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Souhrn

Rostliny produkuji Siroké spektrum sekundarnich metabolitl s antimikrobidlni
aktivitou. Tyto latky rlznymi mechanismy pusobi inhibicné na rlst a reprodukci
mikroorganismU a jsou dullezitym prvkem ochrany rostlin vic¢i mikrobidlnim infekcim.
Nékteré rostliny Ci jejich produkty jsou pro silné antibakteridlni Gcinky lidmi pfimo
vyuzivany v mediciné Ci potravinarstvi, bud’ tradicné ¢i jako nové alternativy syntetickych
latek.

Literarni ¢ast prace se zabyva popisem vyznamnych skupin antibakterialnich latek
produkovanych rostlinami, rozdélenych podle jejich chemické struktury a mechanismu
pusobeni.

Experimentalni ¢ast prace sestava z testl antibakteralni aktivity extraktd a silic
medicinsky vyznamnych rostlin in vitro a porovndni jejich inhibi¢nich ucinkd vici vybranym
bakterialnim kmenlm kultivovanych na pevném médiu. Provedené pokusy prokazaly
vyraznou antibakteridlni aktivitu esencidlnich olejil a drcenych Ccerstvych listl

lichorefisnice vétsi (Tropaeolum majus).



Summary

Plants produce a broad spectrum of secondary metabolites with antimicrobial
activity. These compounds acts via various mechanisms against growth and reproduction
of microorganisms and serve as important elements in plants’ defense system. Some
plants or their products are used by people in medicine or food industry, either
traditionally or as new alternatives to synthetic compounds.

The review of this work is targeted on characterization of major groups of
antibacterial compound produced by plants, classified by their chemical structure and
mechanisms of action.

Experimental part of work consists of in vitro antibacterial activity tests,
performed on selected bacterial strains cultivated on solid media. Conducted experiments
proved significant antibacterial activity of essential oils and crushed fresh leaves of

nasturtium (Tropaeolum majus).
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1 Uvod

VyuZivani rostlin pro jejich 1é¢ivé Ucinky provazi lidstvo uz od jeho pocatk(. Uz
v prehistorickych dobach lidé na vSech kontinentech systematicky pouzivali nékteré
rostliny a preparaty znich klé¢bé chorob. Postupné tak na zakladech empirickych
zkusenosti vznikly celé medicinalni systémy starych civilizaci. Archeologické nalezy
dokladaji |écebné pouzivani rostlin uz v obdobi pred Sedesati tisici lety Neandrtalci na
uzemi dnesniho Irdku (Cowan, 1999). NejstarSi pisemné zaznamy patrné pochazi ze
Sumeru z obdobi kolem 4000 pf. n. |. Z obdobi starého Egypta (3000 — 2000 pf. n. I.) se
dochovaly papyry s navody pro uzivani rlznych rostlin a preparatQ z nich pfi zdravotnich
potizich. Velmi komplexnim systémem vyuZivajicim |éCivé rostliny je staroindicka
Ajurvéda, s pocatky v obdobi kolem roku 1500 pf. n. . V té dobé soubézné vznikal neméné
komplexni systém tradi¢ni ¢inské mediciny. Tyto starobylé |é¢ebné systémy si v zemich
svého vzniku dodnes udrzuji popularitu a jinde ve svété ji nové ziskavaji. Velmi rozvinuty
systém |é¢by rostlinami byl rozvinuty i v antickém Recku a Rimé (Volak et al., 1987).

V soucasné dobé je fytoterapie — |éCebné uZivani rostlin a rostlinnych pripravkd —
stdle populdrni, predevsim v podobé lidového IéCitelstvi, pro prevenci a doplikovou
terapii zdravotnich problém(. Z mediciny bylo pouZivani rostlinnych pripravkd z vétSiny
vytlaceno nastupem syntetickych IéCiv béhem zacatku dvacatého stoleti. Pres Siroké
spektrum syntetickych |éciv si vSak néktera fytoterapeutika udrzela sva mista, napfiklad
zubni tmely s obsahem eugenolu, plivodné ziskdvaného parni destilaci z hfebicku, coZ jsou
suSenad poupata stromu hrebickovce korenného (Syzygium aromaticum). Masivnim
pouzivanim antibiotik, vétsSinou latek houbového ¢i bakteridlniho plvodu a jejich
semisyntetickych derivatli, doslo ke vzniku a Sifeni rezistentnich bakteridlnich kmenl a
predpokldada se vznik dalSich, jesté odolnéjsich. Antibakterialni Iatky ziskané z rostlin i
l[atky uméle pripravené, ale odvozené z rostlinnych, mohou byt alternativou konvencnich

antibiotik a také mozné rfeSeni rozvoje rezistentnich bakterii.



2 Cile prace

Cilem teoretické casti prace bylo vypracovani prehledu vyznamnych skupin latek
s antibakteridlni aktivitou produkovanych rostlinami podle jejich chemickych vlastnosti
a souhrn informaci o zkoumanych rostlinach a pouzitych bakterialnich druzich.

Cilem experimentalni ¢asti bylo provedeni testd antibakteridlnich vlastnosti
vybranych rostlinnych extrakt( in vitro, za pouziti dostupnych laboratornich bakterialnich

kmen( kultivovanych na pevném médiu.



3 Uvod do FeSené problematiky

3.1 Antibakterialni latky v rostlinach

Rostliny produkuji Siroké spektrum sekundarnich metabolitl s antimikrobidlni
aktivitou. Tyto latky rlznymi mechanismy pusobi inhibicné na rlst a reprodukci
mikroorganismU a jsou dullezitym prvkem ochrany rostlin vic¢i mikrobidlnim infekcim.
Nékteré rostliny Ci jejich produkty jsou pro silné antibakteridlni Gcinky lidmi pfimo
vyuzivany v mediciné ¢i potravinarstvi, bud tradi¢né Ci jako nové alternativy syntetickych
latek.

Mechanismus ucinku téchto latek je odvozen od jejich chemické struktury. Obecné
vSak maji vlastnosti, kterymi narusuji funkce bunécnych struktur bakterii. V nasledujicich
kapitolach jsou uvedeny hlavni skupiny rostlinnych antibakterialnich latek, rozdélenych

podle chemické kategorizace.

3.1.1 Terpeny

Vyznamna a obsahld skupina metabolitd vytvarenych vSemi vy$simi rostlinami.
Chemicka struktura terpen( je odvozena od jejich zakladni jednotky — isoprenu.
V organismech jsou syntetizovany postupnou kondenzaci jejich prekurzor(, isopentenyl-
PP a dimethylallyl-PP. Kyslikaté a jiné derivaty terpent jsou oznacovany jako terpenoidy
¢i isoprenoidy (Cowan, 1999).

Terpeny a terpenoidy jsou hlavnimi slozkami rostlinnych pryskyfic a esencidlnich
oleju. Jejich antimikrobidlni aktivita vychazi z vyrazné lipofilniho charakteru téchto latek;
dochazi kjejich difuzi v plasmatickych membranach, naslednému zvyseni jejich
permeability, a naruseni funkci makromolekul, vedoucimu az k lyzi bunék (Bakkali et al.

2008; Burt et Reinders 2003; Cox et al. 2000).
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Obr. 1 — Prekurzory pro syntézu terpentll — isopentenyl pyrofosfat (IPP) a jeho isomer dimethylallyl

pyrofosfat (DMAPP).

zdroj: http://en.wikipedia.org/wiki/Isopentenyl pyrophosphate

http://en.wikipedia.org/wiki/Dimethylallyl pyrophosphate

Diky velké variabilité terpenoidl tyto latky mohou mit rozliéné struktury molekul,
obsahujici aromatické a jiné cyklické systémy, jak ukazuji priklady na obrazku €. 2 a dalsi

uvedené terpenoidni latky.

(a) (b)

Obr. 2 — Kapsaicin (a), latka charakteristicka pro plody rostlin rodu Capsicum a artemisin (b)
produkovany rostlinami rodu Artemisia.

zdroje: http://en.wikipedia.org/wiki/Capsaicin

(Cowan, 1999)

3.1.1.1 Esencialni oleje

Jako esenciadlni olej byva oznacovana smés hydrofobnich latek oddélenych
z rostlinného materidlu parni destilaci ¢i extrakci. Hlavimi slozkami jsou tékavé terpeny
a terpenoidy s nizsi molekulovou hmotnosti, zodpovédné za vyrazné aroma rostlin. Vycet
nejvyznamnéjsich Celedi a druht rostlin zndmych pro obsah aromatickych esencialnich

oleju je uveden v tabulce ¢. 1.
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Kromé chemickych a antibakteridlnich vlastnosti terpenl maji nékteré latky

klasifikované jako esenciadlni oleje také vlastnosti fenoll, diky hydroxylovanym

aromatickym kruhlm; takovymi latkami jsou napf. thymol a carvacrol z esencialnich olejl
hluchavkovitych rostlin ¢i eugenol, ktey je hlavni slozkou esencialniho oleje hrebicku

(Cowan, 1999).

Tabulka €. 1 — Vyznamné rostliny produkujici esencidlni oleje (podle Cowan, 1999; Czygan, 1994;

Volak et al., 1987).

Celed Latinsky nazev Cesky nazev Hlavni slozky
Lamiaceae Lavandula angustifolia Levandule Iékarska borneol
Ocimum basilicum Bazalka prava estragol
Origanum vulgare Dobromysl obecna karvakrol, thymol,
limonen, karyofylen
Salvia officinalis Salvéj lékarska borneol, thujon
Thymus sp. Tymidn thymol, cymen
Mentha sp. Mata mentol
Myrtaceae Eucalyptus sp. Blahovicnik eukalyptol
Syzygium aromaticum Hrebickovec kofenny eugenol
Lauraceae Cinnamomum camphora Kafrovnik lékarsky kafr
Cinnamomum verum Skoficovnik pravy cinnamaldehyd
Laurus nobilis Vavtin uslechtily eukalyptol
Sassafras albidum Kasta bélava safrol
Apiaceae Anethum graveolens Kopr vonny anetol
Apium graveolens Mifik vonny limonen
Carum carvi Kmin kofenny karvon
Coriandrum sativum Koriandr sety borneol
Cuminum cyminum Sabrej kminovity cymen
Rutaceae Citrus sp. Citrus limonen, linaool, a-pinen
Ruta graveolens Routa vonna undekan-2-on
Zingiberaceae | Zingiber officinale Zazvor pravy zingiberon, gingeron
Elettaria cardamomum Kardamovnik obecny a-pinen, b-pinen, sabinen

12
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Obr. 3 — Nejvice zastoupené slozky esencidlniho oleje z Origanum vulgare: monoterpeny
(a) carvacrol, (b) thymol, (c) limonen; seskviterpen (d) karyofylen (Czygan, 1994)

zdroje: http://en.wikipedia.org/wiki/Carvacrol

http://en.wikipedia.org/wiki/Thymol

http://en.wikipedia.org/wiki/Limonene

http://en.wikipedia.org/wiki/Caryophyllene

Studie vedena Burtem a Reindersem (2003) prokazala antibakteridlni aktivitu
vybranych esencidlnich oleju vici kmenu E. coli 0157:H7. Zvlasté silnou aktivitu vykazoval
esencialni olej z Origanum vulgare — v koncentraci 625 pl.I" usmrcoval bufiky b&hem

jedné minuty.

3.1.1.2 Cannabinoidy

Skupina sekundarnich metabolitd charakteristickd pro rostliny rodu Cannabis.
Nachazeji se v malém mnozstvi v celé nadzemni ¢asti rostliny, nejvice jsou vSak obsazeny
spole¢né sdalSimi terpenoidy v pryskyfici produkované Zlaznatymi trichomy
na kvétenstvich samicich rostlin. Tato pryskyfice chrani rostliny proti herbivordm

a ztratam vody (Voldk et al., 1987).

13



OH O

(E) OH
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Obr. 4 — kyselina cannabigerolova (a) a tetrahydrocannabinol (b)

zdroj:  http://en.wikipedia.org/wiki/Cannabinoid

Kyselina cannabigerolova je prekurzorem pro syntézu dalSich cannabinoidu. Vznika
kondenzaci geranyl-PP s kys. olivetolovou nesouci dvé —OH skupiny na benzenovém jadre.
Diky nim maji cannabinoidy také vlastnosti fenolG. Cyklizaci terpenoidni ¢asti Ci jeji
modifikaci a konecnou dekarboxylaci pak vznikaji dalSi cannabinoidy, jako napfriklad
nejznéméjél'A9—tetrahydrocannabinol (Fellermeier et al., 2001).

Cannabinoidy jsou béZiné znamé pro své psychoaktivni ucinky, na vyznamu vsak
nabyvaji i moZnosti jejich vyuZiti v mediciné, zvlasté pro jejich neuroprotektivni (Zhuang
et al., 2005) a protirakovinné vlastnosti. DlleZitou vlastnosti cannabinoidd je vyznamné
synergistické plsobeni, kdy komplexni smési cannabinoid( a dalSich terpenoidd maji nizsi
toxicitu a vyssi efektivitu (Ratsch, 1998). Byla prokazana znac¢na antibakterialni aktivita
cannabinoidd vUci rGznym kmenlm Staphylococcus aureus rezistentnich k antibiotik(im

(Appendino et al., 2008).

3.1.1.3 Kapsaicin

Kapsaicin je sekundarni metabolit charakteristicky pro plody rostlin rodu Capsicum,
oznacované Casto jako chilli papriky. Dulezity je zejména pro své rozsifeni, protoZe pro
schopnost vyvolavat pocit paleni je lidmi pouZivan jako ochucovadlo pokrmu a jeho obliba
vedla také k vyslechténi fady kultivard Capsicum. Kapsaicin je ucinny vuci celé fadé druh(
bakterii, véetné Helicobacter pylori (Cowan, 1999). Struktura kapsaicinu je uvedena na

obrazku ¢. 2.
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3.1.2 Fenolické latky

Latky obsahujici ve své strukture jeden nebo vice benzenovych kruhl s —OH
skupinami. Jedny ze strukturné nejjednodussich antimikrobialnich latek v rostlinach jsou

katechol a pyrogallol, sestavajici z benzenového jadra s dvémi, resp. tremi —OH skupinami.

OH OH
OH HO OH

(a) (b)

Obr. 5 —Jednoduché fenolické latky — katechol (a) a pyrogallol (b)

zdroje: http://en.wikipedia.org/wiki/Catechol

http://en.wikipedia.org/wiki/Pyrogallol

Dalsimi béznymi fenolickymi latkami jsou hydroxylované fenylpropanoidové derivaty,
strukturné odvozené od L-fenylalaninu — napf. kyselina kdvova a p-kumarova, ¢i ddle
modifikovany koniferylalkohol, které slouzi jako intermediaty pti syntéze ligninu (Cowan,
1999).

Predpokladany mechanismus antibakterialni aktivity téchto latek spociva v jejich
reakcich s thiolovymi skupinami spolu s nespecifickymi interakcemi s terciérni strukturou

enzymU (Cowan, 1999).
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HO R

HO HO
(a) (b)

Obr. 6 — Hydroxylované fenylpropanoidy — kyselina kdvova (a), p-kumarova (b) a koniferyl
alkohol (c)

zdroje: http://en.wikipedia.org/wiki/Catechol

http://en.wikipedia.org/wiki/Pyrogallol

http://en.wikipedia.org/wiki/Coniferyl alcohol

3.1.2.1 Chinony

Jako chinony se oznacuji aromatické systémy se dvémi ketoskupinami, schopné
redukci prechazet ve fenoly — hydrochinony. V Zivych systémech jsou vsSudypfitomné
a Ucastni se oxidacné-redukcnich reakci, jako napftiklad ubichinon prenasejici elektrony
v elektronovém transportnim retézci pfi syntéze ATP v mitochondriich. Mechanismus
antibakterialni aktivity chinonld spociva v jejich vysoké reaktivité a schopnosti se
kovalentné vazat s nukleofilnimi aminokyselinami a tim narusit funkci proteini (Cowan,
1999).

Antibakterialni aktivitu chinonl prokazala studie anthrachinonovych derivata
izolovanych z kefe Cassia italica, které byly v diskové difuzni metodé ucinné vuaci Bacillus

anthracis a Pseudomonas pseudomalliae (Kazmi et al., 1994).
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Obr. 7 — Priklady rostlinnych chinont — (a) 1,5-dihydroxy-3-methoxy-7-methylantrachinon
izolovany z Cassia italica (Kazmi et al., 1994) a (b) hypericin, jedna z hlavnich Géinnych

latek tfezalky teckované (Hypericum perforatum) (Cowan, 1999)

3.1.2.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou Siroka skupina latek produkovanych rostlinami. Slouzi predevsim
jako rostlinné pigmenty prevazné Zlutych a cervenych, ale i modrych barev. Vyznamné
jeijejich antimikrobidlni plsobeni, specifické flavonoidy mohou byt rostlinou
produkovany jako odpovéd na infekci jako takzvané fytoalexiny. Strukturné jsou odvozeny
od fenylpropanoidl, v molekule obsahuji zakladni strukturu z 2-fenyl- (flavony) ¢i 3-fenyl-
1,4-benzopyronu (isoflavony), c¢asto vicenasobné hydroxylovanou; 3-OH flavony se
oznacuji jako flavonoly. Mechanismus pUsobeni je obdobny jako u fenolickych latek
a chinon, flavonoidy se mohou vazat na povrchové proteiny mikroorganismud a narusit

tim jejich funkce (Cowan, 1999).
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Obr. 8 — Flavon chrysin (a) a flavonol quercetin (b), béZné obsazené v rostlinach.

zdroje: http://en.wikipedia.org/wiki/Chrysin

http://en.wikipedia.org/wiki/Quercetin

3.1.2.3 Kumariny

Dalsi rozsitenou skupinou jsou kumariny, strukturné odvozené od fenylpropanoidu.
Jedna se o latky ¢astecné tékavé a davaji susenym rostlinam (senu) charakteristickou vini.
Zakladni latka — kumarin — vznika cyklizaci kyseliny o-kumarové, dale je jeho struktura
modifikovdna naptiklad hydroxylaci. Kumariny mohou mit v rostlinach roli fytoalexina,
podobné jako flavonoidy. Znamym a bohatym zdrojem kumarinu je nat marfinky vonné
(Galium odoratum), jez poskytuje extrakty s obecnou antibakteridlni aktivitou (Cowan,

1999).

Obr. 9 — Chemicka struktura kumarinu.

zdroj:  http://en.wikipedia.org/wiki/Coumarin
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3.1.2.4 Taniny

Taniny jsou vysokomolekularni latky rostlinného plvodu schopné denaturovat
proteiny, napfiklad sraZet Zelatinu z roztoku. Podle struktury se rozliSuji na dvé skupiny —
taniny hydrolyzovatelné, zaloZzené na mnohondsobnych esterech kyseliny gallové
a glukézy. Kondenzované taniny jsou Ilatky polymerniho charakteru, slozené
z flavonoidovych jednotek. Obé skupiny jsou v rostlinach Siroce zastoupeny ve vSech jejich
Castech (Cowan, 1999). Patrné nejznaméjsSim zdrojem taninl je dubova kira, tradicné
uzivana v lidovém lécitelstvi jako adstringens (Volak et al., 1987).

Mechanismus antimikrobidlniho Gcinku tanini je podobny jako u jednodussSich
fenolickych latek, mohou tvofit kovalentni vazby s povrchovymi proteiny mikroorganismu.
Diky vyssim molekulovym hmotnostem kondenzovanych tanin( se tyto na proteiny vazi
taky prostfednictvim nepoldrnich interakci (Cowan, 1999).

Extrakty hydrolyzovatelnych tanind jsou efektivni vacéi Helicobacter pyroli
a Escherichia coli v podminkach in vitro, pusobeni taninl na bakterie vedlo k poskozeni

membran a fuzi bunék (Funatogawa, 2004).
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Obr. 10 — Taniny — 1,2,3,4,6-pentagalloylglukdza (a) je jednoduchy hydrolyzovatelny tanin a
prekurzor pro syntézu dalSich odvozenych hydrolyzovatelnych taninG a procyanidin-B2 (b)
jako priklad jednoduchého kondenzovaného taninu. (Cowan, 1999)

zdroje: http://en.wikipedia.org/wiki/1,2,3,4,6-pentagalloyl-glucose

http://en.wikipedia.org/wiki/Procyanidin B2
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3.1.3 Glukosinolaty

Glukosinolaty jsou sekundarni metabolity rostlin fadu Brassicales. Jejich chemicka
struktura je odvozena od thioglukosy a aminokyseliny, postranni fetézec molekuly
je podle vychozi aminokyseliny alifaticky (methionin, leucin, isoleucin, valin) nebo
aromaticky (fenylalanin, tyrosin, tryptofan) a ovliviiuje biologickou aktivitu. Glukosinolaty
maji pro rostlinu ochranny vyznam, jelikoZ jsou prekurzory pro smés tékavych drazdivych
isothiokyanatl a dalSich produktl odpuzujici herbivory nebo jiné Skidce mechanicky
narusujici rostlinu; tyto latky se spole¢né oznacuji jako takzvany horci¢ny olej (mustard

oil). (Bones et Rossiter, 1996; Matile, 1980)
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Obr. 11 — Glukosinolaty sinigrin (a), obsazeny v hofcici (Brassica nigra) a glukotropaeolin (b),
hlavni glukosinolat obsazeny v lichotefisnici (Tropaeolum majus).

zdroje: http://en.wikipedia.org/wiki/Sinigrin

Kleinwachter, 2008

Antibakterialni aktivita produktl hydrolyzy glukosinolatli je zplsobena vysokou
reaktivitou a lipofilnim charakterem téchto latek, které se vazi na povrchové struktury
bunék a zplsobuji rozpad bunécné membrany. Olej ziskany parni destilaci z kofenu
subtropického kere Salvadora persica obsahuje jako hlavni slozku benzyl isothiokyanat a je
silné aktivni vi¢i gram-negativnim bakteriim a v 1 % koncentraci také vici Staphylococcus
aureus. Koreny kefe S. persica se tradicné pouzivaji k vyrobé dfivek k ¢isténi zubd,

znamych jako Miswak. (Sofrata, 2011)
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3.1.3.1 Glukosinolat-myrosinazovy systém

Rozklad glukosinolatd na reaktivni antimikrobialni latky je katalyzovan
myrosindzami, coZ jsou enzymy ze skupiny glykosid hydroldz specificky rozkladajici
glukosinolaty. Zatimco glukosinolaty jsou akumulovany ve vakuole, myrosinasy se
nachazeji na membranovych kompartmentech v cytoplasmé. Pfi mechanickém naruseni
pletiva dojde ke smichani obsahu vakuoly s cytoplasmou a naslednému vzniku produktd
enzymatické hydrolyzy (Bones et Rossiter, 1996; Burow, 2007; Kleinwachter, 2008; Matile,

1980). Prlibéh reakce je znaroznén v nasledujicim schématu.

Schéma ¢. 1 — Vznik isothiokyanatd, nitril( a thiokyanat( z glukosinolatu.

FH CI)’ myrosindza S
HO - > R—< + D-glukdza
Hg&,s 7 “O\O \ )
R
glukosinolat
ETS TFP
i N\
Nx
~C
~ v S
isothiokyanaty R—C=N N
thiokyanaty
nitrily

Isothiokyanaty vznikaji z nestabilniho meziproduktu spontanné jako hlavni produkt reakce, nitrily
za pritomnosti ETS — epithiospecifier protein a thiokyanaty za spolutcasti TFP — thiocyanate

forming protein (Bones et Rossiter, 1996; Kleinwachter, 2008).
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3.1.4 Alkaloidy

Alkaloidy jsou rozmanita skupina sekundarnich metabolitl obsahujici ve své
strukture bazicky atom dusiku, nejcastéji v heterocyklu. Jsou znamé pro spektrum
biologickych aktivit, mnohé alkaloidy jsou vyuZivany pro ucinky na nervovou soustavu
Clovéka, naptiklad sedativni a narkotizujici alkaloidy maku setého (Papaver somniferum).

Tyto latky vSak mohou mit také antibakteridlni Gcinky. Alkaloidy berberin,
pochdzejici z dfistalovitych rostlin (Berberidaceae) a harmin, produkovany harmalou
mnohodilnou (Peganum harmala) maji vysoce aromatickou planarni strukturu a jsou

schopny interkalovat do DNA bakterii (Cowan, 1999).

I

+ =

N
Y i LA
CHs

Iz

“CHs
(a) (b)

Obr. 12 — Alkaloidy berberin (a) a harmin (b).

zdroje: http://en.wikipedia.org/wiki/Berberine

http://en.wikipedia.org/wiki/Harmine
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3.2 Charakteristika studovanych rostlinnych druh U

3.2.1 Salvia officinalis L. (Lamiaceae) — Salv éj léka fska

Vytrvaly polokef svétvemi na bdzi dfevnatéjicimi, dorUstajici maximalné 70cm
vysky, silné aromaticky. Vstficné, rapikaté, eliptické listy a nezdrevnatélé stonky jsou
pokryty mnohobunéénymi trichomy. Pochazi ze Stfedomorské oblasti (Jadran a Mala
Asie); pro své medicinalni, kulinarské a ozdobné vyuziti je béZné péstovana jako zahradni
rostlina (Volak et al., 1987).

Pouzivanou drogou jsou susené listy — Salviae folium — obsahujici 1-2,5 %
esencialniho oleje sestavajiciho z thujonu (35-60 %) a dalSich monoterpent, predevsim
cineolu; 3-7 % tanin( vcetné kyseliny rozmarynové; dale obsahujici diterpenoidni hofciny
(carnosol, rosmanol a jeho 7-methyl ether, manool a dalsi) a triterpenoidy — kyselinu
oleanolovou a jeji derivaty (Czygan, 1994).

Droga se ve formé nalevu nebo ethanolové tinktury tradicné uziva vnitiné jako
antiflogistikum pfi zanétech dychacich cest a sliznic Ustni dutiny, k tlumeni Cinnosti Zlaz

s vnéjsi sekreci, pro své estrogenni uc¢inky byva uzivana pfi menopauze. (Volak et al., 1987)

3.2.2 Origanum vulgare L. (Lamiaceae) — dobromysl obecna

Vytrvald bylina dordstajici 20 — 90 cm, s dfevnatéjicimi vybézky oddenk( a bazemi
vétvi. Stonky jsou nacervenalé, ctyrhranné, nesouci vstficné vejcité listy, zakoncené
hlavkou drobnych nachové rGzovych kvét(; plodem je tvrdka. Cela rostlina je prijemné
aromaticka a v dobé kvétu (Cervenec az zari) pritahuje mnozstvi vcel.

Pavodni areal rozsiteni tohoto druhu je pravdépodobné ve Stfedomorské oblasti,
diky dlouhodobé kultivaci pro medicindlni a kulinarské ucely rostlina zplafiovala a vznikly
pocetné kultivary (Volak et al., 1987).

Nat obsahuje asi 0,4 % esencidlniho oleje, sestavajiciho prevainé ztékavych

terpenoidd — carvacrolu, thymolu, limonenu, ocimenu a dalSich (Czygan, 1994).
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3.2.3 Echinacea purpurea (L.) Moench (Asteraceae) — t Fapatka nachova

Vytrvala rostlina se vzpfimenymi vétvenymi stonky se stfidavymi rapikatymi listy,
svétlomilnd a snasejici sucho, dorlstajici vysky do 200 cm. Kvete ndpadnymi ubory
s ostnitymi oboupohlavnimi trubkovitymi kvéty a rGZovofialovymi kvéty jazykovitymi.
Pochazi z vychodu Severni Ameriky; péstuje se jako ozdobna a léciva rostlina (Volak et al.,
1987).

PouZivanou drogou jsou kofeny nebo nat (Echinaceae radix/herba), obsahujici
smés specifickych polysacharid(i, derivaty kyseliny kavové, kyselina cichorova (¢ekankova),
fadu alkylamidd a esencialni olej (Czygan, 1994).

Droga byva uZivana jako ndlev vnitiné pfi nachlazenich a infekcich dychacich cest
avnéjSné na Spatné se hojici poranéni. Trapatka nachovd a pribuzné druhy jsou
vyznamnymi rostlinami v tradiéni mediciné plvodnich obyvatel Severni Ameriky (Volak

etal., 1987).

3.2.4 Tropaeolum majus L. (Tropaeolace) — licho FefiSnice v étsi

Jednoletd bylina s duZznatymi poléhavymi stonky dlouhymi az 100 cm, nesoucimi
stfidavé Stitovité listy a vyrazné barevné péticetné kvéty sostruhou. Pochazi
z Jihoamerickych And, je péstovana jako dekorativni rostlina a nachazi vyuziti
ve fytoterapii a jako zelenina (Voldk et al., 1987).

Celd rostlina obsahuje glykosid glukotropaeolin a myrosindzy. Pfi naruseni pletiv
dochazi k promichani obsahu bunééné vakuoly a cytoplasmy a tvorbé benzyl
isothiokyanatu, jako hlavniho produktu hydrolyzy glukotropaeolinu myrosindazami. Pfi
poziti listh je benzyl isothiokyanat metabolizovan reakci s glutathionem. Vznikly N-acetyl-
S-(N-benzylthiokarbamoyl)-L-cystein v ledvinach hydrolyzuje za zpétného odstépeni benzyl
isothiokyanatu (Mennicke et al., 1988). Susené a Cerstvé listy jsou pouzivany predevsim

pti infekcich mocovych cest (Volak et al., 1987).

3.2.5 Lavandula angustifolia Mill. (Lamiaceae) — levandule Iéka Fska
Vytrvany vidyzeleny poléhavy polokef s vyhony dorUstajicimi az do 60 cm. Listy

jsou vstricné, prisedlé, uzce kopinaté. Kvéty vyrlstaji na vrcholech vykon( v preslenech,
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dobou kvétu je Cerven az zari. Celd rostlina mimo zdrevnatélé casti a kvéty je pokryta
jemnymi trichomy a je vyrazné aromatickd. Je Casto péstovdna jako zahradni rostlina,
pro lécivé ¢i okrasné ucely, v mnozstvi kultivar(.

Pouzivanou drogou je nat, kvét ¢i esencialni olej. V lidovém Iécitelstvi se nejc¢astéji
uziva ve formé nalevl jako mirny uklidiujici prostfedek ¢i zevné k omyvani nehojicich

se ran (Volak et al., 1987).

3.3 Charakteristika studovanych bakterialnich druh U

Studované druhy bakterii byly vybrany na zakladé jejich dostupnosti, zarazeni

do kategorii nebezpeénosti a snadné kultivaci na pevném médiu.

3.3.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je Gram-positivni, fakultativné anaerobni kokalni bakterie,
pozitivni na katalazu a koagulazu. V mikroskopickém meétitku je patrna organizace bunék
do hroznovitych utvard. Makroskopicky roste ve formé velkych, zlatozlutych kolonii
(Bednar et al., 1999), toto zabarveni je zpUsobeno pfitomnosti karotenoidniho pigmentu
staphyloxanthinu, ktery je zaroven dualeZitym faktorem virulence, nebot jako antioxidant
umoziuje bakteriim prekondvat imunitni reakci (oxidative burst) napadeného organismu

eliminaci hydroxylovych radikal( (Clauditz, 2006).

Hoﬁo :
HO o e R R S R T T R =
o)

Obr. 13 — Staphyloxanthin

zdroj:  http://en.wikipedia.org/wiki/Staphyloxanthin

Je béinym prvkem lidské kozni mikroflory a také oportunistickym patogenem,
zpUsobujicim Siroké spektrum onemocnéni, od méné zavainych koznich infekci po Zivot

ohroZzujici zapal plic, meningitidu, sepsi, ¢i syndrom toxického Soku. Zvlasté nebezpecné
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jsou kmeny rezistentni vac¢i antibiotikim, predevsim MRSA (methicilin-resistant

Staphylococcus aureus) (Bednar et al., 1999).

3.3.2 Escherichia coli

Je  Gram-negativni, fakultativné anaerobni bakterie tvaru zaoblené tycky,
pohybliva diky peritrichalné umisténym bicikim. PFi kultivaci na pevném médiu tvofi
kulaté vypouklé kolonie krémové barvy, vydavajici fekalni zdpach. Escherichia coli je
typicky komenzal zazivaciho traktu teplokrevnych Zivocichl, u clovéka kolonizuje dolni
Cast tenkého streva a tlusté stfevo zahy po narozeni. Svoji pfitomnosti zabrafiuje mnozeni
nezadoucich bakterii, podili se na traveni a vytvari vitamin K,. Mimo bézné kolonizované
oblasti traviciho traktu muiZe byt E. coli pro Clovéka patogenni, zplUsobuje zanéty
mocovych cest a pfi poZiti kontaminované vody ¢i potravy gastroenteritidu (Bednar et al.,
1999).

E. coli je nejspiSe nejvyznamnéjSim modelovym organismem pro praci
s rekombinantni DNA v molekularni biologii. Diky mnoZstvi expresnich systému je mozné
E. coli pouzivat k produkci heterolognich protein experimentdlné i v priimyslovém

méritku, napriklad lidského inzulinu, vakcin a imobilizovanych enzymu (Cornelis, 2000).

3.3.3 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis je Gram-pozitivni, fakultativné aerobni bakterie tyckovitého tvaru,
typického pro rod Bacillus. Je v pfirodé Siroce rozsifena vpludé a jako komenzal
je pritomna i v mikroflore lidského stfeva. Bunky B. subtilis maji rigidni peptidoglykanovou

bunécnou sténu, jsou pohyblivé diky mnoZstvi bicik(. PFi kultivaci na pevném médiu tvofi
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bilé az krémové kolonie s vinitym okrajem. Kromé binarniho symetrického déleni jsou pfi
nepfiznivych podminkach (nedostatek nutrientl, osmoticky stres) schopny asymetrickym
délenim tvofit velmi odolné endospory, schopné odolavat extrémnim podminkam (Bednar
et al., 1999).

B. subtilis neni pro Clovéka patogenni, vybrané kmeny jsou pouZivany tradicné
k fermentaci potravin. VJaponsku jsou fermentované sdjové boby znamé jako natto,
hotovy vyrobek mda diky polysachariddm bakteridlniho pdvodu a produktiim
enzymatického Stépeni typickou konzistenci a zdpach a jeho konzumaci jsou pricitany
probiotické ucinky.

Diky schopnosti tvorby endospor a pfijimat DNA z prostiedi je B. subtilis pouzivan
jako modelovy organismus. V prdmyslu slouzi k produkci protedz a dalSich enzym(
pridavanych do Cisticich prostfedkl. Specifické kmeny jsou schopné produkovat
polypeptidovd antibiotika (bacitracin, polymyxin) pouzivana i v humanni mediciné (Jamil

et al., 2007).
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4 Material a metody

4.1 Rostlinny material

Ke studiu antibakteridlnich ucink( byly pouzity tyto druhy rostlin: Lichorefisnice
vétsi (Tropaeolum majus), Trapatka nachova (Echinacea purpurea), Salvéj 1ékaiska (Salvia
officinalis) pro pfipravu vodnych a ethanolovych extraktl a Dobromysl obecnd (Origanum
vulgare) a Levandule lékarska (Lavandula angustifolia) ve formé esencialnich oleju.
LichorefiSnice byla pro studium péstovana ve dvou vzorcich. Listy ostatnich rostlin,
Echinacea purpurea a Salvia officinalis byly sbirany z venkovnich trvalych kultur Centra
aplikovaného vyzkumu zelenin a specidlnich plodin v Olomouci, vyzkumného centra

Vyzkumného Ustavu rostlinné vyroby, v.v.i. (Praha — Ruzyné).

4.1.1 Péstovani pokusnych rostlin

Tropaeolum majus — vzorek ¢. 1

Semena smeési kultivard ,Mix“ znacky Nohel garden byla vyseta 20. 5. 2011
do substratu FlorCom® SB pro balkonové rostliny do kvétnikd o priméru 7 cm. 16. ¢ervna
byly rostliny presazeny do vétSich kvétnikli o priméru 14 cm do stejného substratu
s pfidanim agroperlitu v mnozstvi 25% objemu. Rostliny byly celou dobu vegetace
péstovany ve skleniku, se zalivkou ob den a jednou za 14 dni byly pfihnojovany hnojivem
Kristalon start v mnozstvi 1 g / L zalivkové vody. Kvali napadeni molici sklenikovou bylo

nutné opakované osetieni postfikem Talstar v koncentraci 0,03 %.
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Tropaeolum majus — vzorek €. 2

Semena zn. Semo SmrZice, smés kultivard, byla vyseta 31. brezna do vlhkého
perlitu. Po vykli¢eni byly rostliny prepikyrovany do zahradnického substratu. Po 15. kvétnu
byly rostliny vysazeny na venkovni stanovisté. Rostliny nebyly béhem vegetace
prihnojovany. Diky mensSimu teplotnimu stresu a volnému prostoru pro kofeny byly

rostliny oproti vzorku €. 1 znatelné vitalnéjsi a dosahovaly vétsiho vzrlstu a ndsady kvéta.

4.1.2 Rostliny z trvalych kultur

Rostliny byly péstovany Centrem aplikovaného vyzkumu zelenin a specidlnich
plodin v Olomouci, vyzkumného centra Vyzkumného Ustavu rostlinné vyroby, v.v.i.
(Praha —Ruzyné), jako wytrvald kultura na venkovnim stanovisti, bez prihnojovani,

s pravidelnou udrzbou a kypfenim okolni pGdy.

Salvia officinalis
kédové oznaceni 2827

PUvod: Botanische Garten Kahlensberg, SRN
Echinacea purpurea

kédové oznaceni 3435

PGvod: Institut za hmeliarstvo in pivovarstvo, Zale¢, Slovinsko; Index seminum 2003
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4.1.3 Esencialni oleje

Extrakty silic Origanum vulgare (kddové oznaceni 3879) a Lavandula angustifolia
(kultivar Beta) byly ziskdny od Centra aplikovaného vyzkumu zelenin a specidlnich plodin
v Olomouci, vyzkumného centra Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby, v.v.i. (Praha—
Ruzyné). Byly pfipraveny destilaci drcené susené naté s vodni parou a oddélenim frakci
destilatu.

Dale byl pouZit levandulovy esencidlni olej znacky Salus (INCI: Lavandula

angustifolia, typ ,,Mont Blanc”, zemé pGvodu: Francie).

Origanum vulgare
kéddové oznaceni 3879

Plvod: Botanische Garten Kahlensberg, SRN

Lavandula angustifolia
Kultivar BETA
Pavod: Slechténi Centra aplikovaného vyzkumu zelenin a specidlnich plodin v Olomouci,

vyzkumného centra VURV, v.v.i. (Praha — Ruzyné) (Vondrakova, 2012, pers. comm.)

4.2 Pouzité bakterialni kultury

Pouzité kmeny bakterii pochazi z Ceské sbirky mikroorganism@ (Czech collection

of microorganisms) Pfirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity v Brné.
CCM 4624 Bacillus subtilis (z roku 2006)

CCM 5172 Escherichia coli (2010)

CCM 4223 Staphylococcus aureus subsp. aureus (2006)
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4.2.1 Priprava kultiva €niho média a Petriho misek

Pro vSechny difuzni testy byl pouzit jednotny postup pfipravy misek. Jako médium
pro kultivaci byl pouZit Nutrient Agar w/ 1% Peptone (HiMedia). Agar byl pfipraven podle
pokynl vyrobce (35 g na litr deionizované vody) a sterilizovan v autoklavu pri 121 °C.
Sterilizovany agar byl zahorka prelit ve sterilnich podminkdch do jednorazovych
plastovych Petriho misek. Po vychladnuti agaru byly misky do dalSiho pouziti uskladnény

v lednici (6 °C) zabalené v hlinikové fdlii.

4.2.2 Inokulace bakterialnich kmen

Bakterie z lyofilizovanych izolatd kmen(l byly 24 hodin pred zacatkem experimentu
predkultivovany v Nutrient Broth w/ 1% Peptone (HiMedia). Inokulace misek pred
difuznimi testy byla provedena rovnomérnym nakapanim 100 pL suspenze bakterii

(S. aureus, E. coli, B. subtilis) a rozetfrenim sklenénou bakteriologickou tycinkou.

4.3 Test antibakterialni aktivity vodnych extrakt G

Vodné extrakty z rostlin ve formé ¢aja a odvar( jsou ve fytoterapii Siroce uzivané,
Casto i pro antibakteridlni ucinky. Test byl navrZen za Ucelem simulace pUsobeni téchto

extraktd na bakterie.

4.3.1 Priprava vodnych extrakt U

Cerstvé listy ustfizené nGzkami ve spodni &asti fapiku byly zabaleny do hlinikové
folie a vhozeny do tekutého dusiku. Po zmrazeni byly uchovavany v mrazéku pfi -80 °C.
Takto uchovné listy byly pouZzity pro vyrobu vodnych i ethanolovych extraktu.

Rostlinny materidl byl homogenizovan v tfeci misce za pouziti tekutého dusiku.

Dvakrat po 0,5 g a 1 g homogenizatu kazdého vzorku bylo pfeneseno do zkumavek,
zalito 10 mL vody, zvortexovano a inkubovano v uzaviené zkumavce ve vrouci vodni lazni
30, resp. 60 minut. Po inkubaci byly nezfiltrované vzorky uchovany do dalSiho dne pfi 6 °C.
Extrakty byly od rostlinného materidlu oddéleny podtlakovou filtraci pres filtracni papir,

sterilizovany autokldvem (120 °C) a uloZeny do dalSiho pouziti v mrazaku pfi-20 °C.
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4.3.2 Difuzni diskové testy

Na inokulovanou plotnu misek bylo umisténo 5 papirovych diski pro extrakty
ajeden disk pro sterilni vodu (negativni kontrola) nebo disk s 30 pg minocyklinu
(HiMedia Minocycline 30 mcg SD158) (pozitivni kontrola). Na vSech 5 diskd pro extrakt
bylo pipetou aplikovano 6 plL rostlinného extraktu; na disk pro negativni kontrolu bylo
aplikovano 6 pL sterilni vody.

Pro orientacni test antibakteridlni aktivity ethanolu byly na misku inokulovanou
stejnym zpUsobem umistény 4 papirové disky, na které bylo aplikovano 6 pL sterilni vody
nebo etOH v koncentracich 50 %, 70 % a 96 %.

Misky byly inkubovany 24 hodin pfi 36,5 az 37 °C, zdokumentovany

a vyhodnoceny.

4.4 Test antibakterialni aktivity ethanolovych extr  akta

Dalsi formou fytoterapeutik jsou takzvané tinktury, coz jsou maceraty rostlinného
materidlu ve vodném roztoku ethanolu, obvykle 40 % nebo 70 % v/v. Pro testy byly
pripraveny extrakty v ethanolu o téchto koncentracich a také v 96 % pro zvyseni efektivity
extrakce nepolarnich latek. Nevyhodou ethanolovych extraktli pro pouZiti v diskovych

difuznich testech je vSak vysoka antibakterialni aktivita samotného ethanolu.

4.4.1 Priprava ethanolovych extrakt

Rostlinny material byl homogenizovan v treci misce za pouziti tekutého dusiku.
Homogenizované susené listy (Salvia, Tropaeolum, Echinacea) byly v mnoZstvi 0,5 g zality
10 mL etOH v koncentraci 40 %, 70 % a 96 % v/v.

Po 2 g homogenizovanych Cerstvych listl lichorefisnice bylo pfeneseno do plastové
zkumavky a po dvouhodinové inkubaci pfi 37 °C bylo pfidano 10 mL etOH v koncentraci
40 %, 70 % a 96 %. Obsah vSech zkumavek po pridani etOH byl promichan vortexem.

Extrakce probihala 72 hodin v uzavienych plastovych zkumavkach, v pokojové
teploté bez pristupu svétla. Po skonceni extrakce byly roztoky odsaty pipetou, preneseny

do Cistych plastovych zkumavek a do pouZiti uchovavany pri-80 °C.
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4.4.2 Difazni diskové testy

Pro kazdy vzorek byly pfipraveny dvé Petriho misky od kazdého bakteridlniho
kmene. Na kazdou plotnu bylo rozmisténo 5 sterilnich papirovych disk(i pro testovany
extrakt a pozitivni kontrola (minocyklin) nebo negativni kontrola (papirovy disk pro Cisty
roztok etOH). Na disky byly pipetou naneseny 4 uL testovaného extraktu. Na disk pro
negativni kontrolu byly naneseny 4 pL etOH v koncentraci shodné s testovanym extraktem
(40 % v pripadé Dubovych kapek).

Misky byly inkubovany 24 hodin pfi 36,5 az 37 °C, zdokumentovany

a vyhodnoceny.

4.5 Test antibakterialni aktivity esencialnich olej .

Na pfipravenou a inokulovanou plotnu v Petriho misce bylo umisténo 5 papirovych
diskd predem napusténych 2,5 pL esencialniho oleje a disk napustény 2,5 uL sterilni vody
(negativni kontrola) nebo disk s 30 pg minocyklinu (pozitivni kontrola).

Pro kazdy vzorek esencialniho oleje bylo pfipraveno 30 diskd, 3 K+ a 3 K- pro kazdy
bakteridlni druh. Misky byly kultivovany 24 h pfi 36,5 az 37 °C, zdokumentovany

a vyhodnoceny.

4.6 Test antibakterialni aktivity — €erstvych list G Tropaeolum majus

Zmrazené cCerstvé listy lichorefisSnice byly homogenizovany za pouZiti tekutého
dusiku v tfeci misce. Doprostied pfipravenych inokulovanych Petriho misek byla vznikla
viskdzni pasta nanesena v mnozstvi 1 g. Misky byly kultivovany 24 h pfi 36,5 az 37 °C,

zdokumentovany a vyhodnoceny.
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5 Vysledky

5.1 Testy vodnych extrakt U

Zadny z pripravenych vodnych extraktd nevykazoval antibakterialni aktivitu. Kolem
napusténych diski nebyly pozorovatelné zadné inhibi¢ni zéony. Vyrazné inhibi¢ni zény

vznikly kolem disk( s minocyklinem (pozitivni kontrola).

N

Obr. 14 — Negativni vysledek testu aktivity vodniho extraktu (Salvia officinalis 1 g / 10 mL H20,

extrahovano 30 min.) Na levé misce uprostied K- (H,0), na pravé minocyklin 30 pg

s vyraznou inhibiéni zénou.

5.2 Testy ethanolovych extrakt 0

U diskQl s cistym ethanolem doslo k vytvoreni inhibi¢nich zén, svou velkosti
odpovidajicich koncentraci etOH v daném disku. Antibakteridlni aktivita se projevovala
uz od koncentrace 50 % v/v.

Byl zaznamenan vznik nepravidelnych inhibi¢nich zén kolem disk( s extraktem di
ethanolem o koncentraci 70 % a 96 %. U disk(l s extraktem ¢i ethanolem v koncentraci

40 % nebyla inhibice ristu bakterii vibec patrna. Inhibi¢ni zény diskl s extrakty byly
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velikostné a tvarové shodné sinhibicnimi zonami diskd s negativni kontrolou.
Pozorovatelny inhibicni efekt byl zpldsoben hlavné ethanolem obsazenym v extraktech

nebylo moZné posoudit ucinek samotnych extrahovanych latek.

st N

Obr. 15 — Negativni vysledek testu aktivity ethanolového extraktu (Echinacea purpurea, 2g / 10 mL
70% etOH) Na levé misce uprostred K- (70% etOH), na pravé minocyklin 30 pg s inhibicni

zoénou.

5.3 Testy esencialnich olej

Disky s esencialnimi oleji mély kolem sebe jasné patrné inhibi¢ni zény. Primérné
velikosti inhibi¢nich zén vzork( esencialnich olejd a K+ jsou uvedeny v tabulce ¢. 2.

Z grafu na obrdzku ¢. 16 je patrna podobna mira citlivosti bakterialniho druhu
k rGznym antibakteridlnim latkdm — u Bacillus subtilis byly inhibi¢ni zény vétsi v porovnani
s ostatnimi dvéma druhy, u Escheichia coli naopak mensi.

Nejvyssi aktivitu vaci Bacillus subtilis vykazoval vzorek Lavandula angusifolia

SALUS, jak je moZno vycist z grafu na obrazku ¢. 17. VUci Escherichia coli vykazoval nejvyssi

aktivitu vzorek Lavandula angustifolia BETA, cozZ je patrné na grafu na obrazku ¢. 18.

35



Z grafu na obrazku ¢. 19 lze vyvodit, Ze vzorek Origanum vulgare vykazoval

relativné mensi aktivitu vici S. aureus v porovnani s predeslymi vzorky, citlivost S. aureus

byla lehce vyssi neZ citlivost E. coli. Hodnota aktivity vaci B. subtilis byla podobna jako

u predeslych esencidlnich olej(.

Tabulka €. 2 - Primérné velikosti inhibi¢nich zon testovanych esencidlnich olejd a K+.

vzorek S. aureus E. coli B. subtilis
diinny [mm] | sm. odch. | djn) [mm] | sm. odch. | d(nn [mm] | sm. odch.
Lavandula Salus 2,5 pL 10,58 1,63 8,24 0,48 10,87 2,80
Lavandula Beta 2,5 pL 10,18 2,02 7,73 0,41 12,32 1,64
Origanum 2,5 pL 8,20 1,19 7,76 0,68 11,99 2,91
minocyklin 30 ug 23,06 3,83 19,00 3,40 32,33 3,51

Kazdy vzorek byl testovan v tficeti opakovanich (discich) na bakteridlni kmen. Minocyklin 30 pg

(K-) byl testovan na kazdy kmen devétkrat.
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Obr. 16 — Porovnani aktivity esencialnich olejd a K+ u pouzZitych bakterialnich druha.

36



14,00

12,00 -

10,00 -
8,00 -
6,00 -
4,00 -
2,00 -
0,00 -

S. aureus E. coli B. subtilis

6n [mm]

hz

¢nicl

hibi

prameér in

Obr. 17 — Porovnani pramérné velikosti inhibi¢nich zén vzniklych po aplikaci esencidlniho oleje

Lavandula angustifolia 'MontBlanc' (SALUS) — 2,5 uL / disk.
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Obr. 18 — Esencialni olej Lavandula angustifolia 'BETA' — 2,5 uL / disk.
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Obr. 19 — Esencidlni olej Origanum vulgare — 2,5 uL / disk.

Obr. 20 — Inhibi¢ni zény vzniklé plsobenim levandulového esencidlniho oleje (vzorek ,Mont Blanc’

zn. SALUS, 2,5 pl na disk) na misku inokulovanou B. subtilis.
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5.4 Testy €erstvych list

Byla zaznamenana velmi silnd aktivita vUci Staphylococcus aureus, kdy doslo ke
kompletni likvidaci bakterii na celé misce (90 mm) — médium bylo bez zakalu ¢i kolonii.

U Escherichia coli a Bacillus subtilis vznikly kolem kupky drcenych listd svétlé zakaly

a kolem nich inhibi¢ni zény s neostrym ohrani¢enim o primeéru asi 45 mm.

Obr. 21 — Srovnani rlstu bakterialnich kmen( (E. coli, S. aureus a B. subtilis) na Petriho miskach

s jednim gramem Cerstvych drcenych listli Tropaeolum majus a kontrolnich misek (dole).
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6 Diskuse

Provedené experimenty prokdazaly antibakteridlni aktivitu nékterych rostlinnych
latek, zavislou na jejich koncentraci a pouZité forme.
zvolenou metodou pripravy, pfilis dlouhou extrakci a naslednou sterilizaci roztokdh mohly
byt aktivni latky degradovany ¢i v pfipadé tékavych latek se tyto mohly z extraktu odpafrit.
Tyto latky maji také vétSinou hydrofobni charakter a proto je jejich extrakce do vodného
roztoku neucinna.

U ethanolovych extraktd baktericidni aktivita ethanolu ve vzorcich prekryla
moznou aktivitu extrahovanych latek. Vysledky testl byly také negativné ovlivnény
chybné zvolenou metodikou, kdy byly vzorky nanaseny na disky jiz umisténé na
inokulouvanou agarovou plotnu. Nanasené vzorky ztékaly z papirovych diskl na agar
avznikaly tak velmi nepravidelné inhibi¢ni zény. Daleko vhodnéjsi by bylo extrakty
pripravit ze susenych vzorku, nasledné odpafit ethanol a odparek rozpustit napriklad
v DMSO a vznikly roztok pouzit k diskovym difuznim testd s ¢istym DMSO jako negativni
kontrolou. Podobny postup pouziva ve své studii Smith et al. (2007).

Esencialni oleje Cili silice vykazovaly vyznamnou antibakteridlni aktivitu vici gram-
pozitivnim i gram-negativnim bakteriim. Inhibi¢ni zény se liSily tvarem a charakterem od
inhibicnich  z6n minocyklinu, nejspiSe diky hydrofobnimu charakteru silic, které
nedifunduji agarem, ale spiSe po jeho povrchu.

Zajimavé vysledky poskytly testy aktivity drcenych Cerstvych list(l. Jejich nevyhodou
vysokému obsahu polysacharidi silné slizovity a viskdzni a velmi Spatné se odméruje jeho
mnozZstvi. Vysledky Ize porovnat svysledky studie vedené Sofratou et al. (2001), kdy
benzyl isothiokyandt (shodnda aktivni latka jako u lichofefiSnice) byl aktivni vici gram
pozitivnim bakteriim a specificky vaci Staphylococcus aureus. LichorefiSnice ale byla
v provedenych experimentech ucinna také proti Gram-pozitivni bakterii Bacillus subtilis
s aktivitou srovnatelnou s aktivitou vici Gram-negativni Escherichia coli. Silna aktivita vaci
Staphylococcus aureus muze byt zplsobena specifickou citlivosti této bakterie k ucinné

latce.
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7 Zaver

Rostliny  poskytuji  Siroké  spektrum latek s antibakteridlni  aktivitou,
zprostfedkovanou rtznymi mechanismy, ur¢enymi chemickou strukturou a vlastnostmi
téchto latek. Mnohé rostliny jsou pro obsah téchto latek tradi¢né vyuzivany ¢i mohou
slouzit k vyvoji novych preparatd.

Provedené experimenty svodnimi a ethanolovymi extrakty neprokazaly jejich
antibakteridlni aktivitu in vitro, mimo aktivitu samotného ethanolu. Naopak vyznamna
antibakteridlni aktivita byla zjiSténa u esencialnich oleji hluchavkovitych rostlin
a drcenych Cerstvych listl lichorefisnice vétsi (Tropaeolum majus) s hlavni Gcinnou latkou
benzyl isothiokyanatem. Tyto latky mohou mit potencidl pro terapeutické ¢i primyslové

vyuZziti.
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8 Seznam pouzitych zkratek

B. subtilis — Bacillus subtilis

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina

E. coli — Escherichia coli

etOH — ethylalkohol

ETS — epithiospecifier protein

INCI — International Nomenclature of Cosmetic Ingredients — MEzindrodni Nomenklatura
Kosmetickych pfisad

K- — negativni kontrola

K+ — pozitivni kontrola

PP — pyrofosfat

S. aureus — Staphylococcus aureus

TFP — thiocyanate forming protein

v/v —volume/volume

42



9 Seznam pouzité literatury

Appendino, G., Gibbons, S., Giana, A. (2008): Antibacterial Cannabinoids from Cannabis
sativa: A Structure—Activity Study. Journal of Natural Products, 71(8): 1427-1430

Bakkali, F., Averbeck, S., Averbeck, D., Idaomarb, M. (2008): Biological effects of essential
oils — A review. Food and Chemical Toxicology, 46(2): 446—475

Bednar, M., Frankova, V., Schindler, J., Soucek, A., Vavra, J. (1999): Lékarska
mikrobiologie. Nakladatelstvi Marvil, Praha

Bones, A. M., Rossiter, J. T. (1996): The myrosinase-glucosinolate system, it’s organization
and biochemistry. Physiologia plantarum, 97(1): 194-208

Burow, M. Bergner, A., Gershenzon, J., Wittstock, U. (2007): Glucosinolate hydrolysis in
Lepidium sativum — identification of the thiocyanate-forming protein. Plant
Molecular Biology, 63(1): 49-61

Burt, S. A., Reinders, R. D. (2003): Antibacterial activity of selected plant essential oils
against Escherichia coli 0157:H7. Letters in Applied Microbiology, 36(3): 162-167

Clauditz, A., Resch, A., Wieland, K. P., Peschel, A., Gotz, F. (2006): Staphyloxanthin Plays
a Role in the Fitness of Staphylococcus aureus and Its Ability To Cope with
Oxidative Stress. Infection and Immunity, 74(8): 4950-4953

Cornelis, P. (2000): Expressing genes in different Escherichia coli compartments. Current
Opinion in Biotechnology, 11(5): 450-454.

Cowan, M. M. (1999): Plant Products as Antimicrobial Agents. Clinical Microbiology
Reviews, 12(4): 564-582

Cox, S. D., Mann, C. M., Markham, J. L., Bell, H. C., Gustafson, J. E., Warmington, J. R.,
Wyllie, S. G. (2000): The mode of antimicrobial action of the essential oil of
Melaleuca alternifolia (tea tree oil). Journal of Applied Microbiology, 88(1): 170—
175

Czygan, F.-Ch. (1994): Herbal drugs and phytopharmaceuticals: a handbook for practice

on a scientific basis. Medpharm, Stuttgart

43



Fellermeier, M., Eisenreich, W., Adelbert, B., Zenk, M. H. (2001): Biosynthesis of
cannabinoids, Incorporation experiments with Bc—labeled glucoses. European
Journal of Biochemistry, 268: 1596—1604

Funatogawa, K., Hayashi, S., Shimomura, H., Yoshida, T., Hatano, T., Ito, H., Hirai, Y.
(2004): Antibacterial activity of hydrolysable tannins derived from medicinal plants
against Helicobacter pylori. Microbiology and Immunology, 48(4): 251-261

Jamil, B., Hasan, D., Ahmeed, A., Ahmeed, S. (2007): Isolation of Bacillus subtilis MH-4
from soil and its potential of polypeptidic antibiotic production. Pakistan journal
of pharmaceutical sciences, 20(1):26—-31

Kazmi, M. H., Malik, A., Hameed, S., Akhtar, N., Ali, S. N. (1994): An anthraquinone
derivative from Cassia italica. Phytochemistry, 36(3): 761-763

Kleinwéchter, M., Schnug, E., Selmar, D. (2008): The Glucosinolate-Myrosinase System in
Nasturtium (Tropaeolum majus L.): Variability of Biochemical Parameters and
Screening for Clones Feasible for Pharmaceutical Utilization. Journal of Argicultural
and Food Chemistry, 56: 11165-11170

Matile, Ph. (1980): “The Mustard Qil Bomb“: Compartmentation of the Myrosinase
System. Biochemie und Physiologie der Pflanzen, 175(8-9): 722-731

Mennicke, W. H., Gorler, K., Krumbiegel, G., Lorenz, D., Rittmann, N. (1988): Studies on
the metabolism and excretion of benzyl isothiocyanate in man. Xenobiotica, 18(4):
441-7

Réatsch, Ch. (1998): Marihuana jako |ék. Fontana, Olomouc

Zhuang, S. Y., Bridges, D., Grigorenko, E., McCloud, S., Boon, A., Hampson, R. E.,
Deadwyler, S. A. (2005): Cannabinoids produce neuroprotection by reducing
intracellular calcium release from ryanodine-sensitive stores. Neuropharmacology,
48(8):1086—1096

Sofrata, A., Santangelo, E. M., Azeem, M., Borg-Karlson, A. K., Gustafsson, A., Pitsep, K.
(2011) Benzyl Isothiocyanate, a Major Component from the Roots of Salvadora
Persica Is Highly Active against Gram-Negative Bacteria. PLoS One, 6(8): e23045
dostupné online (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3148225/)

44



Smith, J. E., Tucker, D., Watson, K., Jones, G. L. (2007): Identification of antibacterial
constituents from the indigenous Australian medicinal plant Eremophila duttonii
F. Muell. (Myoporaceae). Journal of Ethnopharmacology, 112(2):386—393

Voldk, J., Stodola, J., Severa, F. (1987): Velka kniha lieCivych rastlin. Priroda, vydavatelstvo

knih a ¢asopisov, Bratislava

45



