden pér. Tento rod se dale rozd€luje do dvou podfada dle znaku larev. Na
Sirokopasé a Stihlopasé. Do Sirokopasich fadime celed¢ jako pilatkoviti a do podiadu
Stihlopasich fadime Eeledé jako jsou lumickoviti nebo véeloviti (Apidae), kam fadime

I druh véela medonosna, latinsky Apis mellifera (Faux, 2021).

Véela medonosnd ma jako bezobratly zivocich pevny exoskelet, ktery urcuje jeji vnéjsi
tvar. T¢lo veely se sklada ze tii odlisSnych ¢asti: hlavy, hrudi a zadecku. Hlava se sklada
Z organu nervové soustavy jako je mozek, Ustni ustroji a smyslové organy. VSechny
pohybové organy jsou piipojeny k hrudi. Konéetiny zahrnuji dva pary kiidel (pfedni
a zadni) atfi pary nohou. Zadecek obsahuje vétSinu traviciho traktu a bfis$ni dutinu
S rozmnozovacimi organy. V piipad¢ samicky véely medonosné je zadecek zakoncen

zithadlem (Faux, 2021).

Veely medonosné jsou eusocidlni hmyz, ktery se vyznacuje nékolika specifickymi
znaky. Za prvé se vyznacuji tim, ze ziji v kolonii, ktera se sklada z ptekryvajicich se
generaci. Za druhé mezi véelami existuje takzvand reprodukéni délba prace, coz
znamend, ze Se neplodné délnice cely Zivot podileji na podpote reprodukce kralovny,
kterd klade vajic¢ka, a kazdy ¢len vcelstva spolupracuje v ramci vysoce strukturovaného
socialniho fadu a podili se na rozsédhlych koordinacnich ¢innostech, vcetné vychovy
véeliho plodu, obrany proti vetielcim, shanéni potravy a stavbé plasta (Chen, 2007).
Veeli spolecenstvo se sklada z nékolika kast. Kastou mizeme chapat skupinu, ktera ma
ukol dany zrozenim. Kazda tato skupina plni ve vcelstvu svlj jedinecny tkol, avSak
jedna bez druhé by nemohla fungovat (Cramp, 2014). Kazdé véelstvo ma dvé skupiny
samicek. D¢l se na jedinou kralovnu a délnice, kterych v jednom véelstvu muze byt od
20 000 az do 50 000. Mladé délnice oSetiuji a pecuji 0 kralovnu a v¢eli plod a dale brani
kolonii. Starsi délnice shanéji pyl, nektar a vodu. Homeostazu hnizda udrzuji délnice,
které navzdory vné&j$im podminkam udrzuji témét konstantni teplotu a vlihkost. Obvykle

je k dispozici dostatek bilkovinné potravy a sacharidtl. Zivot v koloniich je regulovén
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fadou feromont, které vylucuje piedev§im kralovna. Kolonie ma také samce, tzv.
trubce, ktefi slouzi hlavné k oplodnéni kralovny béhem jejiho snubniho letu. Celkovy
vyvoj kralovny trva piiblizn¢ 16 dni, d€élnic 21 dni a trubct 24 dni. Kralovna muze
prezit n¢kolik let, ale délnice atrubci obvykle Ziji jen nékolik tydni. V chladnych
obdobich zimni generace dé¢lnic, které mohou piezivat i né¢kolik mésict, se shlukuji
kolem kralovny, aby inkubovaly vajicka nakladend béhem této doby a celkové zahtivaly

a krmily plod (Sammatro et al., 2000).
1.1.1 Vyznam véely medonosné

V zemédé@lskych systémech je ekonomickd hodnota témét 17 000 + druht ptivodnich
vcel (pfevazné samotaiskych druht Zzijicich v neobhospodatovaném prostiedi) zhruba
stejnd jako hodnota jediného kolonidlniho druhu obhospodafovaného clovékem, a to
vCely medonosné. Ackoli jsou vcely medonosné aktivné obhospodafovany vcelaii,
nejsou domestikované v pravém slova smyslu, protoze stale volné hledaji potravu,
snadno zdivoci a jejich rozmnozovani je obtizné kontrolovatelné (Amiri et al., 2021).
Hlavnim d@vodem ochrany vcel medonosnych je jejich vyznam jako opylovatelt
mnoha druhti plan¢ rostoucich i kulturnich rostlin. Opylovani véelami a jingym hmyzem
je prvnim krokem v procesu tvorby semen, jehoz vysledkem je rust zakladnich potravin,
jako je zelenina, ovoce asemena, které tvoti ptiblizné 35 % lidské stravy. Bez
opylujiciho hmyzu by ekosystém zkolaboval. Ekonomicka hodnota medu a dalsich
véelich produktd je sice velka, ale nizka ve srovnani s historickymi a spole¢enskymi
hodnotami vcelafstvi, ajest¢ niz8i ve srovnani S pfinosem vc€ely medonosné pro

zeméd¢lstvi a biologickou rozmanitost (Ribiere et al., 2008).
1.1.2 OhroZeni véely medonosné
1.1.2.1 Virovd onemocnéni

Virova onemocnéni jsou zpusobena obligatnimi intracelularnimi viry, které se mohou
mnozit pouze uvniti zivych hostitelskych bun€k s vyuzitim metabolickych mechanisml
napadené bunky. K tomu, aby viry prezily, musi mit zptisoby, jak napadnout hostitele
a prenaSet se z n¢j na dalsi hostitele. Procesy pfenosu urcuji pretrvavani a Sifeni vird
V populaci. Teoreticky pienos muze probihat horizontalné nebo vertikalné, ptipadné
ob¢éma zplisoby. Pii horizontadlnim pfenosu se viry pfendseji mezi riznymi jedinci téhoz

druhu. Pfi vertikdlnim pfenosu se viry piendSeji z matky na potomka prostfednictvim
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vajicka nebo po dokonceni vyvoje vaji¢ka. K horizontalnimu pienosu viru mize dojit
nasledujicimi zplsoby: pfenos potravinami, fekalné-ordlni ptenos, pohlavni pienos,
pienos vzduchem. Vertikalni pfenos mize byt dale rozd€len na ptenos transovulacni, pii
kterém se viry pienaseji na povrchu vajicka a transovarialni ptenos, pfi kterém jsou viry

pfenaseny uvnitt vajicka (Chen, 2007).

Poprvé byla virova ndkaza vceliho plodu popsana americkym védcem Whitem v roce
1917 (White, 1917). Pavodce popsan¢ho virového onemocnéni plodu byl pozdéji
nazvan Morator aetatulae. Virus akutni a chronické paralyzy vcel byl objeven v roce
1963, a od té doby byly popsany i skoro dvé desitky dalSich véelich vira (Titéra, 2017).
Piestoze znalosti o véelich virech jsou stale omezené ve srovnani s poznatky o jinych
dobie prozkoumanych hmyzich virech, jako jsou bakuloviry, se znalosti 0 virovych
infekci v€el medonosnych za posledni roky znaéné rozsitily. Ze zndmych vira, které
napadaji vC€ely medonosné, je Sest vird, které jsou nejcastéjSimi ptivodci onemocnéni
a jsou pfedmétem mnoha vyzkumi v soucasné dobé. Jedna se 0 virus deformovanych
kiidel (DWYV), virus ¢ernani matecnikii (BQCV), virus pytlickovitosti v¢eliho plodu
(SBV), Kashmir bee virus (KBV), virus akutni paralyzy v¢el (ABPV) a virus chronické
paralyzy v¢el (CBPV) (Chen, 2007).

Plvodci virovych nédkaz se mohou mnozit jak v té€le dospé€lé veely, tak i ve véelim plodu
nebo v prenasecich jako je rozto¢ Varroa destructor (Titéra, 2017). Véely medonosné
mohou byt nositeli né¢kolika druhti virti, které obvykle nevyvolavaji zadné viditelné
ptiznaky. Kvuli asymptomati¢nosti téchto virt je mozné zjistit nakazu jen pomoci
specidlnich metod a vysetieni. AvSak po nékolika mésicich asymptomatické infekce
muze dojit ke spuSténi mnoZeni viru zZ neznamych divodi, coz ma za nasledek klinické
projeveni onemocnéni a muze dojit k zeslabeni nebo thynu vcelstva. Nekteré veeli viry
jsou schopné vyvolavat zmény v chovani, mensi adaptaci na chlad a zmény Vv péci

o plod nebo v ziskavani potravy (Ribiére et al, 2008).

Tabulka 1 Prehled virovych onemocnéni véely medonosné

Virové onemocnéni | Zkratka | Pienos Symptomy
Virus akutni | ABPV Horizontalni  (per  o0s), | Uhyn plodu
paralyzy vcel vertikalni (transovarialni) i dospélych vcel
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Virus gernani | BQCV | Horizontalni (per 0s) Uhyn plodu
matecnikl v matecniku, typické
¢erné skvrny na sténé

mateéniku

Virus chronické | CBPV Horizontalni  (kontaktem, | Hromadné  paralyzy,
paralyzy vcel per o0s), vertikalné jedinci vizualné

tmav$i, menS$i, bez

chloupkt
Virus DWV Horizontalni, pfes roztoce | Deformace ktidel,
deformovanych Varroa destructor zadeCku, koncetin

kiidel

Kashmir bee virus KBV Horizontdlni ~ (per  0s), | Rychly Ghyn plodu
vertikdlni  (transovarialni), | i dospélych véel

pies roztoce Varroa

destructor
Virus pytlickovitosti | SBV Horizontalni  (per  0s), | Nahromadéni tekutiny
véeliho plodu vertikalni  (transovarialni), | mezi starou anovou

pies roztoce Varroa | pokozkou larvy, thyn

destructor larev i dospélych vcel

Zdroj: (Titéra, 2017).
1.1.2.2 Onemocnéni zpusobend bakteriemi

Mezi bakterialni infekce vcely medonosné tfadime dvé nejcastéj$i onemocnéni, ato
hnilobu véeliho plodu amor vceliho plodu. Zpocitku se tyto dvé onemocnéni
nerozliSovala a obé onemocnéni se oznacovala pouze jako hniloba. Mor vceliho plodu,
zpusobeny Dbakterii Paenibacillus larvae, se v angli¢tiné anéméiné oznacuje
jako ,,americka hniloba plodu® a hniloba v¢eliho plodu, zpisobena nejcastéji bakterie
Melisococcus plutonius, se oznacuje jako ,,evropska hniloba plodu® (Titéra, 2017).
Tyto nazvy vSak nemaji nic spole¢ného s plivodem nebo rozsifenim onemocnéni, ale
byly takto pojmenovany podle oblasti, kde doslo k prvnimu védeckému zkoumani. Obé

nemoci jsou roz§ifeny po celém svéte a vyskytuji se téméf vsude, kde se chovaji véely
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medonosné (Milbrath, 2021). Jako obligatni pGvodce hniloby vceliho plodu byla
oznaCena kulovita gram-pozitivni anaerobni bakterie Melicoccus plutonis. U tohoto
onemocnéni byva ptitomen i Paenibacillus alvei, Streptococcus fecalis a dalsi oportunni
infekce, které nasedaji na primarni infekci anapomahaji rozkladat uhynulé larvy.
Metabolity téchto mikroorganismti zpravidla zpiisobuji typicky hnilobny az kysely
zapach. Bakterie Melicoccus plutonis je velmi nakazliva (Titéra, 2017) asifi se
dospélymi vcelami délnicemi, které ji pfendseji Vramci vcelstva, mezi ostatnimi
vcelstvy a véeliny. K pienosu miize dojit také prostiednictvim loupeze medu, kdy vcely
vstupuji do oslabené¢ho vcelstva a odnéseji kontaminovany med zpét do vlastniho
vcelstva, nebo pfesunem ulovych materialti v ramci vcelateni (Milbrath, 2021). Pokud
se prokaze onemocnéni hniloby véeliho plodu, musi se ohlasit na Krajskou veterinarni
spravu, jelikoZ se jednd 0 ndkazu povinnou hlaseni. Po ohlaseni je stanoveno ohnisko
nakazy s vymezenym ochrannym pasmem a jsou stanovena ochranna opatfeni, které je

vcelaf povinen dodrzet (Titéra, 2017).
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Obrazek 1 Mapa vyskytu hniloby v¢eliho plodu v roce 2021

zdroj: Statni veterinarni sprava
1.1.2.3 Onemocnéni zpiisobenda houbami

Mezi houbova onemocnéni véely medonosné zplisobené houbami fadime zvapenaténi

v¢eliho plodu zpuisobené plisni Ascosphaera apis, zkamenéni véeliho plodu zptisobené
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plisnémi rodu Aspergillus a noveé i Nosematoézu zpisobenou mikrosporidii rodu nosema
(Chen, 2021). Vyznam plisnovych infekci véely medonosné se v poslednich desetiletich
vyznamné zvysil v souvislosti s novym vyskytem Nosema ceranae, vysoce virulentniho
a specializovaného houbového patogenu. Zatimco vétSina houbovych infekei ztidkakdy
zahubi celé v¢elstvo, muze vSak vyznamné sniZit celkovou odolnost a efektivitu hledani
potravy, a tim oslabit véelstvo a ucinit jej nachylnéjs$im k dal§im chorobam a sktdctim.
Proti vypuknuti houbové infekce mohou véely samy bojovat spravnym hygienickym
chovanim jako je detekce a odstranovani nemocnych ¢i mrtvych larev a véel a Cisténi
bun¢k vceliho plastu aprostort ulu. Vcelafi bojuji proti infekcim spravnou

zoohygienou, jako je pravidelné ¢isténi ult, obnova rameckd nebo udrzovani vcelstev

a vSech néstrojl na v€elnici v Cistote.

Tabulka 2 Ptehled onemocnéni véely medonosné zpisobené houbami

Cesky nazev Plvoce Pienos Symptomy

Zvapenaténi véeliho | Ascosphaera apis Myceliem, vytrusy, | Skvrnitd a propadla

plodu potravou, ptes | vicka, nazloutly
pokozku plod, zvéapenaténi
plodu bilé,
Sedozelené azZ Cerné
barvy
Zkamenéni véeliho | Rod Aspergillus Sporami Vyschnuti
plodu pfitomnymi ve vod¢ | a zkamenéni plodu
nebo potraveé
Nosematdza Nosema  cernae, | Sporami Pocéateéni infekce
Nosema apis pfitomnymi ve vodé o
bez klinickych
nebo potrave,

symptomtl,
zaneseni vcelafem
zvétSeny  zadecek,

bélavy zaludek

Zdroj: Titéra, 2017
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1.1.2.4 Parazité véely medonosné

Cas od ¢asu se uvnitf ulu objevuji i dal§i ¢lenovci napf. pavouci, §vabi a svilusky. Tento
hmyz ma jen maly nebo zadny vliv na zdravi nebo produktivitu vcelstva a nezptisobuji
ekonomicky vyznamné Skody, atak se proti témto parazitim neprovadeji zadna
opatieni  (PennState Extension 2017). Nejproblemati¢téj$im parazitem vcel
medonosnych je paraziticky rozto¢ Varroa destructor (Amiri et al., 2021), v ¢estiné
nazyvany jako Klestik v¢eli (Titéra, 2017). Vyznamni parazité véely medonosné, jako
je Varroa destructor, oslabuji véelstva a mohou byt pienaseci virovych patogent. Proto
potlaceni vyskytu parazitl nejen snizi jejich pfimy dopad na vcely medonosné, ale také

zmensi jejich roli jako mikrobialnich vektord (Amiri et al., 2021).

Tabulka 3 Ptehled parazitt véely medonosné

Parazit —  cesky | Latinsky nazev Prostorovy  vztah | Klinické pfiznaky

nazev parazita ke vcele | a sekundarni
medonosné symptomy

Klestik vceli Varroa destructor Ektoparazit Druhotna infekce

virem DWYV, Spatné

vyvinuta kridla,
zadecek i nohy,
uhyn kukel,

mezerovity plod

Vcelomorka Braula coeca Ektoparazit Vyskyt vldskovitych
chodbicek ve

vickach plastl

Leskndacek ulovy Aethina tumida Ektoparazit Poniceny plod
a plasty, zapach

zasob vcelstva

Drava masarka Senotainia tricuspis | Ektoparazit Musi larvy  mezi
hlavou a hrudi,
napadeni létacich

svall

15




Sr3en asijska Vespa velutina Ektoparazit Poskozeni a ubytek
vCelstva
Roztocik vceli Acarapis woody Endoparazit Véely  neschopné
letu, poskozena
kridla
Ménavka vceli Malpighamoeba Endoparazit Ridké wykaly, slaby
mellificae jedinci ve vcelstvu

Zdroj: Titéra, 2017
1.1.3 Stievni mikroflora véely medonosné

Mikroorganismy ve stfevech riznych zivo¢ichli mohou svym hostitelim prospivat tim,
7e pomahaji travit potravu, detoxikovat organismus a odstrafiovat toxiny a chranit
organismus pied napadenim patogeny a parazity a napomahat vyvoji imunity. Stfevni
mikrobialni osazeni v¢ely medonosné je podobné strevnimu mikroflofe savci, protoze
oba jsou veétSinou tvofeny hostiteli piizpisobenymi, fakultativné anaerobnimi
a mikroaerofilnimi bakteriemi (Kwon et al., 2016). Travici trakt véely medonosné je
osidlen fadou mikroorganismi, které se lisi v morfologii, fyziologii a metabolismem.
Mikroflora traviciho traktu se sklada z kvasinek (1 %), grampozitivnich bakterii (29 %)
a gramnegativnich a gramvariabilnich bakterii (70 %). Mezi mikroorganismy spojené se
véelou medonosnou a jeji potravou patii bakterie (gramvariabilni pleomorfni bakterie,
Bacillus spp. a Enterobacteriaceae), plisné (ptedevs§im aspergilli a penicillia) a kvasinky
(ptedevsim Torulopsis spp) (Gilliam, 1997). Prvni vyzkumy mikrobiot traviciho traktu
véely medonosné byly publikovany na zacatku 20. stoleti a byla zjisténa pfitomnost
bakterii jako jsou Lactobacillus rigidus apis, Lactobacillus constellatus a Bacillus
influenzoides apis. Pozdé&ji bylo zjisténo, ze mezi jediné ptitomné probiotické druhy
bakterie byly bifidobakterie (Kac¢aniova et al., 2020).

Veeli larvy, vajicka, kukly a délnice vylézajici z bun¢k jako dospélci, ktefi jsou obvykle
bez vnitinich mikrobii. Mikroorganismy, které larvy ziskaly pozfenim kontaminované
potravy, jsou obvykle odstranény jednordzovym vyprazdnénim, ke kterému dochazi na
konci obdobi krmeni pfed zakuklenim. Dospélé veely ziskavaji stfevni mikrofloru
vyménou potravy S ostatnimi véelami Vv kolonii akonzumaci pylu. Zda se, Ze se
vyvinulo spojeni Bacillus spp. se v¢elami, v¢etné véel medonosnych, vcel bez Zihadel

a samotaiskych vcel z tropickych a mirnych pasem, v némz véeli samicky o¢kuji zdroje
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potravy témito bakteriemi, jejichz chemické produkty pfispivaji K vypracovani
a ochran¢ pied zkazou potravy, kterd je uloZzena v hnizd€. Tato asociace je prastard na
zakladé vysledku ziskanych od vcel bez zihadel uchovanych v jantaru po dobu 25-40
miliont let. Z toho vyplyva, ze vcely, jejich produkty a s nimi spojené mikroorganismy
jsou potencidlnimi zdroji bioaktivnich produkti vcetné antimikrobidlnich sloucenin

(Gilliam, 1997).

1.2 Mor véeliho plodu

1.2.1 Obecné o puvodci

Mor vceliho plodu, v angli¢tiné nazyvany jako American foulbroood disease, je
onemocnéni zpisobené aerobni, grampozitivni, spory tvorici ty¢inkovitou bakterii
Paenibacillus larvae (Kacaniova et al., 2020). AvSak pouze spory P. larvae jsou
schopny vyvolat onemocnéni. Tyto spory mohou ziistat Zivotaschopné po nekolik let
a prezivaji i v extrémnich podminkach diky mnohovrstevnatym obaliim viz. obrazek 2
(Milbrath, 2021). P. larvae je povazovan za entomopatogen zna¢ného vyznamu ve
veterindrni mediciné. Entomopatogen je organismus, ktery zplisobuje onemocnéni
u hmyzu. P. larvae je vysoce specializovany patogen s jedinym znamym hostitelem,
larvou v¢ely medonosné, zadny jiny hostitel zatim nebyl objeven (Ebeling et al., 2016).
V rdmci druhu P. larvae byly zjistény ¢étyii genotypy, P. larvae ERIC I-1V, které byly
definovany na zakladé PCR srepetitivnimi  prvky (repPCR) provedené
s enterobakterialnimi repetitivnimi intergenovymi prvky (ERIC) (Genersch et al. 2006).
V roce 2019 byl navic izolovan novy genotyp ERIC V ze vzorku $panélského medu
(Beims at al., 2020). Rozhodujici tohoto typiza¢niho schématu je to, Ze tyto genotypy
maji fenotypové rozdily, v¢etné rozdili ve virulenci (Ebeling et al., 2016). Tyto Ctyfi
kmeny ERIC jsou dale rozdé€lovany do piiblizn¢ 20 sekvencnich typti pomoci
multilokusové sekvenaéni typizaci (Heyndrickx et al., 1996). V poslednich desetiletich
byl P. larvae kmen ERIC lall. Casto izolovany z medu nebo z medu infikovaného
véelstva morem véeliho plodu, zatimco P. larvae kmen ERIC 1Il alV je zastoupen

pouze v historickych izolatech ve sbirkach typovych kultur (Genersch et al., 2006).
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Obrézek 2 Mnohovstevné obaly spory P. larvae

zdroj: foto J. Ludvik
1.2.2 Historie, klasifikace a taxonomie

V poslednim desetileti doSlo k obrovskému pokroku v poznani P. larvae ajeho
interakci s larvami vely medonosné na molekularni trovni. V roce 1771 pouzival
Schirach pro abnormalni stav v¢eliho plodu termin "foul brood " neboli hniloba plodu,
ale z jeho pojeti pficiny této nemoci lze usuzovat, Ze se timto terminem oznacovalo vice
nez jedno onemocnéni. Vroce 1906 se americkému mikrobiologovi Whiteovi
nepodafilo izolovat Bacillus alvei a misto toho kultivoval neznamou bakterii v ¢isté
kultufe. Na zaklad¢ ty¢inkovité morfologie a schopnosti tvofit endospory klasifikoval
bakterii, ktera byla dusledné nalézana v nemocnych a mrtvych larvach jako Bacillus
larvae. Byl to také on, kdo si uvédomil, Ze existuji tzv. dvé rtizna onemocnéni
zplsobena riznymi patogeny, které vyvolavaji rizné komplexy symptomut.. Na jedné

strané hniloba v¢eliho plodu (European foulbrood) zptisoben& Melissococcus plutonius
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Bailey,1973), a na druhé stran¢ American foulbrood neboli onemocnéni moru vceliho

plodu zpuisobené P. larvae (Genersch et al., 2006).
1.2.3  Postup pii ndakaze a rozsiveni v CR

Veterinarni ustavy, presnéji statni veterinarni sprava za spoluprace s referenty
vcelaiskych spolkll nafizuji pfisnd opatieni pfi vyskytu moru vceliho plodu, aby dale
nedochazelo k rozsifovani nakazy a vétsimu uhynu vcelstev. Ze zakona se pii vyskytu

nékazy vyhlasuje ochranné pasmo a ohnisko nékazy (Pohl, 2022).

KdyzZ se tfedné potvrdi, Ze se opravdu jedna 0 onemocnéni moru v¢eliho plodu, dojde
k co nejrychlejsimu vymezeni a vyhlaseni ohniska, kde plati pro vcelafe ptisna pravidla.
Ohnisko né&kazy (obr. 3) je misto, ve kterém se nachazi vSechna nemocna vcelstva.
Ochranné pasmo (obr. 4) je stanoveno v okruhu velkém minimaln¢ 3 kilometry.
Vsechna vcelstva v ohnisku nakazy jsou posléze laboratorné testovana na ptitomnost
nakazlivych spor a je zjistovan zdroj nakazy. Véelaf ma piisny zékaz jakkoliv v¢elstva
pfesouvat nebo piemistovat. Déle je nafizena likvidace nemocnych véelstev a spaleni
mrtvych véel. VSechen vcelafsky material nadale podléha dikladné dezinfekci a pokud
k dezinfekci nemiize dojit je dana likvidace materialu. Po likvidaci nemocnych véelstev
dochézi k opakovanému laboratornimu testovani v¢elstev v ohnisku néakazy

a k vylouceni dalsiho vyskytu nakazy (Pohl, 2022).
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1.2.4 Virulence

Doba, kterou kazdy z péti genotypu potiebuje K usmrceni 100 % infikovanych véelich
larev, se nazyva latentni ¢as (LT100). V in vivo pokusech byla stanovena porovnanim
odpovidajicich gent virulence referenénich kmenti a nového genotypu ERIC V pomoci
porovnani celého genomu. Vzacné izolované genotypy P. larvae ERIC IlI-
V s fenotypem rychlého zabijeni, s latentnim ¢asem 3 dny, obsahuji geny, které maji
vysoky stupeit podobnosti se slozkami virulence jinych onemocnéni hmyzu.
Epidemiologicky bézné genotypy ERIC | (LT100 12 dni) a ERIC 1l (LT100 7 dni),
které maji opozdéné usmrcujici vlastnosti, tyto geny virulence postradaji. Absence
faktorti virulence miiZze vysvétlovat epidemiologickou prevalenci, protoZe je znamo, Ze
zpomaleni usmrcovani  zhorSuje  uspéSnost  hygienického  CiSténi  vcCelimi
oSetiovatelkami. Identifikace izolatu P. larvae ERIC V zvySuje moznost, Ze se ve
véelstvech vyskytuje vice neidentifikovanych genotyptt ERIC. Tyto ziidka izolované
genotypy mohou slouzit jako tajny rezervoar pro budouci ohniska moru vceliho plodu,
protoZe absence nebo inaktivace nékolika genli miize zménit rychle zabijejici fenotyp na

nebezpecné&jsi pomalu zabijejici fenotyp (Beims at al., 2020).

Genotypy P. larvae se od sebe lisi fenotypové, véetné odolnosti endospor vuéi teploté,
rychlosti sporulace, doby do smrti hostitele a je predpokladano, ze vSechny genotypy

maji jiny zpusob, jak usmrcuji larvy (Ebeling et al., 2016). Mezi funkéné
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charakterizovanymi virulencemi faktori jsme zjistili, ze geny kodujici enzym
degradujici chitin PICBP49 (Garcia-Gonzales a Genersch, 2013) byly pfitomny ve
vSech péti genotypech. Podobné vSechny genotypy koduji toxin Plx2 aC3 larvinovy
toxin. Naproti tomu gen pro toxin Plx1 byl pfitomen pouze u genti ERIC I, III a IV
(Finfhaus et al., 2013).

1.2.5 Klinické piiznaky a patogeneze

Mezi prvnimi pfiznaky, které muZzeme pozorovat je tzv. mezerovity plod. U zdravych
véelstev je plod uceleny, maximalni mezerovitost nebo vynechavéni bunék, které je
jesté prirozené, se pohybuje kolem péti procent. Mezi Casté, nenakazlivé pficiny
mezerovitosti plodu patii $patné¢ kladouci matka a po jeji vyméné mezerovitost mizi.
Mezi zévazné pfi¢iny mezerovitosti plodu fadime onemocnéni moru vceliho plodu
(Titéra et al.,2009). Larvy v¢ely medonosné se nakazi pozienim potravy kontaminované
sporami P. larvae, které jim poskytnou dospélé délnice. Zivotni cyklus P. larvae lze
rozd¢€lit na neinvazivni, komenzalni fazi, po niz nasleduje invazivni a destruktivni faze.
Spory kli¢i v lumenu stfedniho stieva a vegetativni bakterie se zde masivné mnozi, nez
nakonec napadnou a proniknou do epitelu stfedniho stfeva, ¢imz larvu usmrti. Uhynulou
larvu bakterie stalé rozklada na hrudkovitou hmotu. Pfi vyCerpani zivin z uhynulé larvy
zatne P. larvae sporulovat a zbytky larvy vysychaji na takzvany pfiskvar. Spory jsou
dale roznaSeny dosp€lymi vcelami v ramci vcelstva a mezi vcelstvy, coz usnadiuje
Siteni ndkazy na zdravé larvy. Uspé$nost P. larvae pii patogenezi a pfenosu zavisi na
uhynu infikované larvy, celkovy rozklad infikované larvy a pfitomnosti saprofytd
(Poppinga et al.,2015). V dalsim prubéhu onemocnéni na urovni kolonie se infikuje
aumira stale vice larev, takze v prib&hu nakonec dojde k nedostatku larev, a tedy

i potomstva a k uhynu celé kolonie (Genersch 2008, 2010).
1.2.6 Diagnostika
1.2.6.1 Nelaboratorni diagnostika

Mezi nelaboratorni test mizeme pokladat takzvany zapalkovy test. Do podezielé buinky
napadené morem vceliho plodu se vnofi sirka, za kterou by se po vytdhnuti mélo
tdhnout vlakno, které mize dosahovat délky nékolik centimetri. AvSak tento test neni

spolehlivy, jelikoz toto vlakno nemusi byt viditelné nebo pritomné (Titéra, 2017).

1.2.6.2 Laboratorni diagnostika
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Pokud dojde k podezieni na nakazu mor véeliho plodu, musi byt onemocnéni potvrzeno
laboratornim vySetienim. Z nakazeného plastu se da odebrat a pfipravit preparat, ktery
se specificky barvi a mikroskopicky zobrazuje pii zvétseni 1000x. Pii mikroskopickém
zobrazeni jsou viditelnd typicka vegetativni stadia bakterie aspory. AvSak
mikroskopické zobrazeni nemusi byt pii nékterych ptipadech prukazné, a proto se
provadi i kultivace bakterie. Tento test provadime ze stéru z nakazeného plastu, plodu,
medu ¢i vosku kultivaci na specialnich mediich (Titéra et al.,2009). Jelikoz P. larvae je
bakterie tvofici spory, jeji izolace z biologickych materidld obvykle piredchazi
tepelnému zpracovani. Tepelnym zpracovanim se usmrti vSechny bakterie vegetativnich
mikroorganismi. Tento krok vyznamné snizuje riziko ze kolonie P. larvae budou
maskovany konkurenty. Rizné genotypy P. larvae vykazuji rozdily v reakcich na
tepelné oSetieni (Forsgren et al., 2008). V poslednim desetileti metody zalozené na
genetické analyze ziskaly vétsi pozornost. Rizné strategie pro hodnoceni genetické
diverzity P. larvae, mezi néz patii napiiklad restrikce endonukleazovych fragmentovych
vzorcli (Djordjevic et al., 1994; Alippi et al., 2002), gelova elektroforéza s pulznim
polem (Wu et al., 2005; Genersch et al., 2006), polymorfismem délky amplifikovanych
fragmentd (de Graaf et al.,, 2006), ribotypizace a denatura¢ni gradientovd gelova
elektroforéza (Antunez et al., 2007).

Zkoumani exprese genu P. larvae za riznych experimentalnich podminek se muze na
transkripéni urovni vyuzit metodiky kvantitativni polymerazové fetézové reakce
sreverzni transkriptdzou (QRT-PCR). Soucasny stav analyzy dat qRT-PCR se opira
o normalizované Udaje a kalibrované relativni veli¢iny (Vandesompele et al., 2002;
Hellemans et al., 2007). Za G¢elem normalizace dat qRT-PCR na cilovych genech se
pouzivaji normaliza¢ni faktory (NF), zaloZené na geometrickych piepoctenych
prahovych hodnotéach cyklu (Ct-hodnoty). Pfed vypoétem NF je tieba rozhodnout, kolik
referen¢nich genti by mélo byt do tohoto vypoctu zahrnuto. Toto rozhodnuti je zaloZeno
na stabilit¢ exprese kandidatnich referencnich geni za vSech zkoumanych

experimentalnich podminek (De Graaf et al., 2013).
1.2.7 Léceni moru véeliho plodu

V mnoha zemich je povoleno pouZzivat k 1é€eni moru vceliho plodu Sulfathiazol nebo
oxytetracyklin-hydrochlorid (OTC). Pouziva se ptedev§im profylakticky u zdravych

véelstev a k zabranéni tvorbé infekénich spor pii probihajici infekci. Avsak rezidua
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téchto antibiotik byla nalezena dale v medu a v ostatnich vcelich produktech. OTC se
vyuziva i v 1é¢bé lidskych bakterialnich infekci, a proto 1é¢eni v¢elstva antibiotiky neni
vhodné (Hansen at al. 1999). V Ceské republice je v II. Hlavé, prvniho oddilu, paragraf
5 zakona ¢. 166/1999 Sb, ,,Zakon o veterindrni péci a 0 zmené nékterych souvisejicich
zakonii (veterinarni zdkon)“ je dano, ze mor vc¢eliho plodu je zakazan 1é¢it antibiotiky

spolu s hnilobou véeliho plodu.

1.3 Rostlinné silice

V poslednich letech je pozorovéana ¢im dal tim vice rostouci odolnost mikroorganismi
proti bézn¢ pouzivanym chemickym latkdm alékam. Jedna se o zavazny a zjevny
problém, ktery zapocal vyzkum v oblasti objevovani a identifikace novych biocidnich
ptipravki se Sirokospektrou ucinnosti. Rostliny a jejich derivaty, jako jsou napft.
rostlinné silice, se ¢asto pouZivaji v lidovém lé¢itelstvi. V ptirodé hraji rostlinné silice
velmi dulezitou roli, napf. Vv ochrané rostlin. Rostlinné silice obsahuji Sirokou $kalu
sekundédrnich metabolitl, které¢ jsou schopny inhibovat nebo zpomalovat rast bakterii,
kvasinek aplisni. Jejich slozky ptasobi proti riznym cilim, mohou pusobit na
membranu a cytoplazmu, av nékterych piipadech zcela méni morfologii bunék
(Nazzaro et al., 2013).

1.3.1 SloZeni

Rostlinné silice jsou tékavé avonné latky s olejovitou konzistenci, které jsou
produkovany rostlinami. Pfi pokojové teploté mohou byt kapalné, i kdyz nékteré z nich
mohou byt tuhé nebo polotuhé a vykazuji rizné barvy od svétle zluté po tmavé zelenou
nebo od modré po tmavé hnédoCervenou. Rostlinné silice jsou produkované vsemi
rostlinnymi orgény jako jsou pupeny, kvéty, listy, stonky, vétvicky, semeny, plody,
kofeny, dfevem nebo kilirou, a jsou ulozeny Vv sekre¢nich bunkéch, dutinach, kanalcich,
epidermalnich burikach nebo Zlaznatych trichomech. K extrakci rostlinnych silic lze
pouzit n€kolik technik podle riznych ¢asti aromatickych rostlin, véetné destilace vodou
nebo vodni parou, extrakce rozpoustédly, exprese za tlaku, extrakce superkritickou

kapalinou a subkritickou vodou (Bassole et al.,2012).

Silice jsou velmi slozité pfirodni smési, které mohou obsahovat mnoho chemicky
rozdilnych slozek v riznych koncentracich. Vyznacuji se dvéma nebo tfemi hlavnimi

slozkami v pomérmné vysokych koncentracich (20-70 %) ve srovnani s ostatnimi
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slozkami pfitomnymi ve stopovém mnozstvi. Hlavni sloZzky zasadné podminuji jejich
biologické vlastnosti. Hlavni skupina se sklddd zterpent a terpenoidd a dalsich
aromatickych a alifatickych slozek, které se vyznac¢uji nizkou molekulovou hmotnosti

(Bakkali et al., 2008).

Terpeny jsou Vv chemické struktuie rostlinnych silic nejvice zastoupeny, tvoii vétSinu
chemickych slozek rostlinnych silic. Typické rozmezi rozeznavanych slozek je 100 az
250, pticemZz nékteré oleje (levandule, pelargonie arozmaryn) obsahuji az 500
chemickych latek (de Groot et al., 2016).

1.3.2 Jejich antimikrobidalni ui¢inky

Antimikrobialni aktivita silic, podobné jako u vSech pfirodnich extraktt, zavisi na jejich
chemickém slozeni amnozstvi jednotlivych slozek. Mnohé z antimikrobialnich
sloucenin jsou neustale exprimovany rostlinami a jiné mohou byt syntetizovany jako
mechanismus sebeobrany v rostlinach jako reakce na patogeny. Zelenina, kofeni
a ovoce s vysokym obsahem silic jsou vynikajicimi zdroji pfirodnich prvka s aktivitou
proti zemédélsky a zdravotné vyznamnym mikroorganismiim. Tyto molekuly mohou
byt piirozené¢ piitomny V aktivni formé Vrostliné nebo mohou byt aktivovany
specifickymi enzymy, kdyz je rostlinny organismus vystaven ur¢itému biotickému nebo
abiotickému stresu. RUzné mnozstvi specifickych sloucenin  muize ovlivnit

antimikrobidlni aktivitu (Nazzaro et al., 2013).
1.3.2.1 Cytotoxicita

Rostlinné silice, které jsou lipofilni, prochazeji pies bunéénou sténu a cytoplazmatickou
membranu apoté permeabilizuji rizné vrstvy polysacharidi, mastnych Kkyselin
a fosfolipidi. Méni tak propustnost membran a méni se mira difuze ¢astic. U bakterii je
permeabilizace membrany doprovazena ztratou iontli, poklesem membranového
potencialu, selhanim protonové pumpy a vycerpanim zasob ATP. Silice maji take
schopnost srazet cytoplazmu a poskozovat proteiny a lipidy. Poskozeni bunééné stény
a cytoplazmatické membrany mize vést k Uniku cytoplazmy a makromolekul a dochazi
tim klyze bunky. U eukaryotnich organismi mitochondrie produkuji superoxidové
anionty a peroxidy vodiku, které reaguji s rostlinnymi silicemi a vytvatri meziprodukty

jako jsou hydroxylové radikaly. Tyto meziprodukty zavazné poskozuji mitochondrialni
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DNA, ktera nadéle inhibuje expresi proteini a transport elektront atim dochazi
k nahromadéni bilkovin (Bakkali et al., 2008).
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2. Cil prace a hypotézy
Cil préce
1. Oveéfeni baktericidniho vlivu u vybranych silic

2. Stanoveni minimalni inhibi¢ni a baktericidni koncentrace u vybranych

rostlinnych silic
Hypotézy

H1. M4 kombinace uréitych rostlinnych silic vétsi inhibi¢ni koncentraci nez silice

samotné?

H2. Bude kombinace urcitych rostlinnych silic pisobit aditivné nebo synergicky?
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3. Metodika

3.1 Zkoumane latky

Celkem bylo testovano 11 rostlinnych silic, které byly vybrany na zakladé chemického
slozeni a jejich antimikrobialni aktivity. VSechny rostlinné silice byly ziskany od firmy
1. Aromaterapeutickd KH a.s. apo dobu zkoumani byly uchovavany na Fakulté
zem&d€lské atechnologické Jihoceské univerzity. Rostlinné silice byly uchovavany

v chladicim boxu pfi teploté kolem 2,5 °C.

Testovany kmen P. larvae CCM 4488, ktery byl potizen z Ceské sbirky
mikroorganismt v Brng, je uchovan na Fakulté zemé&délské a technologické JihoCeské
univerzity v Ceskych Budgjovicich. Pro zachovani genetické struktury a virulence pro
uchovani bakterie po delsi ¢asové obdobi jsou kryozkumavky s roztokem patogenu

a glycerolu udrzovany pfi teploté -80 °C.

Tabulka 4 Seznam vybranych rostlinnych silic a jejich zkratky

SAT | Saturejka horské (Satureia hortensis oil)

PLG | Pelargonie (Pelargonium graveolens flower oil)

HM | Hetmanek modry (Chamomilla recutita flower oil)

MAN | Manuka (Leptospermum scoparium branch/leaf oil)

CES | Cesnek kuchymisky (Allium sativum bulb oil)

MRK | Mrkev setd (Daucus carota sativa seed oil)

SKO | Skoftice (Cinnamomum zeylanicum bark oil)

LIT | Litsea cubeba (Litsea cubeba fruit oil)

TYM | Tymian Cerveny (Thymus vulgaris flower/leaf oil)

MAT | Matetfidouska (Thymus serpyllum oil)

DOB | Dobromysl/Oregano (Origanum vulgare)
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3.2 Laboratorni analyza

Laboratorni analyza praktické casti bakalaiské prace byla provadéna v laboratoiich
Fakulty zemé&délské atechnologické na kampusu JihoSeské univerzity v Ceskych
Budgjovicich. Postup na stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace byl provadén dle
¢lanku In vitro growth-inhibitory effect of plant-derived extracts and compounds
against Paenibacillus larvae and their acute oral toxicity to adult honey bees (Flesar et

al., 2010), kde je popséana prace se 26 piirodnimi smesi.

Kultivace bakterie byla provadéna na specialné¢ sestaveném MYPGP mediu, ktery se
vyhradné pouziva ke kultivaci P.larvae, ktery poprvé popsal Digman a Stahly v roce
1983 (Digman a Stahly., 1983).

3.3 Instrumentéalni analyza
Vybaveni

e kultura Paenibacillus larvae kmen CCM 4488 Ceské sbirky mikroorganismii, Brno
(Czech collection of microorganisms)

e  MYPGP médium (tuhé i tekuté)

e Petriho misky, plastové o priméru 90 mm

e laboratorni sklo (kadinky, Erlenmeyerovy baiiky, laboratorni lahve se Sroubovacim
uzavérem)

e inokula¢ni klicky

e 96 jamkové mikrotitraéni desticky s plochym dnem a vikem

e uzaviratelné plastové zkumavky 2 ml (Eppendorfova zkumavka)

e dimethylsulfoxid (DMSO)

e plastové navazovaci lodicky

e pipety

e multikanalova pipeta

e Spicky na pipety raznych velikosti

e lihovy fix
Ptistroje

e Velp scientifica Vortex mixer

e Denzitometr DEN-1 bioSan
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e Ultrazvukovy sonikator Tesla

e Spektrofotometr

e Pocitac

e Laminarni box nebo flowbox Telstar
e Laboratorni termostat LabTech

e Lednice

e Termostat s teplotou -80 °C Panasonic
e Analytické vahy Kern

e Autoklav Schoeller
Piiprava MYPGP media (na litr)

e 10 g Mueller-Hinton bujon (Condalab)

e 15 g kvasinkovy extrakt (HIMEDIA)

e 3 g hydrogenfosfore¢nan didraselny KoHPO4

e 19 Na-pyruvat

e 20 ml 10% glukdzy piidané oddélené po sterilizaci (Lach-ner)

e 20 g agar (pokud se jednalo o tuhé medium) (Lach-ner)
Postup ptipravy MYPGP media na 100 ml

K vazeni byly pouzity analytické vahy (Kern) srozpétim do 120 g S pfesnosti na 3
desetinnd mista. Jako kvasinkovy extrakt byl pouzit Yeast Extract Powder (HIMEDIA),

ktery obsahuje extrakt z kvasinek Saccharomyces sp.

1. VSechny praSkové smési byly rozpoustény v malém mnozstvi destilované
vody ve sklenéné laboratorni lahvi se Sroubovacim uzavérem nebo
Erlenmeyerové bance.

2. Po zapnuti analytické vahy byla zvazena plastova laboratorni lodicka a byla
na vaze pouzita funkce TARE. Tedy vaha samotné lodicky byla odstranéna
anasledné byla vaZena pouze pozadovand smés bez hodnoty hmotnosti
lodicky.

3. Déle byl postupné navazen a vsypan do destilované vody 1 g praskového
Muller-Hinton bujonu, 1,5 g praskového kvasinkového extraktu, 0,3 ¢
praskového K:HPO4 a 0,1 g praskového Na-pyruvatu.
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4. Pokud se jednalo o pfipravu tuhého média, byly navic navazeny 2 g
praskového agaru, které byly také ptidany do smési v destilované vodg.

5. Cela smés byla nadale dolita destilovanou vodou na 100 ml.

6. Do samostatné sklenéné uzaviratelné lahve byl ptipraven roztok destilované
vody a glukdzy, tak aby vysledna koncentrace glukdzy byla 10 %.

7. Smés media aroztok glukozy byly nasledné vysterilizovany pomoci
autoklavu za teploty 121 °C po dobu 15 minut.

8. Po sterilizaci a ¢aste¢ném zchladnuti byl k mediu ptidan roztok glukozy.

9. Pokud se jednalo otuhé medium, bylo medium ponechéno vychladnout
a nasledné bylo prelito 20 ml do plastové Petriho misky o praiméru 90 mm.

3.3.1 Stanoveni MIC

Pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace byla vybrana metoda na mikrotitraénich
destickach, broth microdilution method s MYPGP mediem (obr. 5). Testovani kazdé
silice ijeji kombinace s ostatnimi silicemi probihalo ve 3 opakovanich, tzn. ve 3

sloupcich mikrotitraéni desti¢ky (obr. 6).

Obrézek 5 Mikrotitraéni desti¢ka
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Obrazek 6 Schématické rozlozeni mikrotitracni desticky
Ptiprava inokula

Inokulum bylo ptipraveno z bakteridlni kultury staré 48 hodin (obr. 7). Sterilni
inokula¢ni klickou byla nabrana bakterialni kolonie, kterd byla nadale rozpusténa ve

sterilni destilované vodé¢ o vysledné denzité 0,5 McF.

Obrézek 7 Kultura P. larvae
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Postup na stanoveni MIC

1.

10.

Ve 2 ml uzaviratelné plastovée zkumavce (Eppendorfova zkumavka) bylo
smichdno 20 pl dimethylsulfoxidu (DMSO), 4 ul rostlinné silice (nebo
kombinace obou silic po 2 ul) a1976 pl tekutétho MYPGP media. Timto

zpusobem bylo ve zkumavce dosazeno piiblizné koncentrace 2048 pl/mg.

Vzorek byl vlozen do ultrazvukového sonikatoru, kde se homogenizoval po
dobu 10 minut.

Do kazdé jamky mikrotitraéni desticky bylo napipetovano 100 pl tekutého
MYPGP media.

Do prvni fady mikrotitra¢ni desticky bylo aplikovano 100 pl smési media se
silicemi aemulgatorem DMSO. Multikanalovou pipetou byla prvni fada

promichana a tim byla ziskana koncentrace 1024 pl/mg.

Multikanalovou pipetou bylo pieneseno 100 pl roztoku z prvni fady jamek do
druhé fady jamek. Tak byla v druhé fadé desticky ziskdna polovicni koncentrace

z prvni fady jamek a to 512 pl/mg.

Stejnym zplisobem bylo postupovédno az do Sesté fady jamek, kde koncentrace

rostlinné silice klesla na 32 pl/mg (obr.8).

Posledni a piedposledni fada jamek slouzila jako pozitivni a negativni kontrola

a nebyla v jamkach pfitomna zadna koncentrace rostlinné silice.

Do vsech jamek bylo napipetovano 10 pl inokula, mimo posledni fadu, kde se

nachazela negativni kontrola.

Cela desticka byla zméfena na spektrofotometru o vinové délce 405 nm, tim

jsme ziskali informace v ¢asovém bodé 0 hodin.

Desticka byla inkubovana na 48 hodin pii 37 °C. Po uplynuti této doby byla
desticka opét zméfena na spektrofotometru anasledné¢ byla vypocitana

procentualni inhibice bakterie.
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Obrézek 8 Schéma jamek mikrotitra¢ni desticky
Vyhodnoceni MIC

Hodnoty z ¢asového bodu 48 hodin byly odecteny od hodnot z ¢asového bodu 0 hodin.
Jelikoz MIC bylo testovano ve 3 opakovéanich, nasledné¢ byly hodnoty rozdilu
zpramérovany. Tato praimérna hodnota byla nadale porovnavana s pozitivni a negativni

kontrolou a byla vypocitana vysledna procentualni inhibice.
Vypocitani frakéniho inhibi¢niho indexu

FIC se pouziva jako vyhodnoceni interakce mezi rostlinnymi silicemi a zjisténi jeji
povahy. S hodnotou FIC zjistujeme CEtyfi ruzné interakce rostlinnych silic: synergii,

adici, indiferenci nebo antagonismus (Bassolé a Juliani, 2012).

FIC a = MIC(A za pfitomnosti B)

MIC( A smostatny)

MIC(B za pritomnosti A)

FIC b =
MIC( B smostatny)

FIC =FICa+FICD
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Tabulka 5 Povahy interakci

Povaha interakce FIC index
Synergie <0.5
Adice 0.5<FIC<1
Indiference 1 <FIC<4
Antagonismus >4

3.3.2 MBC

Stanoveni minimalni baktericidni koncentrace bylo provadéno na plastovych Petriho

miskach s tuhym MYPGP mediem. Pro stanoveni se pouzivaly 48 hodin inkubované

mikrotitracni desticky pfipravené dle postupu na vyzkum minimalni inhibi¢ni

koncentrace.

Postup

1. Po zméfeni 48 hodin inkubovanych mikrotitra¢nich desti¢ek s inokulem bylo

zkoumano na spektrofotometru pti které koncentraci doslo k nartstu bakterie,

a pti které ne. Dle zmétenych hodnot byly vybrany 3 fady jamek z desticky kde

doslo k pfechodu z nértstu do potlaceni ristu bakterie.

2. Plastovou inokula¢ni kli¢kou byly stanovené koncentrace rozo¢kovany na tuhé

MYPGP medium na Petriho miskach viz obrazek 9 a 10.

3. Po 48 hodinach inkubace byl zkouman nartst bakterie.
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Obrézek 9 Schéma Petriho misky na stanoveni MBC s nartistem v poli ¢.2

Obréazek 10 Petriho miska na stanoveni MBC
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4. Vysledky

Minimalni inhibi¢ni koncentrace u rostlinné silice saturejky horské (Satureia hortensis

oil) a ostatnich rostlinnych silic se pohybuje od 32 do 256 ul/mg. Samotna rostlinna

silice saturejky méla hodnotu MIC 128 pl/mg. Nejnizsi hodnoty MIC byly u kombinace

saturejky a ¢esneku kuchynského nebo skofice, kde je hodnota 32 pl/mg. Podle hodnoty

FIC muzeme usoudit, ze se jednalo o0 adici u saturejky a pelargonie, mrkve, skofice

a dobromyslu. U zbyvajicich kombinaci se jednalo o indiferenci (obr. 11).
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Obrézek 11 Graf hodnot rostlinné silice saturejky horské
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Samostatna rostlinna silice pelargonie méla hodnoty MIC 256 ul/mg a hodnoty MBC

512 pl/mg. Nejucinngjsi kombinace s pelargonii byla kombinace pelargonie a ¢esneku

kuchyniského s hodnotou MIC 32 pl/mg. Nejucinngjsi kombinace silic na hodnoty MBC

byla kombinace pelargonie s ¢esnekem, kterd dosahovala hodnoty 32 pl/mg (obr. 12).

Dle hodnoty indexu FIC doslo ukombinace silice pelargonie a matefidousky

k antagonismu, u vsech ostatnich kombinaci doslo k indiferenci mezi silicemi.
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Obrézek 12 Graf hodnot rostlinné silice pelargonie
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Samostatna rostlinna silice hefmanku modrého méla hodnotu MIC i hodnotu MBC 256

[RA4

pl/mg. Nejnizsi

hodnoty MIC i MBC meéla kombinace hefmanku a ¢esneku s hodnotou

32 ul/mg. Nejvyssi hodnota MIC byla u kombinace hefmanku a mrkve seté a nejvyssi

hodnota MBC byla ukombinace hefmanku a mrkve nebo pelargonie (obr. 13).

U kombinace hefmanku a mrkve doSlo k antagonismu silic, u ostatnich kombinaci

dochézelo k indiferenci.

o

€

=

=2

¥ 1200

©

5 1000

[

8 800

S

~ 600

= 256

0

g 400 256

£ 200 I

c 0

O

g HM

=

S mMIC 256
MBC 256
FIC

256
256

HM-
MAN

256
256

Hefmanek modry (Chamomilla recutita flower oil))

32
32

HM-
CES
32
32
1.125

1024

1024

HM-
MRK

1024
1024
8

mMIC

64

64
|

HM-
KO

64
64
1.25

MBC

256
256

HM-LIT

256
256
3

512

256

HM-
TYM

256
512
1.5

256
256

HM-
MAT

256
256
1.25

Obrazek 13 Graf hodnot rostlinné silice hefmanku modrého

256
256

HM-
DOB

256
256
1.5

256
128

HM-
SAT

128
256
1.5

1024

256

HM-
PLG

256
1024

37



Hodnota MIC samostatné rostlinné silice manuky dosahovala hodnoty 256 ul/mg

a 1024 pl/mg u MBC. Nejucinngjsi kombinace manuky byla kombinace s ¢esnekem
kuchynskym s hodnotou MIC i MBC 32 ul/mg (obr. 14). U vsech kombinaci silic

manuky dle hodnot indexu FIC dochazelo k indiferenci.

Manuka (Leptospermum scoparium branch/leaf oil)

MBC 1024 32 256 64 256 256 1024 256 512 256
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Obrazek 14 Graf hodnot rostlinné silice manuky
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Samostatna rostlinna silice ¢esneku kuchyniského a kombinace se saturejkou, pelargonii,

hefmankem i manukou méla hodnotu MIC a MBC 32 pl/mg (obr. 14). U kombinaci

Cesneku a litsei, tymianu a matefidousky doslo k antagonismu silic.

Cesnek kuchytisky (Allium sativum bulb oil)
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Obrézek 15 Graf hodnot rostlinné silice ¢esneku kuchyniského
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Mrkev seta jako samostatna silice méla hodnotu MIC 256 ul/mg a hodnotu MBC 512
pl/mg. Kombinace mrkve seté s matetidouskou méla nejniz§i hodnotu MIC 32 pl/mg.
Nejniz§i hodnotu MBC méla kombinace mrkve a ¢esneku (obr. 15). U kombinace
mrkve a litsei, matefidousky a hefmanku doslo k antagonismu mezi silicemi. Mezi

ostatnimi kombinacemi silic dochézelo k indiferenci.

Mrkev setéd (Daucus carota sativa seed oil)
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Obrazek 16 Graf hodnot rostlinné silice mrkve seté

Skofice méla hodnotu MIC aMBC 64 pl/mg, stejné jako kombinace skofice
a matefidousky, hefmanku, manuky nebo Cesneku (obr 16.). Nejniz$i hodnotu MIC
m¢éla kombinace skofice se saturejkou s hodnotou 32 pl/mg. Mezi silicemi dle hodnoty

FIC dochazelo k indiferenci, jen u kombinace skofice a saturejky doslo k adici.
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Skotice (Cinnamomum zeylanicum bark oil)
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Obrézek 17 Graf hodnot rostlinné silice skofice

Litsea cubeba méla hodnotu MIC 128 ul/mg a MBC 256 ul/mg. Nejnizsi hodnota MIC
byla v kombinaci s litseou a saturejkou nebo se skofici s hodnotou 64 pl/mg. Nejnizsi
hodnota MBC byla v kombinaci litsei a skofice shodnotu 64 ul/mg (obr. 17).
U kombinaci litsei a dobromyslu, ¢esneku a mrkve dochazelo k antagonismu silic,
u ostatnich kombinaci dochéazelo k indiferenci.

Litsea cubeba (Litsea cubeba fruit oil)
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Obrézek 18 Graf hodnot rostlinné silice litsea cubeba



Samostatna rostlinna silice tymianu ¢erveného méla hodnotu MIC a MBC 512 pl/mg.
Nejniz§i hodnoty MIC méla kombinace tymianu a Skotice S hodnotou 64 pl/mg
(obr.18). U kombinace tymianu a ¢esneku doslo k antagonismu silic, u ostatnich silic

doslo k indiferenci.

Tymian cerveny (Thymus vulgaris flower/leaf oil)
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Obrazek 19 Graf hodnot rostlinné silice tymianu ¢erveného

Samostatna rostlinna silice matefidousky méla hodnotou MIC a MBC 1024 pl/mg.
Nejnizsi hodnotu MIC i MBC méla kombinace matetfidousky a skotfice s hodnotou 64
pl/mg (obr. 19). U kombinaci matefidousky acesneku nebo mrkve doslo

k antagonismu.

41



Mateiidouska (Thymus serpyllum oil)
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Obrézek 20 Graf hodnot rostlinné silice matetidousky

Samostatna rostlinna silice dobromysl méla hodnotu MIC i MBC 512 pl/mg. Nejnizsi
hodnotu MIC meéla kombinace dobromyslu a skofice anejniz§i hodnotu MBC m¢la
kombinace dobromyslu a hefrmanku. U kombinace dobromyslu a saturejky doslo k adici
mezi silicemi. Podle hodnot indexu FIC doslo k antagonismu u kombinace dobromyslu
a pelargonie, ¢esneku nebo litsei. U ostatnich kombinaci silic s dobromyslem doslo

k indiferenci.

Dobromysl/Oregano (Origanum vulgare)
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Obrazek 21 Graf hodnot rostlinné silice dobromyslu
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5. Diskuse

fvwr

vyjadifena v mg/l nebo ug/ml, ktera za ptesné definovanych in vitro podminkéch zabrani
rustu bakteriim (EUCAST, 1998). Minimalni inhibi¢ni koncentrace rostlinnych silic v
mé praci byla stanovena pomoci upravené bujonové diluéni metody (broth
microdillution method). Pro stanoveni MIC byly pouzity 96 jamkové mikrotitracni
desti¢ky s plochym dnem, vyhodnoceni probihalo pomoci spektrofotometru za vinoveé
délky 405 nm (Flesar et al., 2010). De Graaf et al., (2015) popisuje stanoveni MIC
sirokospektrych antibiotik na bakterii P. larvae pomoci agarové diluéni metody (agar
dillution method). Tato metoda vyuziva Petriho misky a tuhé mediu s piimési
antibiotické latky. Cugnata et al. (2017) pouziti této metody kritizuje, jelikoz dochazi k
nepiesnosti vysledkii hodnot kviili difuzi rostlinnych silic z agarového média
pripravu. Roussenova (2011) popisuje pouziti diskové difuzni metody na vyzkum
antimikrobidlni aktivity esencidlnich olejii. Diskovd difuzni metoda (disk difusion
method) vyuzivd tuhého media na Petriho misce s inokulem a papirovych diski
napusténych antimikrobidlni latkou. Vyhodnoceni této metody probihd zméfenim
inhibi¢nich zén kolem disku (Tendencia, 2004). Brown et al. (1991) popsal alternativu
diluénich metod na stanoveni MIC, a to metodu gradientni. Gradientni metoda vyuzZiva
Petriho misky s tuhym mediem, na kterém jsou polozené prouzky s postupné klesajicimi
koncentracemi antimikrobialni latky, nazyvame ji jako elipsometrovy test (E-test). Tuto
metodu hodnoti Wiegand et al. (2008) jako rychlou a jednoduchou. Jako nevyhodu této
metody oznacil prouzky, které jsou komeréné vyrabény pouze pro urcité antimikrobidlni
latky. Vyroba specialnich prouzkl je znacn€ finanéné nékladnd, proto by byla tato

metoda pro nas screening nevhodna.

cv v

vyjadfena v mg/l nebo pl/mg, kterd za piesn¢ definovanych in vitro podminek snizi
99,9% pocet organismi v médiu obsahujici definované inokulum bakterii (EUCAST,

1998). V mé praci se vyuzivalo tuhé MYPGP medium na Petriho miskach.

V mé praci bylo pro kultivaci P. larvae vyuzito MYPGP medium, které bylo
definovano Dingmanem a Stahlym (1983). Kultivace probihala pti 37 °C za aerobnich

podminek. Nordstrom a Fries (1995) popsal pét riznych medii na kultivaci P. larvae za
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pfitomnosti 5 % CO2 a bez jeho pfitomnosti. Jednim ze zkoumanych medii bylo
MYPGP medium, které v ramci celého vyzkumu mélo nejlepsi vysledky bez i s

pfitomnosti 5 % CO2.

Mor véeliho plodu je ze zakona zakazano 1é¢it antibiotiky, a tak se hledaji alternativy k
inhibici jeho etiologického piivodce. Rostlinné silice diky svym biologickym
vlastnostem vykazuji antimikrobialni vlastnosti (Winaska et al., 2019). Alipi et al.,
(1991) popisuje na in vitro pokusech ucinnost rostlinnych silic na véeli onemocnéni
vcetné onemocnéni moru vceliho plodu. Vzhledem ke své lipofilni povaze musi byt
rostlinné silice rozpousStény v organickych rozpoustédlech, nebo v jejich smésich.
Avsak organicka rozpoustédla mohou predstavovat problém v inkubaci bakterii, jelikoz
jejich pritomnost v médiu mize narusit narist bakterie a inhibovat tim antimikrobialni
aktivitu zkoumané latky. Maximalni koncentrace DMSO v kontaktu s P larvae, ktera
nezpusobuje inhibici ristu bakterie, byla stanovena na 5 % (Cugnata et al., 2017). Jako
rozpoustédlo bylo v této bakalaiské praci pouzito DMSO podle metodiky popisované
Flesarem et al., (2010). Pro vyzkum v této bakaléaiské praci bylo pouzito 20 ul DMSO
v celkovém mnozstvi 2000 ul MYPGP media s piimesi silice. Koncentrace DMSO ve

smési MYPGP media a rostlinné silice byla 1 %.

V mé praci bylo celkové hodnoceno 11 rostlinnych silic, které byly rozdéleny do tii
skupin v zévislosti na jejich u¢innosti. Nejucinnéjsi rostlinné silice s nejniZz§imi
hodnotami MIC a MBC byly silice ¢esneku kuchynského s hodnotami 32 pg/ml a
skofice s hodnotami 64 pg/ml. Mezi stfedné ucinné rostlinné silice fadime silice
saturejky horské, pelargonie, hefmanku modrého, manuky a litsei. A mezi slabé G€inné

silice fadime mrkev setou, tymian ¢erveny, matefidousku a dobromysl.

Delaquis et al., (2002) popisuje rizné terpenoidni slozky, které mohou rostlinné silice
obsahovat. Tyto sloZky na sebe mohou navzijem plisobit a mohou bud’ sniZovat nebo
zvySovat antimikrobialni ucinnost. Burt (2004) popisuje Ctyfi razné interakce, Které
mohou kombinace slozek vyvolavat. Jedna se o ucinky synergické, aditivni, indiferentni
nebo antagonické. Aditivni U€inky nastavaji, kdyZ soucet jednotlivych G¢inkl je rovny
celkovému ucinku. Pokud jedna nebo obé& rostlinné silice plisobi pfi spolecném pouziti
slab&ji nebo s niz§im antimikrobialnim efektem neZz pfi samostatném pouziti, jedné se o
antagonismus. Pokud dvé¢ latky pisobi spolecné a jejich spole¢ny ucinek je vyssi, nez

soucet jejich jednotlivych ucinkl jedna se o synergismus. Indiference je nepiitomnost
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interakce mezi slozkami. V mé praci nebyly pozorovany zadné synergické ucinky
kombinaci silic. K reakci aditivni povahy doslo u kombinaci silic saturejky a
pelargonie, saturejky mrkve, saturejky a skofice nebo saturejky a dobromyslu.
Antagonistické reakce vykazovaly kombinace pelargonie a dobromyslu nebo pelargonie
a litsei, hefménku a mrkve, ¢esneku a dobromyslu, ¢esneku a tymidnu, ¢esneku a
matefidousky, Cesneku a litsei nebo Cesneku a mrkve. VSechny ostatni reakce mély

indiferentni povahu.

Kuzysinova et al., (2014) zkoumala antimikrobialni ucinky 9 rostlinnych silic na
bakterii P. larvae kmen CCM 4488. Jednalo se o stejny kmen, ktery je pouzit i v této
bakalarské praci. Antimikrobidlni ucinnost byla zkouména pomoci agarové dilucni
metody ve 24hodinové tseku. Tfi mnou zkoumané silice zde byly také testovany, avSak
vysledky mého vyzkumu se neshodovaly s vysledky ¢lanku. Jednalo se o rostlinou silici
tymianu (Thymus vulgaris), dobromyslu (Origanum vulgare) a heimanku (Chamomilla
recutita). Dobromysl a tymian vykazovaly silné inhibi¢ni u¢inky a hefmanek vykazoval

slabé az skoro zadné inhibi¢ni Géinky. V této préci silice dobromyslu atymianu

vvvvvvvvv

v

A hefmanek vykazoval nejsiln€j$i inhibi¢ni u¢inky z téchto tii silic. I kdyz se jednalo o
stejny kmen bakterie mohly rozdilné vysledky nastat vlivem rozdilné metody nebo
rozdilnym ¢asem inkubace. Ansari et al. (2015) hodnotil efekt nékterych rostlinnych
silic na P. larvae pomoci stanoveni hodnoty MIC za pouziti bujonové dilu¢ni metody a
hodnot MBC na Petriho miskach s tuhym mediem. Z 28 rostlinnych silic se 2 shodovaly
s touto bakalaiskou praci. Jednalo se o rostlinné silice litsei (Litsea cubeba) a mrkve
(Daucus carota). Litsea méla ve ¢lanku hodnotu MIC 85.0 + 7.9 pg/ml a hodnotu MBC
186.0 = 21.2 pg/ml, mrkev mé¢la hodnotu MIC 482.0 £ 36.5 ahodnotu MBC
612.6 £ 52.0 pg/ml. V této bakalaiské praci méla litsea hodnotu MIC 128 pg/ml
a hodnotu MBC 256 pg/ml. Mrkev méla hodnotu MIC 256 pg/ml a hodnotu MBC 512
pg/ml. Vysledky z ¢lanku se tak téméf shoduji s touto praci. Fuseelli et al. (2006)
zkoumal hodnoty MIC pomoci bujonové diluéni metody na Mueller Hinton mediu a
hodnoty MBC na MYPGP tuhém mediu na Petriho miskach. Zkoumal hodnoty dvou
silic, a to tymianu ¢erveného (Thymus vulgaris) a skotice (Cinnamomum zeylanicum).
Hodnota MIC pro tymian byla 150-250 pg/ml a hodnota MBC 200-300 pg/ml, skofice
méla hodnotu MIC 50-150 pg/ml a MBC 100-125 pg/ml. Mnou zkoumana hodnota
MIC a MBC tymianu byla 512 pg/ml a skofice 64 pug/ml. Roussenova (2011) hodnoti
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rostlinnou silici dobromyslu (Origanum vulgare) jako silného inhibitora P. larvae.

V mé praci dobromysl fadime do skupiny silic se slabsi Gi¢innosti na P. larvae.

Z vyzkumu rostlinnych silic 1ze vyvodit, Ze silice jsou G€innymi inhibitory moru vcéeliho

plodu. Jejich pouziti by mohlo pomoci proti vyskytu tohoto onemocnéni.
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6. Zavér

V teoretické Casti této prace byla popsana v¢ela medonosna a jeji vyznam a ohrozeni.
Dale byl popsan mor v¢eliho plodu a jeho puvodce bakterie P. larvae, rostlinné silice

a jejich antimikrobialni ucinky.

Jednim ze stanovenych cili této prace bylo ovéfeni baktericidniho vlivu u vybranych
rostlinnych silic. Tento cil byl ovéfen pomoci stanoveni minimalni baktericidni

koncentrace. VSechny rostlinné silice vykazovaly baktericidni ucinky.

Dalsim cilem této bakalaiské prace bylo stanoveni minimalni inhibi¢ni a baktericidni
koncentrace u vybranych rostlinnych silic. Cast tohoto cile, ato minimalni inhibiéni
koncentrace byla stanovena pomoci diluéni bujonové metody na 96 jamkovych
mikrotitracnich desti¢kach a minimalni baktericidni koncentrace byla stanovena na
koncentrace dosahovaly rostlinné silice ¢esneku kuchynského a skotice. Hodnoty MBC
byly u téchto rostlinnych silic obdobné jako uhodnoty MIC. Mezi nejméné ucinné
z vybranych rostlinnych silic fadime rostlinou silici mrkev setou s nejvy$Simi
hodnotami inhibi¢ni a baktericidni koncentrace. Cile tedy byly v této bakalatské praci

splnény a ovéieny.

Byly stanoveny dvé hypotézy. U prvni hypotézy se porovnévala inhibi¢ni koncentrace
samotné rostlinné silice a primérna hodnota vSech kombinaci s danou silici. Prvni
hypotéza byla vyvracena u saturejky, manuky, tymianu, matetidousky a dobromyslu,
kde byla inhibi¢ni koncentrace kombinaci silic niz$i nez u silice samotné. U silice
pelargonie, hefmanku, ¢esneku, mrkve, skofice a litsei byla vyssi inhibi¢ni koncentrace

nez u silic samotnych. Tim byla hypotéza u danych silic hypotéza potvrzena.

U druhé hypotézy byly hledany interakce mezi kombinacemi rostlinnych silic, presnéji
jestli doslo k synergii ¢i adici. Tato hypotéza byla vyhodnocena pomoci indexu frakéni
inhibi¢ni koncentrace. Ani jedna kombinace rostlinnych silic nevykazovala synergické
ucinky mezi silicemi. A pouze u Sesti kombinaci silic jsme pozorovali aditivni G€inky
mezi silicemi. Ostatni kombinace byly bud’ indiferentni nebo vykazovaly antagonismus

mezi silicemi.
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10. Seznam pouzitych zkratek

ABPV
ATP

BQCV
CBPV

CCM

DMSO
DNA
DOB
DWV
FIC
HM
K2HPO4
KBV
LIT
LT
MAN
MAT
MBC
McF

MIC

virus akutni paralyzy vcel
adenosintrifosfat

virus ¢ernani matecnikti

virus chronické paralyzy vcel
Czech collection of microorganisms
cesnek kuchynsky

Ceska republika
dimethylsulfoxid
deoxyribonukleova kyselina
dobromysl

virus deformovanych kiidel
frak¢éni inhibi¢ni koncentrace
hefmanek modry
hydrogenfosforecnan didraselny
Kashmir bee virus

litsea cubeba

latentni Cas

manuka

matetidouska

minimalni baktericidni koncentrace
McFarland

minimalni inhibi¢ni koncentrace
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MRK

NT

OoTC
PCR

PLG
gRT-PCR
repPCR
SAT
SBV
SKO

TYM

mrkev seta

normaliza¢ni faktor

oxytetracyklin-hydrochlorid

polymerazova fetézova reakce

pelargonie

polymerazova fetézova reakce S reverzni transkriptazou
polymerazova fetézova reakce s repetitivnimi prvky
saturejka horska

virus pytlickovitosti v¢eliho plodu

skotice

tymidn Cerveny
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