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Synergické interakce vybranych rostlinnych latek proti
patogennim mikroorganismim

Souhrn

Antibioticka rezistence je rostouci globalni problém, kdy mnoho bakteridlnich kment
nabyva odolnosti proti konvenénim antibiotikim. Jednim z béznych teSeni je aplikace
synergicky pusobicich kombinaci. Silice obsahujici bioaktivni slozky, jako jsou terpeny,
aldehydy a fenoly s antimikrobidlnimi vlastnostmi, se nabizeji jako nadéjna alternativa.
Synergie mezi rliznymi slozkami silic nebo jejich kombinace s jinymi antimikrobidlnimi [atkami
by se mohly stdt novym ulinnym nastrojem v boji proti patogennim
mikroorganismOm. Silice maji potenciadl napriklad v potravinarstvi ¢i zdravotnictvi, kde je
rezistence na antibiotika zvIasté akutni problém.

Diplomova prace byla zaméfena na ovéreni antimikrobialnich synergickych interakci
vybranych rostlinnych latek (eugenol, karvakrol, linalool tymol, a-terpineol) proti vybranym
mikroorganismUm (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa a Klebsiella pneumoniae).

Pomoci bujénové mikrodilu¢ni metody byly stanoveny minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC) jednotlivych silic samostatné i vkombinacich proti vSiem vybranym bakteriim.
Synergické interakce pak byly vyhodnoceny na zdkladé téchto MIC podle hodnot souctl
tzv. frak¢énich inhibicnich koncentraci (FICI).

Synergickad interakce byla zjisténa u kombinaci tymol/karvakrol proti Enterococcus
faecalis s FICI 0,5; a-terpineol/tymol proti Escherichia coli (FICI = 0,38); a u karvakrolu
s eugenolem proti P. aeruginosa (FICI = 0,281). Dale byla pozorovana slabsi synergie u
kombinace linaloolu s tymolem proti K. pneumoniae (FICI = 0,5) a 13 rliznych kombinaci
s aditivnim ucinkem.

Tato prdce rozSifuje nové moznosti vyuziti synergickych kombinaci rostlinnych silic,
které poskytuji efektivnéjsi obranu proti Siroké Skdle patogenu. Tyto unikdtni kombinace
prirodnich sloZzek mohou inspirovat vyvoj novych ptistupt v lékarstvi a potravinarstvi.

Kli¢ova slova: fytoterapie, inhibi¢ni Ucinek, silice, rezistence, antimikrobidlni latky



Synergistic interactions of plant essential oils against
pathogenic microorganisms

Summary

Antibiotic resistance is a growing global issue, with many bacterial strains developing
resistance to conventional antibiotics. One common solution is the application of
synergistically acting combinations. Essential oils containing bioactive components, such as
terpenes, aldehydes, and phenols with antimicrobial properties, are emerging as a promising
alternative. The synergy between different components of essential oils or their combinations
with other antimicrobial substances could become a new effective tool in the fight against
pathogenic microorganisms. Essential oils have potential in areas such as food processing and
healthcare, where antibiotic resistance is particularly acute.

The thesis was focused on verifying the antimicrobial synergistic interactions of selected
plant substances (eugenol, carvacrol, linalool, thymol, a-terpineol) against selected
microorganisms (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa, and Klebsiella pneumoniae). Using the broth microdilution method, the minimum
inhibitory concentrations (MICs) of individual oils alone and in combinations against all
selected bacteria were determined. Synergistic interactions were then assessed based on
these MICs using the fractional inhibitory concentration index (FICI) values.

Synergistic interaction was found in combinations of thymol/carvacrol against
Enterococcus faecalis with a FICI of 0.5; a-terpineol/thymol against Escherichia coli (FICI =
0.38); and carvacrol with eugenol against P. aeruginosa (FICI = 0.281). Weaker synergy was
also observed in the combination of linalool with thymol against K. pneumoniae (FICI = 0.5)
and 13 different combinations with additive effects.

This work expands new possibilities for the use of synergistic combinations of plant
essential oils, which provide a more effective defense against a wide range of pathogens.
These unique combinations of natural ingredients may inspire the development of new
approaches in medicine and the food industry.

Keywords: phytotherapy, inhibitory effect, essential oils, resistance, antimicrobials
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1 Uvod

Antimikrobidlni rezistence (AMR) se stala zadvaznou hrozbou pro verejné zdravi, vedouci
ke komplikacim v prevenci a l1é¢bé rlznych onemocnéni. Pfes mnohé snahy a opatteni prijata
v minulych desetiletich se trendy globalni AMR nesnizily. Nadmérné a nevhodné pouzivani
antibiotik jak v medicingé, tak v zemédélstvi je hlavni pfi¢inou tohoto problému, coz vede k
rastu poctu rezistentnich bakteridlnich kmen( (Dadgostar 2019).

Silice jsou historicky pouZivany jako silné antimikrobialni latky, které jsou produkovany
rostlinami jako sekundarni metabolity k ochrané proti stresorim. Vyuziti silic saha az do
starovékého Egypta, kde se extrahovaly namacenim ¢asti rostlin do tukl. Ve 14. stoleti se
ukazalo, Ze osoby vystavené silicim byly odolné vic¢i morové epidemii. Pojem "aromaterapie"
zavedl v roce 1937 René Gattefossé, coz vedlo k rozvoji vyzkumu téchto silic. V souc¢asnosti se
pouZzivaji v terapiich pro rizna zdravotni onemocnéni (Abers et al. 2021).

Tradi¢né se silice vyuZivaji také v potravinarstvi pro zlepSeni aroma a v(iné. Je zndmo, Ze
silice maji schopnost plsobit proti mikroblm, coz Ize ptisuzovat jejich obsahu aromatickych
molekul s rGznymi substituenty, napf. eugenol, cinnamaldehyd nebo karvakrol. V posledni
dobé se v potravinarském primyslu objevuje trend omezovani pouzivani chemickych
konzervant(, coz vede k rostoucimu zajmu o pouZziti bioaktivnich sloZek ze silic jako pfirodnich
antimikrobialnich ¢inidel (Qiu et al. 2010).

V roce 2017 publikovala Svétova zdravotnickd organizace (WHO) seznam bakteridlnich
kmenU, jenz obsahuje skupinu bakterii ESKAPE, ktera zahrnuje Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa a Enterobacter, zndmé pro odolnost vici béznym antibiotikim. Tento seznam
zdlraznuje naléhavou potiebu vyvoje novych lé¢ebnych pfistupl proti témto patogenim
(Johansen et al. 2022).

Hodnoceni biologické aktivity silic se provadi jiz fadu let s cilem identifikovat nové
slouceniny s antibakteridlni aktivitou pro primyslové vyuziti. Potravinarsky primysl hleda
ptirodni slouceniny, protozZe pouzivani nékterych syntetickych antimikrobidlnich pfisad muze
zpUsobovat fadu vedlejSich nezddoucich ucinkl, v ojedinélych ptipadech byly popsany i
pripady rakoviny nékolika typd tkani, napfiklad u parabenl ¢i dusitand (Guimardes
et al. 2019).



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cil prace
Cilem prace je nalézt takové kombinace rostlinnych silic, které budou ve smési

vykazovatzvyseny antimikrobidlni ucinek.

Hypotéza
Nékterd z vybranych kombinaci silic bude mit zesilujici antimikrobialni Gcinek in-vitro.



3 Literarnireserse

3.1 Antimikrobialni rezistence

V soucéasné dobé jsou nejcastéji v mediciné k boji proti bakteridlnim infekcim vyuzivana
antibiotika, ktera prispivaji ke zlepSeni lidského zdravi a prodlouZeni délky Zivota. VétsSina
téchto Iéciv byla objevena v prvni poloviné 20. stoleti (Samtiya et al. 2022; Porras et al. 2021).
Dlouhodobé a nesprdvné uzivani antibiotik mize vést k antibiotické rezistenci, a obecné
podporuje rlst rezistentnich bakteridlnich izolatl a inhibuje rust citlivych bakterii. Neustaly
tlak antibiotik zpUsobuje rezistenci nejen vici pouzivanému antibiotiku, ale i vici ostatnim
antibiotikim ze stejné tfidy (Pulingam et al. 2022). Antimikrobialni Iéky jsou béZné pouZivany
jak u lidi, tak u zvifat a jsou pouzivany i preventivné v produkénim zemédélstvi.
Mikroorganismy odolné vici témto lé¢iviim mohou vstoupit do potravinového retézce béhem
jakékoli faze vyroby potravin, jak v Zivocisné, tak v rostlinné produkci (Samtiya et al. 2022).

Antimikrobidlni rezistence nastavd, kdyz mikroorganismy (bakterie, viry a houby)
modifikuji svou fyziologickou nebo genetickou strukturu po kontaktu s antimikrobialni ldtkou
a jsou nasledné schopny prezit pod vlivem antimikrobidlnich latek. Mezi antimikrobidlni latky,
které mohou zpomalit rlst, inhibovat mnoZeni nebo dokonce vést k umrti bakterii se radi
zejména antibiotika, dezinfekéni prostiedky a konzervacni latky v potravindch (Abushaheen et
al. 2020). Zmény ve fyziologickém a metabolickém stavu bakterii mohou u lidi zpUsobit zmény
v patologii, ohroZzeni imunitniho systému nebo terapeutické neucinnosti. Antibioticka
rezistence mlze tedy vzniknout v dasledku genetickych mutaci u bakterii, nedostatec¢né
informovanosti o uzivani a souvisejicich rizik, pouzivani Sirokospektralnich antibiotik, jejichz
spektrum pokryva Sirokou Skalu mikroorganism(, vcetné téch neskodnych, pouzivani
antibiotik v zemédélstvi a omezené dostupnosti novych antibiotik (Chis et al. 2022).

Objev antibiotik a jejich nadmérné uzZivani vedl ke vzniku multurezistentnich
mikroorganismU znamych jako superbakterie, které jsou odolné vici vice lécivim soucasné,
mezi né se fadi napf. Enterocccus faecium, meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae a Pseudomonas aeruginosa (Chis et al. 2022). Vznik bakterii odolnych
vUci antibiotikim se stal celosvétové hlavnim problémem s klinickymi a ekonomickymi
dlsledky, jak nedavno zdaraznila Svétova zdravotnicka organizace (WHO) ve svém dokumentu
z roku 2019. Tato rezistence byla zarfazena mezi deset hlavnich hrozeb pro celkové zdravi
populace. Bakterie odolné vici antibiotikim predstavuji riziko nozokomidlnich infekci, které
jsou obtizné Iécitelné a mohou Casto vést k fatalnim nasledkim (Iseppi et al. 2021; Porras et
al. 2021).

Antimikrobidlni rezistence vUci antibiotikim je tedy rozsahlym a nardstajicim
problémem. Podle amerického Centra pro kontrolu a prevenci nemoci (CDC) se odhaduje, ze
antimikrobialni rezistence celosvétové kazdorocné zpUsobi vice nez 700 tisic Umrti, a do roku
2050 se ocekdva, Ze tento pocet vzroste na 10 milionG. Vyvoj novych antimikrobialnich léciv
je povaZzovan za naléhavou prioritu. Soucasny trend se zaméfuje na prlzkum pfirodnich
produktl s cilem objevit nova terapeutika pro boj s odolnymi patogeny (Breijyeh et al. 2020).
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PFi hledani alternativ k omezenym zdsobam antibiotik byly zkoumany pfirodni produkty, jako
jsou silice. Kultury po celém svété vyuzivaly silice jak pro domaci péci, tak i k hojeni ran.
Starovéci Egyptané zacali pouZivat silice uz kolem roku 4500 pf. n. l., a prvni zaznamy o vyuZiti
stovek latek pro lé¢ebné ucely. Recko v dokumentech z 4. a 5. stoleti pf. n. |. zaznamenalo
pouzivani nékterych silic, v€etné tymidnu, maty peprné a Safrdnu. Védci v 18. stoleti
identifikovali aktivni sloZky IéCivych rostlin, které maji biologické ucinky (Aljaafari et al. 2021).

Boj proti rozvoji antibiotické rezistence se tradi¢né soustfeduje predevsim na klinické
prostiedi a v posledni dobé se rozsifil i do zemédélstvi. Cilem je omezit pfenos rezistentnich
bakterii a zabranit jejich Sifeni b&éhem antibiotické Ié¢by. V poslednich letech se stdle mluvi o
Zivotnim prostredi jako o dlleZitém zdroji a cesté pro Siteni Iékové rezistence mezi bakteriemi
(Urban-Chmiel et al. 2022).

3.1.1 Formy rezistence

Bakterie mohou vykazovat antibiotickou rezistenci bud’ vnitfni, ziskanou nebo adaptivni
formou (Christaki et al. 2020). Primarni rezistence, vznikajici spontanni mutaci, mGze byt
zakédovana chromozomalné a neni prenasena na jiné bakterie. Sekundarni rezistence vznika
pfi kontaktu mikroorganismu s antimikrobidlnim IéCivem (Urban-Chmiel et al. 2022).
Vertikalni genovy prenos nastdva z rodi¢ovské bunky, zatimco horizontalni genovy prenos
plazmidUl zahrnuje ziskani gend z jinych bunék (Aljaafari et al. 2021).

Vnitrni rezistence je charakterizovana jako odolnost zplisobend pfirozenymi vlastnostmi
bakterie. Jednim z priklad(i vnitini rezistence je glykopeptidova rezistence, projevujici se u
gramnegativnich bakterii v disledku neproménlivosti vnéjsi membrany v bunécném obalu
(Christaki et al. 2020). Nebo pfitomnost enzymu B-laktamdzy, kterd katalyzuje hydrolyzu
penicilinG, cefalosporini a dalSich antibiotik zaloZzenych na strukture B-laktamu. V literature
bylo zaznamendno vice nez 200 druhl B-laktamaz, které jsou Siroce rozsifeny meszi
grampozitivnimi a gramnegativnimi bakteriemi. Tento enzym je schopen hydrolyzovat jak
peniciliny, tak cefalosporiny (Ju et al. 2022).

Ziskana rezistence vznikne, kdyZz bakterie, kterd byla dfive citlivd, ziskd mechanismus
rezistence bud mutaci nebo ziskdnim nového genetického materidlu z externiho zdroje
(horizontalni prenos genu). Extrachromozomalni déj probihd prenosem genl rezistence
pomoci malych kruhovych plazmid( nachazejicich se v cytoplazmé, které mohou prenaset
geny koédujici rezistenci z jedné bakteriadlni buriky do druhé (Urban-Chmiel et al. 2022).
K horizontalnimu prenosu genl muizZe dojit prostfednictvim tfi hlavnich mechanisma:
transformace, transdukce, konjugace (Christaki et al. 2020). Konjugace umoZziuje Sifeni
rezistence kontaktem mezi dvéma nebo vice bakteridlnimi bunkami prostfednictvim vldken
jimi produkovaného proteinu. Mohou se ji Ucastnit bakterie rdzného druhu a rodu, véetné
fylogeneticky vzdalenych druht. U transdukce bakteriofagy prendsi plazmidy z donorové
bunky do buriky pfijemce. Po navazani bakteriofagu na receptor na povrchu buriky je jeho DNA
zavedena do bakterie. Nasledné bakteriofag vyuzivd metabolické procesy bunky k replikaci své
DNA a tvorbé virovych proteinl. Vytvorenim novych bakteriofagl uvniti burnky dochazi
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k lyzi — lytickému cyklu, pfi némz je bunka rozloZzena. Fagova DNA se také muZe integrovat do
bakterialniho chromozomu, coz se nazyva lysogenie (Urban-Chmiel et al. 2022).

Adaptivni rezistence je charakterizovana odolnosti vic¢i jednomu nebo vice
antibiotikim, ktera vznika specifickym signalem z prostredi, jako je napftiklad stres, rlstové
podminky, pH, koncentrace iont(, Ziviny nebo subinhibi¢ni hladiny antibiotik. Na rozdil od
vnitfni a ziskané rezistence je adaptivni rezistence prechodnd. Adaptivni rezistence, ktera
umoznuje bakteriim rychleji reagovat na vyzvu antibiotikem, se obvykle vraci do plvodniho
stavu, jakmile je odstranén vyvolavajici signal, neni tedy zplsobena genetickymi zménami
(Christaki et al. 2020).

3.1.2 Mechanismy antimikrobialni rezistence

Vznik rezistence obecné zavisi na druhu, povaze antimikrobialni latky a jejim cilovém
misté. Mikroorganismus pfi zasahovani antimikrobidlni latky aktivuje sofistikovany
alternativni mechanismus, aby se zabranilo bakteriostatické nebo baktericidni aktivité ¢inidla
(Pulingam et al. 2022). Mezi 4 hlavni biologické mechanismy antimikrobidlni rezistence
(Obrazek 1) se radi: enzymaticka inhibice molekul antibiotik, snizena propustnost antibiotik,
zvysSenad extruze antibiotik prostrednictvim efluxnich pump, a zmény cile (Nadeem et al. 2020).
Antibiotika jsou jednim z antimikrobialnich latek, které maji nékolik tfid, z nichz kazda ma jiné
cile. V dusledku toho bakterie donekonecna pouzivaji metody k pfekondni G¢innosti antibiotik
pomoci rliznych typd mechanism( (Abushaheen et al. 2020).

Aby mnohé antimikrobidlni latky mohly pUsobit, musi proniknout pres bakterialni
bunécény obal a dosdhnout svého cile. To je dllezZité zejména u gramnegativnich bakterii, které
maji dvojitou membranovou strukturu, diky niz je bunécny obal relativné nepropustny, coz
zajistuje vnitfni rezistenci va¢i mnoha antibiotikim, ktera pUsobi proti grampozitivnim
patogenim. Kromé toho mohou zmény struktury obalu, jako je ztrata porini nebo zmény
obsahu fosfolipidl a mastnych kyselin v cytoplazmatické membrané, ovlivnit schopnost IéCiva
proniknout do buriky a mohou prispét ke vzniku AMR (Darby et al. 2023).

Poriny v membrané funguji jako vodou naplnéné kanaly, regulujici prdchod hydrofilnich
latek a zZivin dovnitr bakterie. Pfedstavuji jednu z moznych cill pro antibakterialni latky a jsou
hlavni cestou vstupu hydrofilnich antibiotik (jako jsou B-laktamy, fluorochinolony, tetracykliny
a chloramfenikol). Pocet a typ porind exprimovanych na vnéjsi membrané ovlivni vstup
hydrofilnich antibiotik a tim i citlivost bakteridlni buriky k nim (Christaki et al. 2020). Podle
jejich aktivity lze poriny rozdélit na specifické a nespecifické. Specifické poriny jsou
selektivnéjsi pro urcité slouceniny, naptiklad Lam B, a selektivné vychytavaji maltézu,
maltodextrin a Fep A specificky pro komplex Zeleza. Na druhou stranu nespecifické neboli
obecné poriny, pfispivaji k propustnosti membran a mohou byt spojeny s rezistenci bakterii
vUci antimikrobidlnim latkam (Jubair et al. 2021). Grampozitivni bakterie postradaji vnéjsi
membranu, coZ jim prirozené dava vyssi propustnost pro mnoho antibiotik. Avsak studie
ukdzaly, Ze zmény ve sloZeni cytoplazmatické membrany, které ovliviuji jeji fluiditu, jsou
klicové pro snizeni propustnosti pro antibiotika (Darby et al. 2023).
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Antibioticka inaktivace je proces, kdy rezistentni bakterie produkuji enzymy, které
modifikuji nebo prfimo degraduji aktivni molekuly antimikrobidlni latky. Mezi strategie
inaktivace se radi hydrolyza, prenos skupin a redoxni procesy (Pulingam et al. 2022).
Enzymaticka degradace zahrnuje hydrolyzu funkcni skupiny antibiotika, ¢imz se stava
neucinnym. Enzymy modifikujici antibiotika prendseji na antibiotikum rGzné chemické
skupiny, které zabranuji vazbé antibiotika na jeho cil (Darby et al. 2023). Naptiklad bakterie
produkujici B-laktamazu, jako je E. coli nebo K. pneumoniae, deaktivuji antibiotika, jako je
penicilin, cefalosporin a karbapenem, hydrolyzou B-laktamového kruhu (Pulingam et al. 2022).

Zmeéna cilového mista zahrnuje zménu cilového mista antibiotika za Ucelem snizeni
vazby antibiotika. To miZe zahrnovat mutace v genu kdédujicim cilovou bilkovinu molekuly
antibiotika nebo enzymatickou zménu vazebného mista. Pfi obchazeni cile je funkce cile
antibiotika pIlnéna novym proteinem, ktery neni inhibovan antibiotikem, takZze pUvodni cil je
nadbytecny a antibiotikum neucinné (Darby et al. 2023). Prikladem modifikace cilového mista
PBP (penicilin vazajici proteiny) jsou transpeptidazy, které se podileji na vystavbé struktury
peptidoglykanu, ktery je hlavnim prvkem bakteridlni bunééné stény. Antibakterialni ucéinek B-
laktamU zavisi na jejich schopnosti prerusit syntézu bunécné stény prostiednictvim inhibice
PBPs. Rezistence k meticilinu u S. aureus je vysledkem ziskani ciziho genu, oznacovaného jako
mecA, ktery koéduje PBP2a, PBP, ktery je povazovan za latku s nizkou afinitou ke vsem pB-
laktamUm, véetné penicilinG, cefalosporin( a karbapenemf. Ziskani mecA proto zplsobuje, ze
vétsina B-laktami je proti MRSA nepoutzitelna a u zavaznych infekci je tfeba pouzit alternativni
|é¢bu (Nadeem et al. 2020).

DalSim prikladem jsou enzymy modifikujici aminoglykosidy zprostfedkovavaji acetylaci,
fosforylaci nebo adenylaci aminoglykosid(, pficemz vysledné modifikované antibiotikum ma
snizenou aviditu pro svUj cil. Geny kédujici aminoglykosidy jsou obvykle umistény v mobilnich
genetickych elementech, coZ jim umoZniuje ucinné Sifeni mezi bakteriemi. V dlsledku toho
mohou prakticky vSechny lékafsky vyznamné bakterie vykazovat rezistenci vUci
aminoglykosidim prostfednictvim tohoto mechanismu. Enzymatickd acetylace molekuly
antibiotika je nejéastéjSim mechanismem rezistence vici chloramfenikolu. U Siroké skaly
bakteridlnich druhl bylo popsano mnoho chloramfenikol acetyltransferaz (Christaki et al.
2020).

Kromé toho, Ze bakterie brani vstupu Iéciv do buriky, mohou je také aktivné exportovat
v procesu znamém jako eflux (Darby et al. 2023). Efluxni pumpa je protein umistény na
cytoplazmatické membrané bakterii, jehoz hlavni funkci je zabranit vstupu toxickych sloucenin
do cytoplazmy. Efluxni pumpa bakterii chrani bakteridlni bunku vypuzovanim velkého
mnoZstvi antibiotik ven z bunék (Aljaafari et al. 2021). Ackoli vSechny bakterie obsahuji vice
efluxnich pump, u gramnegativnich bakterii jsou obzvlasté dalezitymi zprostfedkovateli AMR.
Spolupracuji synergicky s nepropustnou dvojitou membranou, coZz zplsobuje, Ze tyto
patogeny jsou vnitiné rezistentni viici mnoha antibiotikiim (Darby et al. 2023). Nedavné studie
naznacuji, Ze silice jsou schopny inhibovat efluxni pumpu bakterii. Inhibice efluxnich pump je
klicovym cilem pro silice a jejich metabolity. Silice maji hydrofobni povahu, coz znamen3, ze
jejich slouceniny zvySuji permeabilitu membran bakterii. Tato zvySend permeabilita maze
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nasledné vést k tniku obsahu bakterialnich bunék. Unik obsahu bunék zahrnuje ionty drasliku
a vodikové ionty (H*), stejné jako proteiny a geneticky materidl, jako je DNA (Aljaafari et al.
2021).

Ochrana cile obecné zahrnuje fyzickou asociaci proteinu ochrany cile s cilem antibiotika,
¢imz jej zbavuje inhibice zprostfedkované antibiotikem (Darby et al. 2023).
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Obrdzek 1: Pfehled molekuldrnich mechanism{ rezistence vUici antibiotikim (Darby et al.
2023).

3.2 Charakterizace vybranych druht bakterii

Bakterie jsou mikroskopické prokaryotické Zivé organismy, které jsou povaZzované za
prvni primitivni formy Zivota na Zemi. Jsou vyrazné adaptabilni a schopné prezivat v
extrémnich podminkach, jako jsou vysoké/nizké teploty, rlizné hodnoty pH prostredi,
koncentrace kysliku, osmoticky a atmosféricky tlak. Diky této adaptabilité se nachdzeji témér
ve vSech pfirodnich prostredich. Z pohledu vyZivy jsou baterie pfedevsSim heterotrofové, ale
nékteré bakterie vykazuji i symbiotické, parazitické nebo saprofytické chovani (Dhere et al.
2023).

Soucasti bakteridlnich bunék je bakteridlni sténa, nukleoid, plazmidy, ribozomy, popf.
bic¢iky. Bakterie se nejéastéji rozmnozuji vegetativné binarnim délenim, ale také konjugaci,
transformaci nebo transdukci. Vykazuji rGznorodé velikosti od 0,1 um do 10 um. Z
morfologického hlediska byly bakterie klasifikovany do tti hlavnich forem, tj. kulovité (Coccus),
tycCinkovité (Bacillus) a spiralovité (helikalni) bakterie (Dhere et al. 2023). Bakterialni stény maji
nékolik funkci, poskytuji zdkladni strukturu pro Zivot chranénim pred nepratelskym
prostfedim, obsahuji unikatni slozky nenachdzejici se nikde jinde v prirodé, urcuji tvar bakterii,
inhibuji pripojeni ligandl a proteind pro adherenci k hostitelskym burkam, predstavuji
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receptorova mista pro léciva a viry, jsou cilem antibiotik, poskytuji struktury pro imunitni
rozpoznani a variabilitu, a mohou zplsobovat nemoci u zvifat a lidi (Rohde 2019).

Zakladnim stavebnim prvkem bakteridlni bunécné stény je peptidoglykan, coz je
polymer sloZzeny z dlouhych glykanovych retézc(, jeZ jsou spojeny flexibilnimi peptidovymi
mustky. Tato silnd elasticka sténa chrani zakladni protoplast pred lyzou zplisobenou vysokym
vnitfnim osmotickym tlakem. Glykanovy fetézec sestava z rady stfidavych podjednotek, které
jsou spojeny B-1,4-vazbou mezi aminosacharidy N-acetylglukosaminem (GIcNAc) a kyselinou
N-acetylmuramovou (MurNAc) (Scheffers & Pinho 2005). V porovndni s gramnegativnimi
bakteriemi je peptidoglykanova vrstva grampozitivnich bakterii vyrazné tlustsi, dosahuje
velikosti mezi 30 a 100 nm nebo i silnéjsi. Naopak gramnegativni bakterie maji pouze tenkou
vrstvu peptidoglykanu, tlustou jen nékolik nanometr(, obklopujici vnéjsi cytoplazmatickou
membranu (Rohde 2019).

Bunécny obal grampozitivnich bakterii se sklada ze dvou hlavnich ¢asti. Prvni ¢asti je
cytoplazmaticka lipidovd dvojvrstva membrany, kterd obklopuje cytoplazmu bakterie. Nad
touto membranou se nachazi druha &ast, coz je polymerovd bunécna sténa tvofici vnéjsi
povrch bakterie. Hlavnim polymernim prvkem této bunécné stény je peptidoglykan, ktery
vznikd kovalentnim propojenim glykanovych fetézch pres peptidové stonky na stfidavych
sacharidech. Tento polymer obklopuje celou bakterii a je zndm pod tfemi synonymy: murein,
sakulus nebo nejcastéji peptidoglykan (Fisher & Mobashery 2020). Soucdsti bunécné stény
grampozitivnich bakterii je i kyselina teichoova, coZz je polymer obsahujici glykolipidy.
Pfedstavuje pfiblizné 60 % celkové hmotnosti bunécné stény. V pripadé, Ze je kyselina
teichoova zakotvena v bunécné sténé, nazyva se sténovou teichoovou kyselinou, zatimco pfi
své vazbé na bunécnou membrdnu se oznacuje jako lipoteichoova kyselina (Jeong et al. 2023).

Gramnegativni bakterie disponuji tfemi vrstvami bunécného obalu. Prvni vrstva
predstavuje vnéjsSi membranu, ktera je charakteristickd pro gramnegativni bakterie. Tato
membrana obsahuje fosfolipidy vazané na vnitini cip a lipopolysacharid vazany na vnéjsi cip,
ktery mlze zplsobovat endotoxicky Sok (Breijyeh et al. 2020). Lipopolysacharidy predstavuji
klicovou slozku bunécného povrchu, ktera hraje roli pfi pocate¢nim povrchovém pfipojeni
bunék a vytvareni biofilml u gramnegativnich bakterii (Jeong et al. 2023). Proteiny vnéjsi
membrany umoznuji prlchod malych molekul (aminokyseliny, monosacharidy, ...). Druhou
vrstvou je bunécnd sténa z peptidoglykanu, kterd urcuje tvar buriky (Breijyeh et al. 2020).
Peptidoglykan je kovalentné pripojen k vnéjsi membrané prostiednictvim lipoproteinu,
zndmého téz jako Braunuv lipoprotein (Scheffers & Pinho 2005). Treti vrstva predstavuje
vnitini membranu, fosfolipidovou dvojvrstvu odpovédnou za rGzné procesy, véetné struktury,
transportu a biosyntetickych funkci. Tato membrana také slouzi jako misto pro ukotveni DNA
a hraje klicovou roli pfi separaci sesterskych chromozom (Breijyeh et al. 2020).

V roce 1884 bakteriolog Hans Christian Gram vyvinul barvici metodu pro rozliSeni
bakterii pod mikroskopem, znamou jako Grammovo barveni. Jeho princip spociva v uZiti
barviva gencidnové violeti, kterd pronikd bunécnou sténou a cytoplazmatickou membréanou a
obarvuje cytoplazmu bakterii. Po pridani jédu vznikne nerozpustny komplex, ktery zlistane v
bunécné sténé grampozitivnich bakterii po odbarveni etanolem. Grampozitivni bakterie tedy
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ziskavaji fialové zbarveni, zatimco gramnegativni bakterie vyZaduji kontrastni obarveni
druhym barvivem — safraninem nebo fuchsinem, ¢imz ziskaji rlZové ai cCervené zbarveni
(Rohde 2019).

Obecné plati, Ze grampozitivni bakterie jsou citlivéjSi na terpeny nez gramnegativni
(Zengin & Baysal 2014). Bakterie s grampozitivni strukturou mohou zpUsobit zavazné infekce
a predstavu;ji klicovy problém ve zdravotni péci, zejména multirezistentni kmeny, napriklad
methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA), vankomycin-rezistentni Enterococcus
faecium a B-laktamaza-rezistentni Streptococcus pneumonia (Jubeh et al. 2020).

Pti testovani antimikrobialni aktivity silic v této praci bylo vybrano 5 mikroorganismfi,
které jsou popsany dale.

3.2.1 Grampozitivni

3.2.1.1 Enterococcus faecalis

E. faecalis jsou grampozitivni fakultativné anaerobni koky, které jsou ze své podstaty
odolné a schopné prezit celou fadu nepfiznivych podminek. Enterokoky se fadi do celedi
Enterococcaceae, ktera zahrnuje velké mnoZstvi druhl a jsou ptirozenou soucasti lidské
mikrofldry. Kolonizuji dolni gastrointestinalni trakt, dutinu Ustni a genitalni trakt. V lidském
stfevé je pfiblizné 10°®aZ 107 kolonii tvoficich jednotek (KTJ), z nichi vétdina je bud
E. faecalis nebo E. faecium (Krawczyk et al. 2021).

Tato druhové pestrd skupina kolonizuje rGzné prostredi — travici systém lidi, zvirat a
hmyzu, ale také prirodni biotopy, jako je voda, odpadni vody, plda a orna puda. Enterokoky
tedy lze vyuZit pro podporu imunitniho systému ve formé probiotika. Stejné tak hraji
enterokoky roli v potravinarské technologii jako startovaci kultura podilejici se na fermentaci
masa a syrl a konzervaci potravin. Na druhé strané mohou pusobit i jako patogeny. Jsou
zodpovédné za kontaminaci potravin a vzhledem k jejich obCasné pfitomné virulenci a
multirezistenci predstavuji epidemickou hrozbu v nemocni¢nim prostiedi (Krawczyk et al.
2021).

Enterokoky jsou environmentdlnimi plvodci mastitid, pficemz infekce zpUsobuji
predevsim Enterococcus faecalis (ptiblizné 80 %) a Enterococcus faecium (pfiblizné 10-15 %).
Plvodci mastitid skotu jsou klasifikovani jako ,,environmentalni" nebo ,nakazlivé," pricemz
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae a Mycoplasma spp. jsou reprezentativnimi
puvodci nakazlivych mastitid. Diky své schopnosti pfizpUsobit se nepfiznivym podminkdm
mohou Enterococcus spp. prezivat v prostfedi po dlouhou dobu a infikovat mlééné Zlazy. Ackoli
ampicilin, gentamicin, penicilin, tetracyklin a tylosin jsou antimikrobidlni latky schvdlené a
dfive pouzivané k |écbé mastitidy skotu v Jizni Koreji, jejich terapeuticky Uspéch je omezen
antimikrobialni rezistenci (Kim et al. 2022).

3.2.1.2 Staphylococcus aureus

S. aureus zcCeledi Staphylococcaceae je grampozitivni, nepohyblivy, nesporulujici,
fakultativni anaerob. Shlukuje se do kokd, a jeho kolonie maji nazloutlou barvu. Tato bakterie
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fermentuje glukdzu na kyselinu mlé¢nou a roste pfi optimalni teploté v rozmezi 15 az 45 °C. Je
tedy odolnd vUci vysokym teplotam, a snasi i vysoké koncentrace sodiku (az 15 %) a sucho. S.
aureus se vyskytuje v lidské mikroflére, tedy na kdzi, nosnich priichodech a sliznicich, a navic
je pro ¢lovéka patogenni, zplsobuje celou fadu hnisavych infekci, syndrom toxického Soku a
otravy potravinami (lbrahim 2020). Této bakterii se rikd také ,zlaty stafylokok,” jelikoz
obsahuje karotenoidni pigmenty, které pfispivaji k oxidativnimu stresu a rezistenci neutrofil(
a virulenci (Liu et al. 2020).

Nositelem S. aureus je pfriblizné 20 az 30 % lidské populace, vyskyt S. aureus se u
jednotlivych druhd hostiteld lisi, napt. nositelem je az 90 % kurat, 42 % prasat, 29 % ovci a
14 az 35 % krav a jalovic. S. aureus se od vétsiny zastupct rodu lisi hojnou produkci vylucované
enzymu koaguldzy, ktera preménuje sérovy fibrinogen na fibrin a podporuje srazeni krve (Haag
et al. 2019).

Je hlavnim plvodcem pneumonie a dalSich infekci dychacich cest, infekci v misté
chirurgického vykonu, protetickych kloubl a kardiovaskularnich infekci a také nemocnic¢ni
bakteriémie. Bakteriémie zpUsobend S. aureus je pricinou vétsiho poctu umrti, nez je napfiklad
pocet umrti zplUsobenych syndromem ziskaného selhani imunity (AIDS), tuberkulézou a
virovou hepatitidou dohromady. Ostatni infekce vyvolané S. aureus, jako jsou stfedné zavazné
koZni infekce vCetné furunkull, abscest, infekci ran a rozvoj atopické dermatitidy, obvykle
neohroZuji Zivot, ale mohou byt doprovazeny zna¢nou morbiditou a bolesti (Cheung et al.
2021).

S. aureus je také hlavni pri¢inou mastitid u dojnic, ¢imz zplsobuje ekonomické ztraty v
mlékarenském primyslu. Mastitida u dojnic ma za nasledek sniZeni uZitkovosti, potfebu
veterinarnich zdsahu a ztraty mléka, které musi byt vyfazeno bud kvali kontaminaci patogeny,
nebo antibiotiky. Pokud je 1é¢ba vemene nelspésna, je zvire ¢asto utraceno. Mastitida vede k
shromazdovani leukocytli do vemene, kvalita mléka se stanovuje hodnotami poctu leukocyta.
Vezmeme-li jako pfriklad kravské mléko, je mléko s vice nez 200 000 leukocytl na ml
povazovano za infikované, a v Evropské unii je pfi ndlezu vice nez 400 000 bunék na ml mléko
povaZovdno za nevhodné k lidské spotiebé. S. aureus se muUZe vylucovat z infikovanych
mlécnych Zlaz a vétSina stafylokokovych izolatl z mléka ma geny koédujici enterotoxiny.
Kontaminace syrového mléka tak muZe vést k otravam z potravin z fermentovanych syrovych
mlécnych vyrobkid (Haag et al. 2019).

Stafylokokovda gastroenteritida a otrava jidlem nejsou vysledkem pozZiti samotného
S. aureus, ale spiSe jejich enterotoxinG, které vznikaji v potravé. Jesté dllezitéjsi je, ze
enterotoxiny jsou tepelné stabilni a dokdZou odolat vysoké teploté, aniz by ztratily svou
biologickou aktivitu (Qiu et al. 2010).

Infekce vyvolané S. aureus jsou obzvlasté problematické vzhledem k castému vyskytu
rezistence vUci antibiotikdm, z nichz klinicky nejvyznamnéjsi jsou meticilin-rezistentni
S. aureus (MRSA) (Cheung et al. 2021). MRSA se objevil jako rozsifena pric¢ina komunitnich i
nemocnicnich infekci. V sou€asnosti je MRSA odpovédna za 10krat vice infekci nez vSechny
multirezistentni gramnegativni patogeny dohromady (Craft et al. 2019). Infekce zpUsobené
MRSA jsou ve srovnani s infekcemi zpUsobenymi S. aureus citlivym na meticilin provazeny
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zvy$enou mortalitou, morbiditou a délkou hospitalizace. Zatimco v USA, Evropé, Ciné a mnoha
dalSich zemich nemocnicni infekce spojené s MRSA klesaji pravdépodobné diky zvySenym
hygienickym opatfenim a dohledu, v malo rozvinutych zemich stale nardstaji (Cheung et al.
2021).

3.2.2 Gramnegativni

3.2.2.1 Escherichia coli

E. coli je fakultativné anaerobni gramnegativni tycCinka, kterd patfi také do celedi
Enterobacteriaceae (Gomes et al. 2016). TycCinky maji primér zhruba 0,4 um a délku 2—3 um
(Sora et al. 2021). Rod Escherichia byl pojmenovan po némeckém pediatrovi Theodoru
Escherichovi. Escherichia coli je Siroce rozsifena, obyva komenzdalné tlusté stfevo clovéka a
teplokrevnych ZivocCichl. Ackoli vétSina kmen( Zije neSkodné v tlustém stfevé a jen zfidka
zpUsobuje onemocnéni u zdravych jedincy, fada patogennich kmend muze zplsobovat strevni
i mimostrevni onemocnéni jak u zdravych, tak u imunokompromitovanych jedinct (Gomes et
al. 2016).

Patogenni E. coli Ize rozlisit na dvé hlavni skupiny podle schopnosti zplsobovat infekce
v gastrointestinalnim systému nebo mimo négj. Intestinalni kmeny E. coli se déli na nasledujici
patotypy: enteropatogenni zpUsobujici prajmy u déti a zvifat; enterohemoragicka, ktera je
zodpovédna za hemoragickou kolitidu a hemolyticko-uremicky syndrom; enterotoxigenni,
kterd je hlavni pri¢inou cestovatelského prljmu a prdjmu prasat a skotu; enteroagregativni,
kterd maze u lidi zpUsobit pretrvavajici prijem; difuzné adherentni zplsobujici prijem u déti;
a enteroinvazivni, ktera zplsobuje vodnaté prUjmy a Uplavici. Skupina extraintestinalnich
patogenU zahrnuje ndsledujici varianty: uropatogenni; E. coli zpUsobujici neonatalni
meningitidu; izolaty zpUsobujici septikémii; avidrni patogenni; a mamarni patogenni E. coli.
Tyto patotypy jsou také izolovdny z nemoci zvirat, jako je fatalni pneumonie u prasat, mastitida
u krav a prasat, pyometra a infekce mocovych cest u pst (Sora et al. 2021).

3.2.2.2 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella je bakteridlni rod z Celedi Enterobacteriaceae, coZ jsou gramnegativni,
nepohyblivé, nesporulujici bacily, které se bézné vyskytuji v gastrointestinalnim traktu savc(
a prilezitostné infikuji hostitele. Tyto bakterie ¢asto zpUsobuji Zivot ohrozujici infekce, jako
jsou septikémie, infekce mocovych cest, pneumonie a jaterni abscesy u pacientl s oslabenou
imunitou. K. pneumoniae je nejrozsifenéjSim nozokomidlnim a oportunnim patogenem
(Sivaramakrishnan et al. 2022).

Bakterie byla poprvé popsana Carlem Friedlanderem v roce 1882, byla izolovéna z plic
pacientdl, ktefi podlehli zapalu plic. Tato vSudyptitomna bakterie kolonizuje povrch sliznic a
pronikd az do krevniho recisté (Dai et Hu 2022). K. pneumoniae mliZe za anaerobnich
podminek fermentovat glukézu za vzniku kyseliny a plynu, coZ vede k plynotvornym abscestim.
Byly popsany pripady zpUsobujici plynotvorné abscesy hlavné v jatrech a mocovych cestach.
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Jelikoz je jejich vyskyt v mozku extrémné vzacny, antibiotika prochazejici hematoencefalickou
bariérou nejsou bézné volena pro Ié¢bu (Wu et al. 2024).

Kritickou vlastnosti K. pneumoniae, ptispivajici k jeji evoluci, je schopnost ziskavat novy
geneticky materidl. V dlsledku toho v soucasné dobé existuji dva patotypy oznacované jako
klasickd K. pneumoniae (cKp) a hypervirulentni K. pneumoniae (hvKp). Oba patotypy jsou
globalnimi patogeny, ale vyskyt infekci zplsobenych hvKp se v poslednich tfech desetiletich
neustdle zvySuje v zemich asijsko-pacifického regionu. Naproti tomu v zapadnich zemich
dosud prevladal plivodce cKp, ale infekce zplsobené hvKp jsou stale Castéji rozpoznavany i
mimo Asii (Russo & Marr 2019).

3.2.2.3 Pseudomonas aeruginosa

Tato vSudypfitomnd gramnegativni aerobni bakterie je béZnou soucdsti stfevni fléry, ale
muZe se stat silnym patogenem, zejména u kriticky nemocnych pacientl na jednotkach
intenzivni péce (Breijyeh et al. 2020). P. aeruginosa muZe zplUsobovat zavazné akutni a
chronické infekce u pacientll na ventildtorech a u pacientl s popdleninami, chirurgickymi
incizemi, viedy na diabetické noze a katetry. Kromé toho je také vyznamnou pfticinou
morbidity u jedincl s cystickou fibrézou. Infekce zplisobené P. aeruginosa se mohou
vyskytnout i u jinak zdravych lidi, napfiklad mohou zpUsobit zanét vnéjsiho zvukovodu, zanét
stfedniho ucha, zanét vlasovych folikuld a zanét rohovky. Pokud je Iécba v akutnim stavu
neuspésna, mohou se vytvorit chronické biofilmové infekce, kterych je obtizné se zbavit.
Kromé toho je tato bakterie vnitfné rezistentni k Siroké Skdle antibiotik a v posledni dobé se
zvysSuje vyskyt multirezistentnich kmena (Crone et al. 2020).

P. aeruginosa byla poprvé identifikovana v roce 1882 a je povazovana za oportunniho
patogena, ktery mlze prezivat na povrsich nemocnic¢niho prostredi. Je cCastou pricinou
nozokomialnich infekci, zejména ventilatorové pneumonie a infekci krevniho recisté (Breijyeh
et al. 2020). Oproti jinym bakteriim ma P. aeruginosa unikatni vlastnost — kazdy z jejich
vnitfnich mechanismU rezistence poskytuje odolnost proti vice antibiotikim soucasné
(Kakoullis et al. 2021).

Lécbu infekci navic ztézuje schopnost P. aeruginosa vytvaret biofilmy, které je chrani
pred okolnimi vlivy prostredi, brani fagocytdze, a tim jim propujcuji schopnost kolonizace a
dlouhodobého pretrvavani. Biofilm predstavuje komplexni uskupeni bakterii uzavienych v
autonomné vytvorené matici extraceluldrnich polymernich latek (EPS). Jedna se o klicovou
strategii pro preziti druh( v reakci na zmény Zivotnich podminek, jako jsou kolisani teploty a
dostupnosti Zivin (Thi et al. 2020).
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3.3 Silice

3.3.1 Charakterizace

Lidé vyuZivaji rostliny k lé¢bé raznych onemocnéni, véetné bakteridlnich infekci, jiz tisice
let. Moderni techniky ndam umoznily védecky potvrdit mnoho tradicnich lé¢ebnych vyuziti
rostlin. V posledni dobé byly intenzivné zkoumdny rGzné rostlinné slouceniny, vcetné
komplexnich rostlinnych extraktl, éterickych oleji a Cistych latek, jako jsou terpenoidy,
polyfenoly a alkaloidy (Alvarez-Martinez et al. 2021).

Rostliny vytvareji dva typy metabolitl: primarni, které jsou zasadni pro jejich preziti, a
sekundarni, které reaguji na interakce s prostfedim. Primarni metabolity zahrnuji produkty
glykolyzy, Sikimatové drahy a cyklu trikarboxylovych kyselin, které podporuji vyzivu a
reprodukci rostlin (Jubair et al. 2021). Silice neboli esencialni oleje pochdzeji z aromatickych
rostlin, kde plsobi jako sekundarni metabolity (Mahizan et al. 2019). Silice se nachazeji v
cytoplazmé nékterych rostlinnych bunék, konkrétné se vylucuji v trichomech nebo sekreénich
chloupcich, epidermdlnich bunkach, vnitifnich sekrecnich bunkach a sekreénich kapsdach
(Bhavaniramya et al. 2019). Zastupuji ochranou funkci proti bakteridlnim, plisnovym a virovym
infekcim (Mahizan et al. 2019). PIni také klicovou ulohu v rostlinné reprodukci tim, Ze pfitahuji
opylovacde, coz prispiva k distribuci semen a pylu. Nékteré silice, napr. z Cryptomeria japonica,
maji rovnéZ repelentni Ucinek vic¢i hmyzu a Skddclm, coz je dlleZitd soucdst obranného
mechanismu rostlin (Aljaafari et al. 2021).

V mnoha vyzkumech byl potvrzen terapeuticky potencial téchto latek, pricemz silice
projevovaly antibakteridlni, antioxida¢ni, analgetické, sedativni, protizanétlivé, protiplisnové,
protirakovinné a protizanétlivé ucinky (Marinelli et al. 2018). Fytochemikalie mohou pUsobit
prostrednictvim rlznych mechanism( a cilovych mist ve srovnani s tradi¢nimi antibiotiky, a
proto bylo navrzeno, aby jejich kombinace s konvencnimi antibiotiky poskytovala vynikajici
uginnost pfi potlacovani rozvoje rezistence (Alvarez-Martinez et al. 2021).

Nejvice silic se vyskytuje v rostlinnych celedich Lamiaceae (hluchavkovité — levandule,
mata peprnd, Salvéj, oregano, tymian, majoranka), Apiaceae (mifikovité — kmin, anyz),
Rutaceae (routovité — pomeranc, citron, grapefruit,), Asteraceae (hvézdnicovité — kopretina,
slunecnice, bodlaky), Cupressaceae (cypfisovité — jalovec, sekvoj), Myrtaceae (myrtovité —
eukalyptus, hrebicek), Pinaceae (borovicovité — cedr, modfin, borovice, smrk) (Kachur &
Suntres, 2020).

3.3.2 Chemické vlastnosti

Zakladnimi slozkami silic jsou terpeny, zejména upravené terpeny (terpenoidy)
obsahujici kyslik ve formé hydroxylovych, eterovych, aldehydovych, ketonovych nebo
karboxylovych skupin. Pfitomny mohou byt i fenylpropanoidy a derivaty alifatickych
uhlovodikl s kratkym fetézcem. Terpeny se skladaji z izoprenovych jednotek (2-methyl-1,3-
butadien) s obecnym strukturnim vzorcem (CsHs)n, kde n je pocet vazanych izoprenylovych
jednotek (Pereira et al., 2018). Okyslicené slouceniny mohou byt odvozeny z terpen(, ve
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kterych se nazyvaji ,terpenoidy” (Tongnuanchan & Benjakul 2014). Podle po¢tu atomu uhliku
se klasifikuji na hemiterpeny s 5 C, monoterpeny (10 C), seskviterpeny (15 C), diterpeny (20
C), sesterpenteny (25 C), triterpeny (30 C), tetraterpeny (40 C) a polyterpeny (>45 C).
Monoterpeny dominuji v rostlindch jako nejvyznamné;jsi slozka silic, tvorivice nez 80 % obsahu
(Pereira et al. 2018).

Pro zlepSeni rozpustnosti silic se vyuzivad rGznych dispergacnich ¢inidel a povrchové
aktivnich latek, véetné bezvodého etylalkoholu, Tween, dimetylsulfoxidu, agarosy a lecitinu.
Timto zpUsobem je dosazeno maximdlniho kontaktu silice s mikroorganismy. Pfitomnost
emulgatord muazZe brzdit separaci silic a vody, coZ zvySuje kontaktni plochu mezi silicemi a
bakteriemi (Ju et al. 2022).

Mnoho slozek silic obsahuje asymetrické atomy uhliku, které vykazuji optickou aktivitu.
Tyto chiralni slouceniny, zejména mono— a seskviterpeny, se vyskytuji v charakteristickém
enantiomernim rozloZeni, vyvinutych prostfednictvim enzymaticky Fizené biosyntézy.
Chiralita vonnych latek ma vliv na zpUsob jejich Gc¢inku, coz zplsobuje, Ze analogicky s jinymi
|éCivy mohou enantiomery plsobit odliSné. Mezi chirdlnimi slou¢eninami se mliZze vyskytovat
rozdil ve viini (Sharmeen et al. 2021). SloZeni silic mUZe byt ovlivnéno prostfedim, sklizni,
zpracovanim a skladovanim rostlinného materidlu. Terpenoidy a dalsi slozky silic jsou obvykle
tézké, termolabilni a ndchylné k oxidaci, hydrolyze a snadné degradaci (de Matos et al. 2019).

3.3.3 Zpusoby ziskavani silic

Silice jsou tékavé, vétSinou kapalné a dobre rozpustné latky v lipidech a organickych
sloucenindch. Vyskytuji se v kvétech, poupatech, listech, kdre, vétvickach, drevé, stonku,
semenech nebo v kofenech (Mahizan et al. 2019). Tradic¢ni pfistupy k ziskani silic a extraktd z
rostlinné matrice zahrnuji parni a hydrodestilaci, extrakci kapalnym rozpoustédlem a destilaci.
V soucCasné dobé se pozornost vénuje extrakci sloZzek silic za vysokého tlaku pomoci
superkritickych kapalin. Tato metoda je obzvlast zajimava pro potravinarsky, farmaceuticky a
kosmeticky primysl jako alternativa k tradi¢nim postuplim, jelikoZ zahrnuje moderni metody
jako mikrovinny proces a extrakci superkritickymi kapalinami, které snizuji oxidaci sloucenin a
zachovavaiji kvétinové viné (Baptista-Silva et al. 2020).

LISOVANI

Nejstarsi metodou ziskavani silic je lisovani za studena. Touto metodou se ziskavaji
hlavné silice z citrusovych slupek (Reyes-Jurado et al. 2015). Jedna se o fyzikalni proces, pfi
kterém se rostlinnad matrice rozdrti nebo rozbije, aby se uvolnila silice, ¢imz vznikne emulze
olej/voda, ktera se obvykle oddéli odstfedénim (Razola-Diaz et al. 2021). Na trhu je k dispozici
mnoho zafizeni pro tuto metodu. Silice ziskané touto metodou nejsou zcela tékavé slouceniny,
obsahuji téZ kumariny, rostlinna barviva atd. Proto, je-li poZzadovdana Cistd silice, je tfeba pouzit
destilaci nad zfredénym NaOH (Reyes-Jurado et al. 2015).
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PARNI DESTILACE

Parni destilace je nejcastéji pouzivanou selektivni metodou pro extrakci silic z rostlin.
Tato metoda umoznuje vytézek z 93 % silic, dalSich 7 % lze ziskat pomoci jinych postup(.
Vzorek rostliny je vstfikovan do vrouci vody, bunécna sténa praskne a uvolni se aromatické
slouceniny nebo silice (Tongnuanchan & Benjakul, 2014). Masango (2005) vyvinul efektivni
metodu parni destilace silic, kterd zvysuje vytéZnost oleje a snizuje ztraty poldrnich sloucenin
v odpadni vodé. Tato metoda zahrnuje umisténi rostlinného materialu nad zdrojem pary
vytvorené samostatné, pricemzZ pouze para prochdzi skrz rostlinny materidl, a vrouci voda
zUstava oddélend. Timto zplisobem se minimalizuje spotieba pary a mnozstvi vody v destilatu.
Tato metoda také sniZuje rozpustnost ve vodé rozpustnych sloucenin v kondenzatu
(Tongnuanchan & Benjakul 2014). Parni destilace se pouZiva nej¢astéji pro extrakci levandule,
pomerancové klry a eukalyptu. Naopak pro extrakci koreni, napriklad hrebicku, kminu,
zazvoru, maty, semene kopru, citronové trdvy a bazalky, je nejucinnéjsi hydrodestilace
(Katekar et al. 2023).

HYDRODESTILACE

Metoda hydrodestilace (Obrazek 2) zahrnuje destilacni bariku s [éCivym rostlinnym
materidlem a rozpoustédlem (obvykle vodou) (Katekar et al. 2023). Tato technika se
pravidelné provadi pomoci zafizeni zndmého jako Clevengerlv pristroj nebo jednoducha
destilace s vodni parou. Hydrodestilace zahrnuje tfi hlavni fyzikalné-chemické procesy:
hydrodifuzi, hydrolyzu a tepelny rozklad (Fagbemi et al. 2021). Smés je externé ohtivdna
elektrickou topnou spiralou, ¢imzZ dochdzi ke vzniku par, které kondenzuji v kondenzatoru, kde
dochdzi ke shromazdovani silic. Para obsahujici silici se zkondenzuje a silice se oddéli (Katekar
et al. 2023). Pfi hydrodestilacnich metoddch vsak muZe dojit k chemickym zménam a
slou€eniny citlivé na teplo se mohou pfi teploté varu vody snadno znicit. Proto je kvalita
vytazku silic velmi zhorsend (Baptista-Silva et al. 2020).

~ Termometr
‘ Laboratorni stojan

L Kondenzator
Destilacni barika | \9(%

Topné téleso Kondenzat

— Kadinka

Obrazek 2: Hydrodestilace (Katekar et al., 2023)

Polohovatelny stojan

3.3.4 Mechanismus ucinku antimikrobialni latky

Mechanismus ucinku silic neni Uplné objasnén, coz je dano rozsahlym spektrem jejich
slozek. Je pravdépodobné, Ze jejich antimikrobialni aktivita neni vysledkem jediného
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specifického mechanismu, ale zahrnuje rizné cile uvnitf buriky (Andrade-Ochoa et al. 2021).
Mechanismy ucinku silic a jejich slozek zavisi na chemickém sloZeni. Napfr. tymol a karvakrol,
prestoze maji podobné antimikrobialni Ucinky, pGsobi rdzné na grampozitivni a gramnegativni
bakterie. Rozdil v umisténi funkénich skupin na téchto molekulach ovliviuje jejich
antimikrobialni d¢innost. Ackoli tymol je strukturné podobny karvakrolu s odliSnym umisténim
hydroxylovych skupin, tento rozdil neovliviiuje jejich antimikrobidlni aktivitu (Nazzaro et al.
2013).

Hlavni mechanismy ucinku silic zahrnuji degradaci bunécné stény, poskozeni
cytoplazmatické membrany a membranovych proteind, coz vede ke koagulaci cytoplazmy,
zvySenou permeabilitu a unik bunécného obsahu (Nazzaro et al. 2013). Antibakterialni ucinek
esencidlnich oleji je také spojen se snizenym membranovym potencidlem, narusenim
protonové pumpy a vycerpanim ATP (adenosintrifosfat) (Turina et al. 2006). Porucha bunécéné
membrany zplUsobena silicemi také ovliviiuje zakladni procesy jako je metabolismus energie,
zpracovani zivin, syntéza makromolekul a sekrece ristovych reguldtor(i (Oussalah et al. 2006)

Esencidlni oleje mohou ovlivnit jak vnéjsi obal buriky, tak cytoplazmu (Nazzaro et al.
2013). Jednotlivé slozky esencidlnich olejd mohou mit r(izné mechanismy ucinku proti
mikroblm, zdvislé na typech chemickych sloiek v oleji. Celkovy antibakteridlni ucinek
esencidlnich olejl je ovlivnén biochemickymi reakcemi v bakterialni burice a také se lisi podle
bakterialni struktury, véetné rozdild mezi grampozitivnimi a gramnegativnimi bakteriemi,
které maji odliSné sloZzeni bunéénych membran (Swamy et al. 2016). Fenolové slouceniny,
obsazené v esencialnich olejich, vykazuji antimikrobialni GCinky prevazné proti grampozitivnim
bakteriim. U&innost téchto slou¢enin zavisi na jejich koncentraci: v nizsich hladindch mohou
ovliviiovat enzymy spojené s vyrobou energie, zatimco ve vyssich koncentracich maji tendenci
denaturovat proteiny (Nazzaro et al. 2013).

Dalsi mechanismus ucinku silic proti mikroorganismim spocivd v interakci jejich
hydrofobnich sloZzek s lipidy bunééné membrdany. Tato interakce zpUsobuje ztratu integrity
membrdny a toto posSkozeni vyvoldvd zmény ve fungovani elektronového transportniho
fetézce. Cytoplazmatickd membrdna pUsobi jako selektivni bariéra, kterd umoznuje vstup a
vystup malych rozpusténych latek a iontd, jako je H*, K*, Na* a Ca?*. Tato selektivita Fidi hlavni
bunécné funkce a poskozeni bunétné membrany mize zménit mikrobidlni homeostazu a vést
k metabolickym zménam, které mohou vést k bunécné smrti (da Silva et al. 2021).

Eugenol ovliviiuje membrany tim, Ze zasahuje do transportu iontl a ATP a méni sloZeni
mastnych kyselin u rdznych bakterii. Navic inhibuje nékolik bakteridlnich enzymu, vcetné
ATPazy, histidinkarboxyldzy, amylazy a protedzy (Thoroski et al. 1989).

Antimikrobidini aktivita tymolu zpUsobuje strukturdlni a funkéni zmény v
cytoplazmatické membrané, poskozuje membrany, a interaguje s membranovymi proteiny a
intraceluldrnimi cili. Tyto interakce zvysuji permeabilitu membrdany, coz vede k uvolfiovani
iontl drasliku (K*) a ATP. Tymol se také integruje do lipidové dvojvrstvy, coz mize ovlivnit
bunécné funkce a v nizkych koncentracich umoznuje adaptaci lipidového profilu membrany
pro zachovani jeji funkce (Nazzaro et al. 2013).
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Karvakrol, hydrofobni slouc¢enina, ovliviiuje bunéc¢né membrdany tim, Ze méni slozeni
mastnych kyselin, coZ ovliviuje jejich fluiditu a propustnost (Rudramurthy et al. 2016).
Hydroxylovd skupina v karvakrolu maze fungovat jako transmembranovy nosi¢ iontl, coz
zvySuje tekutost a propustnost membran. Exponované mikrobidlni burfiky mohou reagovat
zménou sloZeni mastnych kyselin v membrané, coz ovliviiuje jejich strukturu a funkci (Nazzaro
et al. 2013).

Linalool primarné poskozuje bunéénou membranu, coz vede k uniku intraceluldrnich
makromolekul a naruseni jeji funkce. Navic inhibuje aktivity klicovych enzymu zapojenych do
citratového cyklu a glykolyzy, stejné jako ATPazu a dehydrogendzu dychaciho fetézce, ¢imz
omezuje produkci ATP a bunécné dychdni (Guo et al. 2021).

Zvlastni mechanismy Ucinku a-terpineolu proti bakteriim zahrnuiji tvorbu glykosidickych
a vodikovych vazeb s bakteriemi, zvySené gelovaténi membran a sniZzenou fluiditu membran,
naruseni elektronového transportu v cytoplazmatické membrdné a naruseni protonového
gradientu a oxidativni fosforylace (Yang et al. 2023).

3.3.5 Charakterizace vybranych slozek silic
3.3.5.1 Eugenol

Tato aromatickd latka, rozpustnd v organickych rozpoustédlech, se vyznacuje Cirou az
svétle Zlutou tekutinou olejovité konzistence s kofenénym aroma (Ulanowska & Olas, 2021).
Podle chemického nazvoslovi se jednd o 4-allyl-2-methoxyfenol (Obrazek 3), coZ je
fenolpropanoid s allylovym fetézcem substituovanym guajakolem (Nisar et al. 2021).

Tato pfirodni organicka latka se nachdazi v bazalce, hrebic¢ku, zazvoru, skofici, kurkumé,
paprice a muskatovém ofisku. Nicméné nejvyssi obsah eugenolu je zaznamenan v hiebickovci
kofenném (Eugenia caryophillata), a to v rozmezi od 45 do 90 %. Hrebickova silice se pouziva
k [é¢bé mnoha nemoci véetné akné, astmatu, revmatoidni artritidy, jizev, bradavic a rGznych
alergii (Marchese et al. 2017). Eugenol ma také farmakologické, parfumérské a potravinarské
vyuziti. Ve farmakologii se vyuziva pro své analgetické, antidiabetické, antimikrobidlni a
protinadorova aktivita. V zemédélstvi se eugenol vyuziva jako atraktant pro hmyz a pfi vyrobé
pesticidl (Nisar et al. 2021).

Eugenol vykazuje baktericidni nebo bakteriostaticky ucinek v zavislosti na MIC
(minimdlni inhibi¢ni koncentrace) a MBC (minimdlni baktericidni koncentrace). Taktéz
projevuje antivirové a antimykotické ucinky. Eugenol prokazuje aktivitu proti rlznym
bakteridlnim kmenUm, véetné gramnegativnich a grampozitivnich (Nisar et al. 2021). Bylo
popsano, Zze eugenol inhibuje rlst Escherichia coli, Listeria monocytogenes a S. aureus (Qiu et
al. 2010). Pritomnost volné hydroxylové skupiny v molekule eugenolu predstavuje hlavni
faktor odpovédny za vysokou antimikrobidlni aktivitu. Eugenol negativné ovliviiuje bunécnou
sténu a membranu bakterii (Nisar et al. 2021). JelikoZ je hydrofobni, snadno pronika
lipopolysacharidovou bunécnou membranou a vstupuje do cytoplazmy. Jeho pfitomnost v
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bunce muze zpUsobit strukturdlni zmény, vedouci ke ztraté intraceluldrnich slozek (Ulanowska
& Olas 2021).

H4CO _

HO

Obrazek 3: Eugenol

3.3.5.2 Karvakrol

Karvakrol CioH140, chemickym ndzvoslovim 2-methyl-5-(1-methyl)-fenol, se sklada z
monoterpenového fenolu (Obrazek 4). Pfirozené se vyskytuje v tymianu, oreganu divokém
bergamotu, ¢erném kminu a fefiSe. Je rozpustny v etanolu, tetrachlormetanu a dietyleteru.
Diky své odvozeniné od cymenu vykazuje bakteridlni inhibi¢ni schopnosti. Karvakrol rovnéz
projevuje antioxidacni a hepatoprotektivni ucinky. V dlsledku pfitomnosti hydroxylové
skupiny dochazi k zachycovani volnych radikal (Imran et al. 2022).

Nejvétsi obsah karvakrolu Ize nalézt v oreganu (Origanum vulgare), ktera projevuje
vyznamnou antioxidacni a antikarcinogenni aktivitu proti bunécné linii triple-negativnimu
karcinomu prsu. Karvakrol ddle projevuje antiseptické, protizdnétlivé, antidiabetické,
imunomodulacni, antimikrobidlni a hepatoprotektivni a neuroprotektivni Ucinky. Vyznamna
antimikrobialni aktivita byla zaznamenana predevsim u bakterii Staphylococcus epidermis,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, a v kombinaci s tymolem také
u Staphylococcus aureus, Clostridium perfingens a Pseudomonas aeruginosa. Antifungdlni
ucinky byly prokdzany u plisni Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Candida spp., Penicillium
rubrum a Trichoderma viride (Imran et al. 2022).

Karvakrol spolu s tymolem tvofi 75-80 % silic obsazenych v oreganu. Bioaktivni slozky
oregana jsou prospésné zejména diky svym antioxida¢nim a antimikrobidlnim vlastnostem.
Oregano se pouziva v reckych, italskych a mexickych pokrmech; jeho susené listy jsou
pridavany do omacek, polévek, duseného masa, nadivek, ¢aji a kombinuji se s rajcaty na pizzu
(Rodriguez-Garcia et al. 2016). Tymian obsahuje 5-75 % karvakrolu, zatimco majoranka
50-70 %. Poufiti karvakrolu jako p¥isady do potravina¥Fskych vyrobkd bylo schvaleno Uradem
pro kontrolu potravin a |éCiv (FDA) a byl zarazen mezi chemické latky pouzivané k aromatizaci.
Diky svym aromatickym vlastnostem se také pouziva jako konzervacni latka (Imran et al., 2022;
Marinelli et al. 2018).
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Obrazek 4: Karvakrol

3.3.5.3 Linalool

3,7-dimethyl-1,6-oktadien-3-ol, neboli linalool C1gH180 (Obrdzek 5), je monoterpenovy
acyklicky tercidrni alkohol. PFi béZné pokojové teploté se vyskytuje jako bezbarva nebo jemné
nazloutla latka. Je pfitomna v silicich vice nez 200 jednodéloZnych a dvoudéloznych rostlin,
zejména u Celedi: hluchavkovité (Lamiaceae), vaviinovité (Lauraceae) a mirikovité (Apiaceae)
(Pereira et al. 2018). V potravinach se vyskytuje pfirozené v rliznych koncentracich. Nejvétsi
podil ma v pomeranci a bergamotu, dale v merunkach, hroznech, nektarinkdch, broskvich,
jahodach a raj¢atech, nejméné v citronech, melounu, a malinach (Maczka et al. 2022). Linalool
je uvadén jako hlavni slozka levandulové silice (cca 40 %) a koriandru (60—-80 %). Levandule
lékarska (Lavandula angustifolia) patfi do ¢eledi Lamiaceae a pouziva se pro rlzné poruchy,
véetné Uzkosti, stresu a bolesti hlav (Caputo et al. 2021). Linalool je klicovou slouc¢eninou pro
vyrobu rliznych domacich produktl, kosmetiky a vonnych chemikalii, jako je geraniol, nerol,
citral a jeho derivaty, a také je to hlavni sloucenina pfi syntéze vitamind A a E ve farmacii
(Crone et al. 2020).

Linalool existuje ve formé dvou enantiomert: (3S)-(+)-linalool, tzv. koriandrol, a
(3R)-(-)-linalool, tzv. licareol. Je zajimavé, Ze oba enantiomery maji odliSné aromatické profily:
koriandrol je vniman jako sladky, kvétinovy, bylinny s citrusovymi a ovocnymi tény, zatimco
licareol ma drevité a levandulové aroma. VyuZiva se pfi vyrobé parfémd, pletovych vod, mydel,
Samponu, v detergentech nebo Cisticich prostredcich. Posledni dobou se také uplatriiuje jako
slozka v aktivnich obalech, kde je budto rozprasovdn do prostoru nad potravinou v obalu,
nebo se aplikuje pfimo do obalu nebo folie potravin (Maczka et al. 2022). Linalool podléhd
oxidaci kvuli pritomné hydroxylové skupiné a dvojnym vazbam, coz vede k vytvoreni produktt
furanoidl a pyranoidd, které jsou typické pro vané vina, papaji a kvétin (Pereira et al. 2018).

Linalool  vykazuje rUzné bioaktivni  vlastnosti, véetné protizdnétlivych,
antiproliferativnich a  protirakovinnych  ucink(i, antihyperlipidemickych  vlastnosti,
antimikrobialnich schopnosti, antinociceptivnich a analgetickych ucinkd, anxiolytickych a
antidepresivnich ucink(, a téZ neuroprotektivnich ucinkd (Pereira et al. 2018).

Nékteré studie prokdzaly jeho ucinnost proti Zivot ohroZujicim kmenlm, vcéetné
multirezistentnich jako E. coli a P. aeruginosa. Kromé toho byl ucéinek prokazan i proti
bakteriim spojenych s gastrointestinalnimi infekcemi, onemocnénim parodontu a vznik
zubniho kazu, a také onemocnénim zplsobenym bakteriemi Streptococcus mutans, a
Staphylococcus epidermidis. Pfidani linaloolu do potravin mlzZe mit pozitivni Gcinky, protoze
bylo prokazano, zZe plsobi proti mikrobdm kontaminujicim potraviny, jako jsou Campylobacter
spp. a Salmonella spp., a také Listeria monocytogenes a E. coli. Nicméné, fyzikaIni vlastnosti
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linaloolu, zejména jeho rozpustnost a stabilita, mohou predstavovat problém. Problém
biologické dostupnosti lze vyresit uzavienim linaloolu do nanoemulzi a koloidnich disperzi,
které jsou stabilnéjsi (Maczka et al. 2022).

HsC OH
|
CH,

Obrazek 5: Linalool

3.3.5.4 Tymol

Tymol, téZ oznacCovany jako 2-isopropyl-5-metylfenol a 5-metyl-2-isopropylfenol
(Obrazek 6), predstavuje prirodni monoterpenoidni fenol. Je krystalicky, bezbarvy a vyznacuje
se charakteristickym zdpachem. S karvakrolem predstavuje hlavni aktivni slozku silice
ziskavané z tymidnu obecného (Thymus vulgaris). Jedna se o vytrvalou aromatickou rostlinu,
drevnatou, silné rozvétvenou a malého vzristu, patrici do celedi hluchavkovitych (Escobar et
al. 2020).

Tymian prokdzal ucinnost v boji proti bakteriim (E. coli, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas putida, S. aureus, MRSA) a houbam (Fusarium spp., Aspergillus spp., Candida
spp., Cryptococcus neoformans, Cryptococcus laurentii) s rezistenci vUcéi standardni
antimykotické terapii diky schopnosti tvorit biofilm. Tymianové silice vykazuji také antivirovou
aktivitu proti virdm chfipky, HSV-1, HSV-2 a HIV-1 (Kowalczyk et al. 2020). Mezi hlasend
|é¢ebna pouziti silic z tymidnu a dalsich silic obsahujicich tymol patfi nasledujici: 1é¢ba poruch
postihujicich dychaci a trdvici systém (napf. antitusika, expektorans, Zaludecni, zazivaci,
karminativni a antispasmodika), aktivita proti onemocnénim dutiny Ustni (napf. kaz),
antioxidantni, protizanétlivé, antifungalni a antimikrobidlni ucinky. V potravinarstvi se pouziva
jako konzervant. Tymol se uplatiiuje také v komercnich formulacich jako insekticid, akaricid,
repelent proti hmyzu a zvifatim, fungicid a lékarsky dezinfekéni prostredek (Escobar et al.
2020).

Tymol pUsobi na bakterie tim, Ze se integruje do lipidové vrstvy bunééné membrany, coz
deformuje povrch a zpUsobuje strukturdlni zmény. Hydrofilni ¢ast molekuly interaguje s
polarni ¢asti membrany, zatimco hydrofobni benzenovy kruh a alifatické postranni retézce
pronikaji do vnitfni ¢asti biologické membrany, destabilizuji lipidovou vrstvu, zvysu;ji
propustnost a snizuji elasticitu. Tento proces ovliviiuje i aktivitu vnitfnich membranovych
protein(, v€etné enzym( a receptord, coz mlze vést k zménam v jejich aktivité. Po integrovani
do membrany tymol interaguje s vnitfnimi proteiny prostfednictvim rtznych nespecifickych
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mechanism(, coz vede k dalSim zméndm v konformaci a aktivité vnitfnich a membranovych
proteint (Kowalczyk et al. 2020).
CHs;

OH

H;C CHj
Obrazek 6: Tymol

3.3.5.5 «a-Terpineol

Terpineol (C10H180) je monocyklicky monoterpenovy tercidrni alkohol (Obrazek 7), ktery
se vyskytuje v aromatickych silicich z kofeni. Existuje pét izomer( terpineolu, véetné a-, B-, v,
6-terpineolu a terpinen-4-olu. a-Terpineol a terpinen-4-ol jsou nejbéinéjsi a vyskytuji se ve
velkém mnozstvi pfirodnich zdrojl, naopak B-, y- a 6-terpineol jsou v pfirodé méné béiné
(Chen et al. 2023).

a-Terpineol, propan-2-ol substituovany 4-metylcyklohex-3-en-1-ylovou skupinou v
poloze 2, je ¢asto pouzivan ve vonnych prisadach potravin, ndpoju, tabaku, mydla, parfémd,
kosmetiky a Cisticich prostfedk(. Tato latka existuje ve dvou formach: R-(+)-a-terpineol a
S-(-)-a-terpineol, s odliSnymi senzorickymi vlastnostmi. R -(+)-a-Terpineol s viini podobnou
Sefiku se nachazi v mnoha rostlinnych silicich, véetné sladkého pomerance, manga, neroli
bigarde, maty citronové, maty dlouholisté a oregdnu. Naopak S -(-)-a-terpineol ma jehlicnaty
zapach a ziskava se ze silic skofice, citronu, li¢i a vavfinu (Chen et al. 2023).

a-Terpineol je hlavni slozkou silic z rlznych rostlin, majoranky (Origanum majorana,
73 %), borovice pfimorské (Pinus pinaster, 67 %) nebo Salvéje (Salvia sclarea, 47 %). Tato latka
tvori i vyznamny podil narcisu bilého (Arcissus poeticus, 24 %) a vyskytuje se v relativné
vysokych koncentracich (> 1 %) v ropné frakci dalSich druh( zdroj(i. Ester terpinylacetdtu se
vyskytuje v rlznych silicich, véetné téch z cypfise, malabarského kardamonu, kajeputu, jehlici
sibifské borovice, borovice a horkého pomerance. | pres to, Ze se a-terpineol hojné pfirozené
vyskytuje a lze jej ziskat z ptirodnich zdrojt (napf. frakéni destilaci borovych silic), se tato slozka
obvykle vyrabi chemickou syntézou (Sales et al. 1947).

B-Terpineol je bezbarva viskdzni kapalina se Stiplavym drevitym zapachem, pouzivana v
mydlech a detergentech. y-Terpineol, nachazejici se v silici z jalovce formosanského (Juniperus
formosana), je znamy svou lehkou borovicovou viini. 6-Terpineol ma pfirodni kvétinovou vuni
a Casto se pridava do mydel jako parfém. Terpinen-4-ol, terciarni alkohol s teplym peprovym
zapachem, je v kosmetickém primyslu vyuzivan pro své parfumérské kvality a v Cisticich
prostredcich pro své dezinfekcni vlastnosti. Tento terpineol je také pouZivan v potravinarském
pramyslu jako aromaticka prisada (Chen et al. 2023).

28



-----

Vykazuje fadu pfiznivych vlastnosti, vcetné antioxidacnich, protizanétlivych,
antimikrobialnich, analgetickych, protipridjmovych, antikonvulzivnich, protirakovinnych
ucink( a snizovani krevniho tlaku, a dalSich ucink(. a-Terpineol inhibuje rist mnoha bakterii,
véetné Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Bacillus cereus,
Salmonella enterica, Enterococcus faecalis a Helicobacter pylori. Studie prokazaly, Ze
a-terpineol ma silny inhibi¢ni Ucinek na bakterii E. coli s minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC)
0,78 pug/ml. Lécba a-terpineolem vedla k morfologickym zménam v E. coli, zahrnujici zmenseni
velikosti bunék, zmény tvaru bunky, poskozeni bunécné stény a membrany, vnéjsSimu uniku
cytoplazmy, rozpusténi jaderné membrdany a vakuolizaci bunky. Byl pozorovan pokles intenzity
fluorescence  DNA a obsahu proteind. Celkové studie naznacuji, Ze antibakteridlni
mechanismus a-terpineolu spociva ve zvySovani permeability bunééné stény a membrany a
inhibici syntézy nukleové kyseliny a proteind (Chen et al. 2023).

HO

Obrazek 7: a-Terpineol
3.3.6 Vyznam

V soucasné dobé je znamo pfiblizné 3 000 silic, z nichZz 300 je komer¢né vyznamnych
(Baptista-Silva et al. 2020). Pouzivani silic se v sou€asnosti stava stale oblibenéjsim nejen ve
farmaceutickém primyslu, ale také v parfumérském a kosmetickém odvétvi (parfémy/viing,
aromaterapie, péce o vlasy a plet). Jejich Sirokd aplikace by mohla v budoucnu nahradit
antibiotika, ackoli presné mechanismy ucinku silic zavisi na chemickém slozZeni silic (Aljaafari
et al. 2021). Také mohou byt vyuzivany v potravinarském primyslu jako funkéni potraviny
(nutraceutika, biopolymery), potravinarské pridatné latky (ochucovadla, antioxidanty,
antimikrobialni latky) a také jako doplfiky stravy (potravinové doplriky, kulinafstvi) (Zengin &
Baysal 2014). Dle informaci od FDA z roku 2005 je bezpecné vyuzivat silice, a jejich slozky
mohou slouzit jako aditiva v antimikrobidlnich pfipravcich s cilem redukovat vyvoj rezistence
vUci antibakteridlnim, antifungalnim a antivirovym Iékam. | pfes bohatou nabidku silic ziskalo
schvaleni jako potravinovych konzervantl jen nékolik z nich. To Ize pfiCist tomu, Ze nékteré
slozky potravin vyrazné snizuji antimikrobidlni Uc¢innost silic. Nékteré studie naznacuji, Ze
surové extrakty a silice maji lepsi antimikrobidlni spektrum ve srovnani s ¢istymi slouéeninami,
coz lze priCist synergii mezi rlznymi metabolity nebo kombinovanému antimikrobidlnimu
ucinku rdznych slozek (Aljaafari et al. 2021).

Silice se vyuzivaji i jako prirodni pfisada pro prodlouZeni trvanlivosti potravin, namisto
pouzivani syntetickych konzervacnich latek. Mohou byt pfidavany do tzv. chytrych nebo
aktivnich oball, kde mohou modifikovat strukturu obalovych materidlt a tim vylepsit jejich
vlastnosti (Tongnuanchan & Benjakul 2014).
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Hledani novych ucinnych latek proti bakteriim s multidrogovou rezistenci je prioritou
svétového zdravi. Nékteré fytochemikalie byly identifikovany jako schopné inaktivovat nebo
oslabit rezisten¢ni mechanismy vUci antibiotik(im, coZ zpUsobuje, Ze bakterie jsou citlivéjsi na
ucinky antibiotik. Tato synergickd interakce mezi vybranymi fytochemikaliemi a antibiotiky
zvysuje jejich uUcinnost, kterd by samostatné byla omezend. Nékteré fytochemikdlie projevu;ji
svou antibakterialni aktivitu pouze v kombinaci s antibiotiky, zatimco samy o sobé jsou
neaktivni (Alvarez-Martinez et al. 2021).

3.4 Synergické interakce

Novym pfistupem, ktery se v soucasné dobé zkouma3, je kombinovany uUcinek silic a jejich
sloucenin s antibiotiky. Tato kombinovand terapie muZe vykazovat cCtyfi typy ucink(:
synergicky, aditivni, indiferentni a antagonisticky. VyuzZiti synergické kombinace silic a
antimikrobialnich Iatek bylo navrieno jako jedna z moZnych alternativnich strategii v boji proti
antimikrobialni rezistenci. Podle nékolika studii nékteré slozky silic prokdzaly schopnost zvysit
konvencni antimikrobialni Gcinnost a potenci, kdyZ jsou pouzity v kombinaci (Aljaafari et al.
2021).

Antibakteridlni mechanismus silic obvykle spociva v soucasném pusobeni nékolika
mechanism(l namisto jednoho. Bariérova funkce bunécné stény mikroorganismu snizuje jejich
citlivost na antimikrobidlni [atky. Hlavni slozky bunécné stény a enzymy spojené s bunécnou
sténou predstavuji klicova mista interakci s molekulami silic. Aktivni slozky obsazené v silicich
narusuji strukturu peptidoglykanu nebo inhibuji jeho syntézu, coz ma za ndasledek poskozeni
bunécné stény a deformaci nebo apoptdzu bakterii. Transpeptidaza, nezbytna pro soupereni
s bakteriemi o syntézu bunécné stény, brani spojeni mezi D-alaninem a pentapeptidovym
mulstkem na postrannim fetézci tetrapeptidd. To ma za nasledek neschopnost bakterii
syntetizovat kompletni bunécnou sténu (Ju et al. 2022).

V soucasné dobé vétsSina laboratofi v Evropé i mimo ni stale vice pouziva pro testovani
antimikrobialni citlivosti hodnoty dle Evropského vyboru pro testovani antimikrobidlni
citlivosti (EUCAST). V pribéhu 90. let 20. stoleti existovaly jesté dalSi evropské narodni komise
zamérené na problematiku antimikrobidlni citlivosti. Mezi nimi byl napfiklad Staly vybor BSAC
pro testovani antimikrobidlni citlivosti ve Spojeném kralovstvi. Kazda komise si stanovila
vlastni hodnoty MIC, a nékteré i vlastni metody diskové difuzni metody. Metoda EUCAST je
korelovana s MIC, ktera byla stanovena v souladu s mezinarodnim standardem pro testovani
citlivosti k antimikrobidlnim latkam. Diskova difuzni metoda EUCAST byla vyvinuta s cilem
pokryt Sirsi spektrum kombinace antimikrobidlnich latek a mikroorganismU nez diskova difuzni
metoda BSAC, i kdyZz nékteré nedostatky jsou stdle pretrvdvajici (Brown et al. 2016).
Vyhodnoceni v této prdci je provedeno pomoci EUCAST, avsak v Tabulce 1 je uvedeno i
vyhodnoceni podle BSAC.

Ucinky kombinaci antibiotik se vyhodnocuji dle EUCAST Evropské spole¢nosti klinické
mikrobiologie a infekénich nemoci (ESCMID). Synergetické plisobeni se vyskytuje, kdyz ucinek
kombinace antibiotik nebo antibiotik a neaktivnich |atek prekracuje aditivni ucinky
jednotlivych slozek. Aditivni efekt kombinace antibiotik nastava, kdyz ucinek této kombinace
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odpovida souctu ucinkd jednotlivych slozek. Indiferentni ucinek kombinace antibiotik nebo
antibiotik a neaktivnich latek nastava, kdyz celkovy ucinek odpovida ucinku nejaktivné;si
slozky. Antagonismus se projevuje, kdyZ je zaznamenan nizsi ucinek kombinace antibiotik ve
srovnani s ucinkem nejucinnéjsi jednotlivé latky. (Clinical and Laboratory Standards Institute,
2000).

Hodnoceni vzdjemného plsobeni sloZzek esencidlnich oleji se provadi pomoci technik
makro- nebo mikrodiluce. NejbéZnéji pouZivané metody jsou: Sachovnicovd metoda
(checkerboard), e-test (gradientovy test), metoda ¢asového ucinku (Time-kill assay), diskova
difuzni metoda. Sachovnicovd metoda vyZaduje uréeni frakéni inhibiéni koncentrace (FIC)
nebo efektu kombinacniho indexu (EC index) pro kazdy pouzity agent. Metoda Casového
ucinku posuzuje kombinovany antimikrobidlni efekt tim, Ze zkoumd, jak subinhibi¢ni
koncentrace jedné latky ovliviiuje inhibi¢ni schopnost druhého latky béhem urcitého ¢asového
intervalu (Bassolé et Juliani 2012).
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4 Metodika

4.1 Silice a antibiotika

Jako kontrolni antibiotikum byl pouZzit Tetracyklin (Sigma-Aldrich, USA) o Cistoté 99 %, a
komeréné dostupné silice:
- Eugenol o Cistoté 99 % (Sigma-Aldrich, USA)
- Karvakrol o Cistoté 98 % (Sigma-Aldrich, USA)
- (-)-Linalool o Cistoté 95 % (Sigma-Aldrich, USA)
- o-Terpineol o Cistoté 98,5 % (Sigma-Aldrich, USA)
- Tymol o Cistoté 98 % (Sigma-Aldrich, USA)

4.2 Kultivacni média

Na pfipravu 1 litru Tris-buffered saline (TBS) bylo pouZito dle navodu vyrobce 8 g NaCl;
0,2 g KCl; 6,1 g TrisBase (Sigma-Aldrich, USA). Nasledné bylo upraveno na pH 7,6 pomoci 35 %
kyseliny chlorovodikové, poté autoklavovano a nakonec ulozeno do lednice o teploté 4 °C.

Na pripravu 1 litru Mueller-Hinton Broth (MHB; OXOID, UK) bylo pouzito 21 g,
autokldvovano a uchovano v lednici pfi teploté 4 °C.

4.3 Rozpoustédla

PFi praci byla pouZita rozpoustédla: deionizovanad voda; etanol 96% (VWR; Ceska
republika); HCI 35% (Penta; Ceskd republika); Hexan (VWR; Ceska republika); KCI (Penta; Ceskd
republika); MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromide; Tween 80 (VWR,
Ceska republika).

4.4 Testované bakterie

Testy na antimikrobialni aktivitu byly provedeny se Sesti standardnimi sbirkovymi kmeny
bakterii z Americké kolekce typovych kultur (American Type Culture Collection, ATCC), z toho
byly 3 grampozitivni bakterie: Enterococcus faecalis ATCC 29222, E. faecalis ATCC 51299 a
Staphylococcus aureus ATCC 29213, a 3 gramnegativni: Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 70062 a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

4.5 Antimikrobialni aktivita

Antimikrobidlni aktivita silic byla testovana pomoci bujénové mikrodiluéni metody podle
pokyna CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012) (201. Byly pouZity 96-ti
jamkové mikrotitraéni desticky. Schéma usporadani silic a antibiotik v desti¢ce bylo provedeno
dle schémat (Obrazek 8—10). VSechna testovani byla provedena ve tfech opakovanich a ve
tfech na sobé nezavislych testech.
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4.5.1 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)

evvs

prisné kontrolovanych podminek in vitro zcela inhibuje viditelny rlist testovaného kmene
mikroorganismu. Tato metoda zahrnuje pouziti mikrotitraéni desti¢ky, do které se pfipravi
fedici fada koncentraci antimikrobidlni latky. Poté se desticka ocCkuje prislusSnym kmenem
mikroorganismu. FindIni koncentrace bakteridlni suspenze v jamkach po zaockovani ma byt
5x10° KTJ/ml dle CLSI (Kowalska-Krochmal & Dudek-Wicher, 2021). Inkubuje se pfi teploté
35 + 2 °C po dobu 24 hodin. Pfi vyhodnoceni se pozoruje sediment/zakal, znacici mikrobidlni
rdst.. Vyslednd hodnota MIC byla stanovena jako modus, nebo median ze tfi opakovani.
Inhibice byla hodnocena nejprve vizualné, pozdéji mérenim zakalu pomoci Cctecky
mikrotitracnich desti¢ek (Synergy microplate reader H1; BioTek) pti vinové délce 512 nm. Na
zdkladé vysledkd viditelnych okem byla ovérfena spravnost pomoci ctecky, kdy byla
zaznamenana inhibice 280 % mikrobialniho nartstu v porovnani s pozitivni kontrolou. Data ze
¢tecky mikrotitracnich desticek byly zpracovany dle vzorct uvedenych v podkapitole 4.3.7 a
byla stanovena klasifikace interakci mezi slozkami silic (Tabulka 1). Jelikoz vyssi koncentrace
nékterych latek i bez pritomnosti mikroorganismu vytvareji béhem inkubace ptirozeny zéakal,
nebylo nékdy mozné jednoznacné odecist spravny vysledek pouhym okem, ani
spektrofotometricky. V takovém pripadé bylo pouzito barvivo MTT
(3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid), které zpUsobilo fialové zabarveni
v pfipadé pritomnosti vyssi koncentrace vitalnich bakteridlnich bunék. Tetrazoliova sl Zlutého
zabarveni se enzymatickou redukci méni na fialovy formazanovy derivat tvofici nerozpustny
komplex s Zivymi burikami. Toto barvivo se ¢asto pouZiva na testovani Zivotaschopnosti a
proliferaci bunék (Benov et al. 2021).

4.5.2 Priprava roztokt silic a antibiotik

Na pfipravu zasobnich roztok silic byly pouzity komeréné dostupné vybrané slozky silic
a rozpoustédlo etanol:Tween 80 v poméru 2:1.

Pro kaidy test byl pfipraven roztok pfislusné silice. Objem pipetované zasobni
antimikrobialni [atky byl uréen dle potiebné pocateéni koncentrace latky dle vzorce:

_ a
" b-(100/c)

[ml],
kde a... hmotnost antimikrobidlni latky v mg
b... potfebna pocatecni koncentrace antimikrobidlni [atky 100x vyndsobenad a
uvedend v mg/ml
c... Cistota antimikrobialni [atky vyjadrena v %.

Pro kazdé testovani bylo pripraveno kontrolni antibiotikum, a to specificky Tetracyklin o
Cistoté 99 %. Kvuli pouziti rozpoustédla bylo pouzito 100x vys$si mnoZzstvi antibiotika, které bylo
nasledné smichdno s odpovidajicim mnoistvim rozpoustédla — 96% etanolem. Pocatecni
koncentrace antibiotik v 1. jamce desti¢ky byla stanovena rizné dle potfeby. Podle toho byly
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zasobni roztoky redény v kultivaénim médiu tak, aby maximalni koncentrace rozpoustédla
nepresahla 1%.

4.5.3 Priprava inokula

Zasobni inokula testovanych mikroorganismi byla zaloZzena a uchovana pro budouci
pouziti. Kazdé z téchto zasobnich inokul bylo pfipraveno s pouzitim MHB média, nasledné bylo
inkubovano po dobu 24 hodin pfi teploté 35 £ 2 °C, a poté uloZeno v lednici o teploté 4°C.

Pfed kazdym novym testovanim byla nakultivovana Cerstva bakteridlni kultura, ktera
byla pred zaockovanim standardizovdna na hustotu 0,5 McFarland, méfenou denzitometrem.

4.5.4 Standardizace inokula pro testovani

Pfed kaidym planovanym zahajenim testovani antimikrobidlni aktivity se provedla
standardizace inokula. Do 15 ml plastové zkumavky bylo pipetovano cca 10 ml MHB média.
Médium bylo zméfeno na denzitometru, nasledné do néj bylo postupné pridavano sterilni
stfikackou Cerstvé inokulum tak, aby se namérena hodnota zvysila pravé o 0,5+/-0,05. Tim
vznikl roztok o hodnoté 0,5 McFarlanda, cozZ vypovida o vysledné koncentraci kultury bakterii
cca 2 x 108 KTJ/ml.

4.5.5 Zaockovani

Zaockovani desticky bylo provedeno 30 minut od standardizace inokula. Inokulator s
jehlami (,,jezek”) byl ponofen do 96% etanolu, sterilizovan v plamenu kahanu, nasledné po
lehkém vychladnuti byl ponofen do pfipravené bakterialni suspenze a prenesen do jamek do
sloupcli 1 az 11 mikrodilu¢ni destic¢ky. Sloupec 12 slouzil jako kontrola Cistoty, tedy obsahoval
pouze Cisté médium. Kazda jamka byla timto zplsobem zaockovana 2x. Tim bylo dosazeno
pfiblizné 4 x 10° KTJ/ml, resp. 5 x 10° CFU/ml podle CLSI v kaZdé jamce desti¢ky pfi objemu
100 pl. Zaockované desticky byly prikryty oznaéenymi vicky a uloZeny do termostatu pfi
teploté 35 £ 2 °C po dobu 24 hodin.

4.5.6 Priprava mikrotitracni desticky

Kontrolni testy s tetracyklinem, pouzZivanym jako standardni referencni latka, byly
soucasti kazdého méreni pro srovnani citlivosti testovanych mikroorganism0 s jiz znamymi
daty. Testovani antibiotik je klicové pro ovéreni validity vysledkd.

V kazdém testovani byly soucasné testovany vidy i samostatné silice, aby byla zjisténa
hodnota MIC jednotlivych silic, ktera byla dlezitd pro hodnoceni v kombinaci.

TESTOVANI JEDNOTLIVYCH SILIC

Nejprve byly testovany samostatné slozky silic a mikroorganismus, jak je ukazano na
obrazku 8. Na jedné mikrotitracni desti¢ce se soucasné testovaly dvé slozky silic v deseti
koncentracich proti bakteriim, a to ve tfech opakovanich. Do prvniho sloupce desticky bylo
pipetovdno 100 pl média jako kontrola rdstu mikroorganismu, ktera byla pozdéji zaoc¢kovana.
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Dvanacty sloupec obsahoval 100 ul média pro kontrolu Cistoty, bez pfitomnosti bakterii. Do
sloupctli 3 az 11 bylo vloZeno 100 pl média.

Do druhého sloupce mikrotitraéni desticky byly nejprve vlioZzeny dva odlisné roztoky silic
v objemu 200 pl, pricemz kazda ze silic byla aplikovana do uréenych radka (A-C pro prvni, F-H
pro druhou). Pomoci multikanalové pipety bylo nasledné ze sloupct prvniho radku preneseno
100 pl roztoku do druhého radku. Po promichani (3x) byl opét prenesen stejny objem do
dalsSich radkd aZ po jedendcty radek, kde bylo prebytecné medium odebrano do odpadu.
Vysledkem byl rovnomérny objem 100 pl roztoku v kazdé jamce na desticce.
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Obrazek 8: Testovani mikrobidlni aktivity pro samostatné silice a prisluSny mikroorganismus

(zdroj: vlastni zpracovani)

Kontrola Cistoty
Kontrola narastu

Prazdna jamka/jen médium .

TESTOVANI KOMBINACI SILIC

Testovani kombinaci silic bylo realizovano po zjisténi jejich individualnich MIC hodnot.
Na zakladé téchto hodnot byly pripraveny fedici fady pro testované kombinace. Pro kazdy
testovany bakteridlni kmen bylo potfeba pét desticek, z nichZ jedna slouZila jako kontrola
s antibiotikem, a jedna jako referencni nezaockovana desticka. Na jedné desticce se testovaly
Ctyri rizné kombinace silic, dle specifikace uvedené na obrazku 9.

Do prvniho, tfetiho az patého, a sedmého az dvanactého sloupce mikrotitraéni destic¢ky
bylo pfidano 100 pl TBS média, pfi¢emz prvni sloupec slouzil pro kontrolu narUlstu a posledni
sloupec pro kontrolu Cistoty. Kvuli zfedéni vysledné koncentrace silic (1:1) v kombinaci na
polovinu, bylo potfeba pfipravit fedéni ¢tyfndsobné pocatecni MIC. V fadcich A-C byly do
druhého a sedmého sloupce pipetovany 2 rGzné kombinace silic (100 ul od kazdého).
Postupovalo se tak, Ze do druhého sloupce fadku A, B, C bylo pipetovano 100 ul latky A + 100
ul latky B. Do sedmého sloupce u fadku A, B, C bylo pipetovano 100 ul latky A + 100 pul latky C.
Do druhého sloupce u fadku F, G, H bylo pipetovano 100 ul latky A a 100 ul latky D, u Sestého
sloupce stejnych radkd 100 ul latky A + 100 pl latky E. Stejné se postupovalo i u ostatnich
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destic¢ek s dalSimi kombinacemi. Nasledné byla provedena horizontdlné redici fada, a to tak,
Ze byl multikandlovou pipetou promichdan roztok ve druhém sloupci, poté bylo prevedeno 100
ul roztoku do ttetiho sloupce, promichano 3x, pfevedeno 100 ul roztoku do ¢tvrtého sloupce,
promichano 3x, pfevedeno 100 ul roztoku do patého sloupce, promichano 3x, nakonec se 100
ul odebralo do odpadu. Stejné se postupovalo u ostatnich kombinaci u latek A+C, A+D, A+E, ...
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Obrazek 9: Schéma testovani kombinaci silic

(zdroj: vlastni zpracovani)
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Prazdna jamka/jen médium .

SACHOVNICOVY TEST

Sachovnicova titrace je metoda pouZivand k testovani interakce dvou antimikrobialnich
latek. Nazev nese na zdkladé vytvoreni obrazce Sachovnice, ktera vznikne vicendsobnym
fedénim dvou testovanych antimikrobidlnich latek. Kazdé policko Sachovnice predstavuje
jedinecnou kombinaci dvou |éCiv v riznych pomérech. Testuje se Siroka Skala méreni, od
hodnot pod minimalni inhibi¢ni koncentraci aZ po hodnoty nad ni. Plvodné se provadéla v
laboratornich zkumavkach pomoci bujénového makrorfedéni, ale dnes se Castéji pouzivaji
mikrotitracni desticky pro snadnéjsi a efektivnéjsi testovani (Schwalbe Richard et al. 2007).

Sachovnicovy test byl proveden s cilem posoudit mozné synergické, aditivni, indiferentni
nebo antagonistické Ucinky u kombinaci jednotlivych silic pomoci indexu frakéni inhibiéni
koncentrace. Testovani kombinaci silic bylo provedeno u kombinaci, kde byla nalezena
synergie pfi testovani kombinaci silic predchozi metodou. Testovalo se 8 koncentraci od kazdé
silice. Pro kazdy testovany bakteridlni kmen bylo potieba pét desticek, z nichZ jedna slouzila
jako kontrola s antibiotikem, a jedna jako referenc¢ni nezaockovana desticka. Na jedné desticce
se testovaly Ctyfi rizné kombinace silic, dle specifikace uvedené na obrazku 10.

Prvni a dvanacty sloupec mikrotitracni desticky slouzily jako kontrolni: prvni pro rust
mikroorganismU a dvandcty pro kontrolu cistoty média, do kterych bylo ptridano 100 ul TBS
média. Toto médium bylo také aplikovano do sloupct 2 az 9 v fadé B az H, a do celych sloupct
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10 a 11. Pocatecni koncentrace silic byly ¢tyfnasobné oproti samostatnym MIC hodnotam. V
radku A byla aplikovdna prvni roztok silice v objemu 200 ul do sloupcli 2 az 9, provedlo se
vertikalni dvojité redéni od shora doll od sloupce 2 az po sloupec 11, ¢imZ se dosahlo objemu
100 pl ve vsech jamkach. Do druhého sloupce bylo pfiddno 100 pl druhé silice a bylo
provedeno dvojité redéni horizontdlné od sloupce 2 do sloupce 9.

Desticky byly takto pfipraveny na otestovani celkem ve tfech opakovanich.
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Obrazek 10: Schéma pro Sachovnicovou metodu
(zdroj: vlastni zpracovani)
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4.5.7 Vyhodnoceni antibakterialniho uc¢inku kombinaci slozek silic

Vyhodnoceni bylo provedeno na zakladé hodnot souctu FICI kombinovanych latek,
vypoctenych podle nasledujiciho vzorce:

FICI = FIC, + FICp

MIC

FICA _ Akomb
MICAsamo
MIC

FICB _ B komb
MICB samo

Klasifikace interakce mezi jakymikoli dvéma antimikrobialnimi latkami se opiraji o frakéni
inhibi¢ni  koncentraci (FIC), které jsou matematickym vyjadienim ucinku kombinace
antibakterialnich I[atek. FIC dané Iatky se vypocita jako podil minimalni inhibi¢ni koncentrace
latky v kombinaci (MICakomb) @ minimalni inhibi¢ni koncentrace latky samostatné (MICasamo).
Hodnota FICI se vypocita jako soucet FICa + FICg, obé ze stejné jamky.

Pro vyhodnoceni interakci byla pouzita kritéria EUCAST (Tabulka 1).
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Tabulka 1: Vyhodnoceni kombinaci dle EUCAST a BSAC.

EUCAST BSAC
ucinek <0,5 synergicky <0,5 synergicky
(hodnota FICI) | 0,5<x<1  aditivni
1<x<2 indiferentni 0,5<x<4 bez interakce
>2 antagonisticky | >4 antagonisticky
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5 Vysledky

Ucginnost samostatné testovanych latek proti vybranym bakteriim byla zjiténa v rozmezi
koncentraci od 256 do 8 192 pg/ml (Tabulky 2, 4, 5, 7, 8). Pfi testovani antibakterialniho ucinku
deseti kombinaci téchto latek proti péti bakteriim bylo zjisténo 17 pozitivnich interakci, kde
bylo pozorovano zvyseni ucinnosti. Celkem bylo zjisténych 13 aditivnich a 4 synergické
tymol/a-terpineol proti P. aeruginosa, respektive E. coli.

V prvni etapé byly testovdny kombinace vSech péti latek, konkrétné eugenolu (EUG),
karvakrolu (CAR), linaloolu (LIN), tymolu (THY) a a-terpineolu (a-TER) protijednotlivym
vybranym mikroorganismm (E. faecalis, E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, S. aureus).

Ve druhé etapé testovani byly zkoumdany minimalni inhibi¢ni koncentrace pouze pro ty
kombinace silic a bakterii, u kterych byla zjisténa synergickd interakce v prvni ¢asti. Konkrétné
se jednalo o E. faecalis v kombinaci s karvakrolem a tymolem (Tabulka 3), E. coli v kombinaci
stymolem a o-terpineolem (Tabulka 6), a P. aeruginosa v kombinaci s eugenolem a
karvakrolem (Tabulka 9).
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Enterococcus faecalis
V tabulce 2 jsou prezentovany vysledky testovani E. faecalis vSech testovanych sloZek

silic vkombinaci i samostatné. Samostatné MIC pro jednotlivé slozky silic byly:
eugenol (1 024 pg/ml), karvakrol (256 pg/ml), linalool (8 192 ug/ml), tymol (512 ug/ml) a
o-terpineol (2 048 ug/ml). Byly nalezeny 2 pozitivni interakce. Synergicka interakce (S) byla
nalezena u tymolu (MIC = 128 ug/ml) s karvakrolem (MIC = 64 ug/ml) s vyslednou hraniéni
hodnotou FICI = 0,5. Minimalni inhibi¢ni koncentrace tymolu a karvakrolu v kombinaci byla
snizena 3x, resp. 4x. Aditivni G¢inek (AD) vykazoval karvakrol (MIC = 128 ug/ml) v kombinaci s
o-terpineolem (MIC = 1 024 ug/ml) s hraniéni hodnotou FICI = 1. Tady byla snizena MIC
karvakrolu a a-terpineolu 2x pro obé slozky. Celkem sedm kombinaci bylo indiferentnich.

Tabulka 2: Minimalni inhibi¢ni koncentrace kombinaci (ug/ml) jednotlivych sloZek silic proti
Enterococcus faecalis ATCC 29212.

tatnd
EUG® CAR LIN THY a-TER Samostatna
MIC
1024/256 1024/204
UG § /25 /2048 1024/512 1024/2048 1024
2 (IN) 1,25 (IN) 2 (IN) 2 (IN)
256/1024° 256/204 64/12 128/1024
CAR C/ p X 56/2048 /128 8/ 256
2° (IN) 1,25 (IN) 0,5(S) (AD)
2048/1024 2048/256 4096/1024 2048/2048
LIN X 8192
1,25 (IN) 1,25 (IN) 2,5 (AN) 1,25 (IN)
THY 512/1024 128/64 1024/4096 . 512/2048 512
2 (IN) 0,5(S) 2,5 (AN) 2 (IN)
2048/1024 1024/12 2048/204
@ TER 8/ /128 8/2048 2048/512 § 2048
2 (IN) (AD) 1,25 (IN) 2 (IN)

a EUG: eugenol; CAR: karvakrol; LIN: linalool; THY tymol; a-TER: a.-terpineol; ® x/y, kde x je MIC kombinace silice v fadku, y je
MIC kombinace silice ve sloupci; chodnota FICI; ¢ vyhodnoceni interakci podle FICI: (S) = synergicky Gcinek; (AD) = aditivni
Ucinek; (IN) = indiferentni u¢inek; (AN) = antagonisticky ucinek.

Nalezena synergie tymolu a karvakrolu byla ddle ovéfena pomoci Sachovnicového testu
(Tabulka 3). Zde vysla MIC v kombinaci pro tymol 128 ug/ml a karvakrol 256 pg/ml, u tymolu
se snizila MIC 3x, u karvakrolu 4x, stejné pfi pouziti predchozi metody. Samostatna inhibi¢ni
koncentrace karvakrolu byla 1 024 pg/ml a tymolu 512 pg/ml. Aditivné plsobila kombinace
koncentrace 256 ug/ml tymolu s 32 ug/ml karvakrolem, a koncentrace tymolu 32 pg/ml s
512 pg/ml karvakrolem.
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Tabulka 3: Minimalni inhibi¢ni koncentrace karvakrolu v kombinaci s tymolem proti
Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Samostatna Koncentrace thymolu (ug/ml)
MIC 512 256 128 64 32
) MIC MIC MIC Mmic Mmic
CAR THY CAR FICI FICI CAR FICI CAR FICI
E. faecalis 1,031° 0,5
1024 512 32 32 256 512 512
ATCC 29212 (IN)© (AD) (s) (AD) (AD)

a2 CAR: karvakrol; THY tymol; ® hodnota FICI; ¢ vyhodnoceni interakci podle FICI: (S) = synergicky ucinek; (AD) = aditivni G¢inek;
(IN) = indiferentni Ucinek.

Klebsiella pneumoniae

Vsechny slozky silic v kombinaci i samostatné byly testovany také proti K. pneumoniae
(Tabulka 4). Samostatnd MIC vG¢i bakterii vysla pro eugenol 1 024 pg/ml, karvakrol
1 024 pug/ml, linalool 4 096 pg/ml, tymol 4 096 ug/ml a a-terpineol 2 048 ug/ml. Synergicka
interakce byla nalezena mezi kombinacemi linaloolu o koncentraci 1 024 pug/ml s tymolem o
koncentraci 1 024 ug/ml, kde byla hrani¢ni hodnota FICI = 0,5. MIC sloZek silic v kombinaci
byla snizena u oa-terpineolu 4x a u tymolu 2x. Aditivni ucinek byl pozorovan u kombinace
eugenolu (512 ug/ml) s tymolem (2 048 pg/ml), karvakrolu (512 pg/ml) s linaloolem (512
ug/ml), a linaloolu (1 024) s a-terpineolem (1 024 ug/ml). V téchto kombinacich byly snizeny
MIC eugenol/tymol 2x; karvakrol/linalool 2x, resp. 8x; a linalool/a-terpineol 4x, resp. 2x.

Tabulka 4: Minimalni inhibi¢ni koncentrace kombinaci (ug/ml) jednotlivych sloZek silic proti
Klebsiella pneumoniae ATCC 70062.

Samostatna
EUG® CAR LIN THY a-TER
MIC
2
EUG « 56/1024 1024/4096 512/2048 512/2048 1024
1,25 (IN) 2 (IN) (AD) 1,5 (IN)
1024/256° 12/512 1024/1024 1024/1024
CAR /25 d X >12/5 / / 1024
1,25° (IN) (AD) 1,25 (IN) 1,5 (IN)
4096/1024 12/512 1024/1024 1024/1024
LIN / 512/5 / / 4096
2 (IN) (AD) « 0,5(S) (AD)
204
THY 8/512 1024/1024 1024/1024 « 1024/1024 4096
(AD) 1,25 (IN) 0,5(S) (AD)
204
o-TER 8/512 1024/1024 1024/1024 1024/1024 « 2048
1,5 (IN) 1,5 (IN) (AD) (AD)

a EUG: eugenol; CAR: karvakrol; LIN: linalool; THY tymol; o.-TER: a-terpineol; © x/y, kde x je MIC kombinace silice v fadku, y je
MIC kombinace silice ve sloupci; ¢hodnota FICI; ¢ vyhodnoceni interakci podle FICI: (S) = synergicky ucinek; (AD) = aditivni
Ucinek; (IN) = indiferentni U¢inek; (AN) = antagonisticky ucinek.
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Escherichia coli

Dale byla testovana odolnost E. coli proti vsem slozkam silic v kombinaci i samostatné
(Tabulka 5). Samostatné MIC pro jednotlivé sloZky silic jsou nasledujici: eugenol 1 024 ug/ml,
karvakrol (512 pg/ml), linalool (1 024 pg/ml), tymol (512 ug/ml) a a-terpineol (1 024 ug/mil).
Silné pozitivni vysledek byl zaznamenan u tymolu o koncentraci 128 pg/ml s a-terpineolem o
koncentraci 128 ug/ml, kde hodnota FICI = 0,38, tedy stfedné silna synergie. MIC tymolu s
a-terpineolem v kombinaci byla snizena 4x, resp. 8x. Pozitivni ucinky byly nalezeny také u
kombinaci: eugenolu (512 ug/ml) s o-terpineolem (512 ug/ml), linaloolu (512 pg/ml) s
tymolem (256 pg/ml), a linaloolu (512 ug/ml) s a-terpineolem (256 pig/ml). MIC v kombinaci
byla snizena pro eugenol/a-terpineol 2x; u linalool/tymol 2x; u linalool/a-terpineol 2x,
resp. 4x.

Tabulka 5: Minimalni inhibi¢ni koncentrace kombinaci (ug/ml) jednotlivych sloZek silic proti
Escherichia coli ATCC 25922.

EUG?® CAR LIN THY o-TER Samostatna
MIC
12/1024 12/1024 12/512
fue ) 512/ 512/ 512/5 512/512 Lo2a
2,5 (AN) 1,5 (IN) 1,5 (IN) (AD)
1024/512° 1024/1024 512/256
CAR X 1,25 (IN 512
2,5 (AN)¢ 3 (AN) 1,5 (IN) (IN)
N 1024/512 1024/1024 ) 512/256 512/256 1024
1,5 (IN) 3 (AN) (AD) (AD)
12
Yy 512/512 256/512 256/512 ) 128/128 <1
1,5 (IN) 1,5 (IN) 1(AD) 0,38 (S)
512/512 256/512 256/512 128/128
-TER
« (AD) 1,25 (IN) (AD) 038 (5) x 1024

2 EUG: eugenol; CAR: karvakrol; LIN: linalool; THY tymol; o-TER: oi-terpineol; ® x/y, kde x je MIC kombinace silice v fadku, y je
MIC kombinace silice ve sloupci; chodnota FICI; ¢ vyhodnoceni interakci podle FICI: (S) = synergicky ucinek; (AD) = aditivni
Ucinek; (IN) = indiferentni u¢inek; (AN) = antagonisticky ucinek.

Synergie o-terpineolu s tymolem byla ovérena Sachovnicovou metodou (Tabulka 6).
Minimalni inhibi¢ni Gcinek jednotlivych silic samostatné vysla pro tymol i o-terpineol
512 pg/ml. Synergicka interakce byla zaznamenana u MIC 128 ug/ml a-terpineolu s 64 pg/ml
tymolem, kde doslo ke snizeni MIC 8x. V kombinaci byly zaznamendny 3 aditivni uc¢inky (AD),
a to konkrétné pro koncentrace: tymolu 16, 256 a 256 ig/ml a a-terpineolu 256, 64 a 32 pug/ml
v tomto poradi. Kombinace koncentraci 16 pug/ml tymolu s 512 ug/ml a-terpineolem pusobila
indiferentné.
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Tabulka 6: Minimalni inhibi¢ni koncentrace tymolu v kombinaci s a-terpineolem proti
Escherichia coli ATCC 25922.

Samostatna Koncentrace a-terpineolu (ug/ml)
MIC 512 256 128 64 32
] MIC MIC MIC MIC MIC
THY a-TER THY FICI THY FICI THY FICI THY FICI THY FICI
E. coli 1,031° 0,375
512 512 16 16 64 256 256
ATCC 25922 (IN)© (AD) (s) (AD) (AD)

@ THY: tymol; o-TER: a-terpineol; b hodnota FICI; ¢ vyhodnoceni interakei podle FIC: (S) = synergicky Gcinek; (AD) = aditivni

Ucinek; (IN) = indiferentni Ucinek.

Staphylococcus aureus

U kombinaci slozek silic proti S. aureus byly zaznamendny ctyfi pozitivni Ucinky
(Tabulka 7). Nebyl zaznamenan zadny synergicky ucinek. Aditivni ucinky vykazovaly kombinace
linaloolu (256 pg/ml) s tymolem (512 pg/ml) s hodnotou FICI = 0,625; kde byla snizena MIC
8x, resp. 2x. Kombinace tymolu (512 pg/ml) s a-terpineolem (256 pg/ml) se stejnou hodnotou
FICI jako predchozi kombinace, MIC byla snizena 4x pro obé slozky silic. Dale u kombinace
eugenolu (128 pg/ml) s karvakrolem (128 ug/ml) byla MIC sniZzena 3x, resp. 2x. A nakonec
kombinace eugenolu (128 pg/ml) s tymolem (152 pg/ml) snizila 8x MIC tymolu. Samostatné
hodnoty MIC proti bakterii byly nasledujici: eugenol 512 pg/ml, karvakrol 256 pg/ml, linalool
2 048 pg/ml, tymol 1 024 ug/ml a a-terpineol 2 048 pg/ml.

Tabulka 7: Minimalni inhibi¢ni koncentrace kombinaci (ug/ml) jednotlivych sloZek silic proti
Staphylococcus aureus ATCC 29213.

S tatna
EUG ® CAR LIN THY a-TER amostatna
MIC
12 12/1024
FUG ) 8/128 512/1024 128/512 512/ i1
(AD) 1,5 (IN) (AD) 1,5 (IN)
b
AR 128/128 d ) 512/1024 2048/2048 512/1024 -
¢ (AD) 2,5 (AN) 10 (AN) 2,5 (AN)
1024
N /512 1024/512 256/512 2048/2048 J0us
1,5 (IN) 2,5 (AN) ) (AD) 2 (IN)
12/256
Ty 512/128 2048/2048 512/256 ) 512/25 1024
(AD) 10 (AN) (AD) (AD)
1024/512 1024/512 2048/2048 256/512
-TER 2048
@ 1,5 (IN) 2,5 (AN) 2 (IN) (AD) X

2 EUG: eugenol; CAR: karvakrol; LIN: linalool; THY tymol; o-TER: a-terpineol; ® x/y, kde x je MIC kombinace silice v Fadku, y je
MIC kombinace silice ve sloupci; ¢hodnota FICI; ¢ vyhodnoceni interakci podle FICI: (S) = synergicky ucinek; (AD) = aditivni
Ucinek; (IN) = indiferentni U¢inek; (AN) = antagonisticky ucinek.
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Pseudomonas aeruginosa

Vysledky z testovani P. aeruginosa vUci slozkam silic v kombinaci i samostatné jsou
uvedeny v tabulce 8. Minimalni inhibi¢ni koncentrace silic samostatné byly nasledujici:
eugenol 2 048 ug/ml, karvakrol 4 096 ug/ml, linalool 8 192 ug/ml, a-terpineol 4 096 pg/ml.
Synergicky ucinek byl nalezen u eugenolu o koncentraci 512 pg/ml v kombinaci s karvakrolem
o koncentraci 1 024 ug/ml, vysledna hodnota FICI = 0,5. MIC v kombinaci byla tedy sniZena 4x.
Pozitivni Ucinek vykazovala kombinace eugenolu (1 024 ug/ml) s tymolem (1 024 pg/ml)
s hodnotou FICI = 0,75, kde byla MIC sniZena 2x, resp. 4x.

Tabulka 8: Minimalni inhibi¢ni koncentrace kombinaci (ug/ml) jednotlivych sloZek silic proti
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

mostatna
EUG? CAR LIN THY a-TER Samostatna
MiC
12/1024 2048/4096 1024/1024
EUG X 512/ 8/ / X 2048
0,5(S) 1,5 (IN) (AD)
1024/512° 192/8192 4096/204
CAR 5 4 X 8 /8 /2048 X 4096
0,5°(8) 3 (AN) 1,5 (IN)
4096/2048 8192/8192 192/4096
LIN / / 8 / X 8192
1,5 (IN) 3 (AN) « 2 (IN)
1024/1024 2048/4096 4096/8192
THY / 8/ /8 X X 4096
(AD) 1,5 (IN) 2 (IN)
a-TER X X X X X 4096

a EUG: eugenol; CAR: karvakrol; LIN: linalool; THY tymol; a-TER: a.-terpineol; ® x/y, kde x je MIC kombinace silice v fadku, y je
MIC kombinace silice ve sloupci; chodnota FICI; ¢ vyhodnoceni interakci podle FICI: (S) = synergicky ucinek; (AD) = aditivni
Ucinek; (IN) = indiferentni u¢inek; (AN) = antagonisticky ucinek.

Synergie karvakrolu s eugenolem byla dale ovéfena pomoci Sachovnicového testu
(Tabulka 9), kde vysla hodnota FICI = 0,231; tedy silnéjsi synergie nez pomoci predchozi
metody. MIC v synergii byly zaznamenany: 32 ug/ml pro eugenol a 256 pg/ml pro karvakrol,
doslo tedy ke snizeni MIC 32x, resp. 4x. Samostatna inhibi¢ni koncentrace eugenolu byla 1 024
ug/mil, stejné jako pro karvakrol. Aditivni G¢inek byla zaznamendn u dvou kombinaci, 32 ug/mil
eugenolu s 512 ug/ml karvakrolem, kde doslo ke snizeni MIC 32x, resp.2x; déle 512 pg/ml
eugenolu se 128 ug/ml karvakrolem, kde doslo ke snizeni MIC 2x, resp. 8x. Indiferentné
puUsobila koncentrace MIC = 64 pg/ml) s tymolem (MIC = 1 024 ug/ml).
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Tabulka 9: Minimalni inhibi¢ni koncentrace eugenolu v kombinaci s karvakrolem proti
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Samostatna Koncentrace karvakrolu (ug/mL)
MIC 512 256 128 64
EUG? CAR mic FICI mic FICI mic FICI mic FICI
EUG EUG EUG EUG
P. aeruginosa b 0,281 1,063
1024 1024 32 32 512 1024
ATCC 27853 (AD)S (s) (AD) (IN)

@ EUG: eugenol; CAR: karvakrol; ® hodnota FICI; vyhodnoceni interakci podle: (S) = synergicky Gginek; (AD) = aditivni Gginek;
(IN) = indiferentni Ucinek.
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6 Diskuze

Jednou z hlavnich pFicin antibiotické rezistence je naduzivani antibiotik pro terapeutické
Ucely jak u lidi, tak ve veterindrni oblasti. Kromé toho si bakterie vyvinuly rezistenci vii¢i vSem
tfiddm antibiotik a existuje neustald potreba vyrabét nové ucéinné latky. Jak bylo uvedeno v
jinych vyzkumech, silice predstavuji dalezity zdroj latek aktivnich proti mikrobidlnim
Upatogenim, zejména kmenlm rezistentnim vicéi konvencnim antibiotikdm (Iseppi et al.
2021).

Nékteré studie ukazaly, Ze antimikrobidlni ucinnost éterickych oleji miize byt obvykle
vy$Si nez ucinnost jejich hlavnich sloZek, coz naznacuje moiné interakce mezi nékterymi
slozkami olejt, které mohou ucinnost zvySovat nebo snizovat (Herman et al. 2016; Gutiérrez-
Ferndndez et al. 2013).

6.1 Antibakteridlni GcCinnost latek testovanych samostatné

Rozdil v hodnotach MIC v nasi prdaci ve srovnani s jinymi studiemi mGze byt ovlivnén
raznymi faktory, jako jsou specifické podminky laboratofe, metodika, ktera byla pouZita, a
moznd i odlisné charakteristiky bakterialnich kmenU. Kazdé experimentalni prostiedi mlze
prinést jemné variace, coZ se odrazi ve vysledcich, jako je MIC. Klasifikace antimikrobialnich
ucink Cistych sloucenin neniv literature dostatecné konsolidovana, coZ ztéZuje srovnani s
predchozimi vysledky.

6.1.1 Eugenol

Samostatna MIC eugenolu proti E. faecalis byla stanovena na 1 024 ug/ml, coz odpovida
ucinnosti, kterou zjistil Dragland et al. (2019) s pouZitim stejného standardniho kmene.
Naproti tomu Gowda et al. (2021) naméfil MIC 3 200 pg/ml, ovsem proti jinym kmenUm E.
faecalis. Tyto rozdily v hodnotach MIC mezi rGznymi studiemi a kmeny naznacuji variabilitu v
citlivosti mezi riznymi kmeny E. faecalis.

Guimaraes et al. (2019) zaznamenali MIC eugenolu na drovni 30 pg/ml pro E. coli ATCC
8739, coz je vyrazné nizsi hodnota ve srovnani s 1 600 pg/ml, jak uvadi Pei et al. (2009) pro
kmen E. coli CGMCC 1.487. Garcia-Salinas et al. (2018) uvadéji pro kmen E. coli S17 hodnotu
MIC na urovni 400 pg/ml, coZ také pfispiva k rozporuplnym vysledkim mezi rGznymi kmeny.
Silva et al. (2022) identifikovali MIC eugenolu na 1 024 pug/ml pro E. coli ATCC 25922, cozZ je v
souladu s hodnotami, které jsme stanovili v nasi praci pro tentyz kmen. Tato shoda vysledka
mezi dvéma nezavislymi studiemi poukazuje na spolehlivost zjisténych MIC hodnot pro tento
konkrétni bakterialni kmen. Vysledky ziskané v rdmci rGznych studii demonstruji vyznamnou
variabilitu MIC eugenolu pro rGzné kmeny E. coli, coz naznacuje, Ze citlivost k eugenolu mize
byt ovlivnéna genetickymi nebo fyziologickymi charakteristikami specifickych kmena.

Ve studii Silva et al. (2022) byla MIC pro S. aureus ATCC 25923 urcena na 203,19 pg/ml
s pouzitim mikrodilué¢ni metody. Naproti tomu Garcia-Salinas et al. (2018) zaznamenali pomoci
téze metody MIC ve vysi 1 300 pg/ml pro stejny kmen. Dalsi vyzkum provedeny Qiu et al.
(2010) zkoumal MIC eugenolu u 26 rtiznych kmenl Staphylococcus aureus, pricemz zjisténé
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hodnoty MIC se pohybovaly od 128 do 512 pg/ml. Tyto vysledky naznacuji moZnost vyuziti
eugenolu vyvoje novych a ucinnéjsich léciv proti infekcim zpUsobenych bakterii
S. aureus. V nasi vlastni studii jsme urcili MIC pro S. aureus ATCC 29213 na 512 pg/ml, coz
koresponduje s vysledky Qiu et al. (2010).

Ve vyzkumu Silva et al. (2022) byla MIC eugenolu pro kmen P. aeruginosa ATCC 9027
stanovena na 406,37 pg/ml, zatimco pro kmen P. aeruginosa 24 byla MIC nizsi, a to
322 pg/ml. V nasi studii byly hodnoty MIC pro P. aeruginosa ATCC 27853 uréeny na
2 048 pg/mla 1 024 ug/ml v zavislosti na pouZzité metodé.

Ve studii Silva et al. (2022) byla pro kmen K. pneumoniae ATCC 4352 stanovena MIC
hodnota 512 pg/ml. Oproti tomu Kwiatkowski et al. (2022) zjistili MIC 4140 pg/ml. V nasi praci
prokazal jiny kmen stejné bakterie MIC na Urovni 1 024 pg/ml. Rozdily v MIC mezi kmeny K.
pneumoniae mohou byt zpisobeny genetickymi variacemi, které ovliviuji strukturu bunécéné
stény nebo mechanismy rezistence, jako jsou efluxové pumpy a enzymatické degradace.

Eugenol je americkym Federdlnim uUradem pro potraviny, IéCiva a kosmetiku (FDA)
klasifikovan jako bezpecnd latka a bezpecény aditiv do potravin. Avsak byl zaznamendn pfipad,
kdy dvoulety chlapec, ktery konzumoval 5 az 10 ml oleje bohatého na eugenol, zazil selhani
jaternich funkci, jak bylo uvedeno v publikaci od Alvarez-Martinez et al. (2021). Tento pfipad
ukazuje na potiebu opatrnosti pfi konzumaci vyssich davek latek, které jsou bézné povazovany
za bezpecné.

6.1.2 Karvakrol

Studie Mechmechani et al. (2023) poukazuje na citlivost kmenu E. faecalis z
francouzského syra na karvakrol s MIC 625 pg/ml a zdlraznuje efektivitu enzym( pepsin a
trypsin v rozkladu biofilmG P. aeruginosa a E. faecalis bez ovlivnéni rlistu samotnych bakterii.
Tento selektivni u¢inek na biofilmy je dllezity pro vyvoj strategii pro |écbu infekci spojenych s
biofilmy, které jsou Casto rezistentni vici konvenénim antibiotikim (Mechmechani et al.,
2023). Stimto vysledkem se shoduje i Gutiérrez-Fernandez et al. (2013), ktery urcil MIC
600—-850 v zavislosti na pouzitém kmeni. V nasi préci byly zjistény hodnoty MIC 1 024 ug/ml a
256 pg/ml, pricemz specifickd hodnota zavisela na pouZité metodé, coZz podtrhuje nutnost
standardizace testovacich metod pro presnéjsi a konzistentni vysledky.

RGzné publikace dokumentu;ji variabilitu MIC také pro rGzné kmeny E. coli, coz reflektuje
jak genetickou rozmanitost mezi kmeny, tak rozdily v metodach testovani. Ve studii Guimaraes
et al. (2019) byla MIC pro E. coli ATCC 8739 zjisténa na 30 pg/ml, zatimco Sokovicx et al. (2010)
naméfili pro E. coli ATCC 0157:H7 velmi nizkou MIC karvakrolu 0,5 pg/ml. Dalsi vysledky od
Wang et al. (2016) a Garcia-Salinas et al. (2018) uvadéji MIC pro E. coli ATCC 10798 na 400
ug/ml a pro E. coli S17 na 200 pg/ml. Pei et al. (2009) zaznamenali MIC 400 pg/ml pro E. coli
CGMCC 1.487, a Garcia-Salinas et al. (2018) uvadéji 200 pug/ml pro E. coli S17. V nasi praci byla
MIC pro E. coli ATCC 25922 stanovena na 1 024 pg/ml.

Ve studii Guimaraes et al. (2019) byla zjisténa MIC karvakrolu pro S. aureus ATCC 25923
na drovni 15 pg/ml. V kontrastu s tim Sokovicx et al. (2010) uvadéji pro tentyz kmen MIC
pouhych 0,25 pg/ml, pficemz byla pouZita metoda mikrofedéni s detekci pfi vinové délce 655
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nm. Garcia-Salinas et al. (2018) nalezli MIC pro S. aureus ATCC 25923 na Urovni 200 pg/ml. V
nasi vyzkumné praci byla MIC pro S. aureus ATCC 29213 stanovena na 256 ug/ml.

Hodnota 0,5 pg/ml karvakrolu urcend vyzkumem Sokovicx et al. (2010) proti
P. aeruginosa poukazuje na vysokou citlivost daného kmenu P. aeruginosa na karvakrol. Na
druhé strané, mnohem vyssi hodnoty MIC zjisténé v studii Mechmechani et al. (2023) a v nasi
praci, 5 000 pg/ml a 4 096 pg/ml, mohou indikovat pfitomnost rezistence nebo snizené
citlivosti na karvakrol v téchto kmenech.

Ve studii Kése (2022) byla u 25 kmen( K. pneumoniae zjisténa MIC karvakrolu v rozmezi
od 32 do 128 pg/ml. Kwiatkowski et al. (2022) naopak zjistili mnohem vyssi MIC, a to
1910 pg/ml. V nasi praci jsme naméfili MIC 1024 pg/ml.

Studie Sokovicx et al. (2010) pfindsi presvédcivé dukazy o antibakteridlni aktivité
karvakrolu. Zaznamenana inhibi¢ni zéna o priméru 22,0 az 32,0 mm pfi testech na bakterie
P. aeruginosa, E. coli a S. aureus zdUraznuje, Ze karvakrol maze byt efektivni v inhibici ristu
téchto béznych patogenl, které jsou Casto zodpovédné za infekce u lidi.

6.1.3 Linalool

Zatimco Guimaraes et al. (2019) nalezli MIC pro E. coli ATCC 8739 na Urovni 250 pg/ml,
nase prace uvadi MIC pro E. coli ATCC 25922 jako 1 024 pg/ml, coz zdUraznuje tuto variabilitu.
Zjisténi raznych MIC pro E. coli ukazuji, Ze jednotlivé kmeny mohou mit odliSnou citlivost na
stejné antimikrobidlni slouceniny.

Guimardes et al. (2019) uvadi, Ze vjeho studii puUsobil eugenol inhibi¢né proti
Staphylococcus aureus ATCC 25923 250 pig/ml. CoZ v nasi praci potvrzeno nebylo, jelikoz MIC
byla na Urovni 1 024 pg/ml, ale jednalo se o jiny kmen.

Kwiatkowski et al. (2022) ve své studii zjistili MIC 6 480 pug/ml proti K. pneumoniae. Ve
srovnani s tim nase vysledky ukazuji nizsi MIC, konkrétné 4 096 pg/ml.

Zaroven studie Liu et al. (2020) ukdzala, Ze linalool ma silnou antimikrobialni G¢innost
proti P. aeruginosa ATCC 9027 s MIC 431 pg/ml, coZ je v rozporu s nasi praci, kde MIC
dosahovala hodnoty 8 192 pg/ml. Rozdily v MIC mohou odrazet variabilitu v metodach
testovani, stejné jako v pouzitych kment, které mohou mit rizné genetické a fyziologické
charakteristiky ovliviujici jejich reakci na antimikrobidlni [atky.

Také v préci He et al. (2022) se zabyvali antimikrobidlni aktivitou emulze linaloolu proti
P. aeruginosa. MIC emulze linaloolu proti P. aeruginosa ATCC 9027 byla zjiSténa jako
1,5 ml/l, coZ odpovida 1 293 ug/ml, a proti E. coli ATCC 8739 2 586 ug/ml. Ziskané vysledky
ukazaly, Ze P. aeruginosa je na emulzi linaloolu citlivéjsi ve srovnani s E. coli. Stejné jako v nasi
praci bylo potvrzeno, Ze je linalool citlivéjsi na E. coli (MIC = 1 024 pg/ml) neZ na
P. aeruginosa (MIC = 8 192 ug/ml). Enkapsulaéni technologie je uzndvana jako hlavni
alternativa pro ochranu biologicky aktivnich latek prfed degradaci zpUsobenou jejich pfimym
kontaktem s rlznymi faktory okolniho prostredi. Tato technologie je také vyuZivdna pro vyvoj
pokrocilych materidld, které prinasi zlepSeni vlastnosti danych materialt (He et al. 2022). Tuto
technologii pouzili ve svém vyzkumu i Parasuraman et al. (2022) kdy zjistili, Ze ¢im vétsi je
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mnoZstvi zapouzdrenych biokapsli linaloolem, tim linalool vykazuje lepsi ucinnost inhibice
proti E. coli, a také potvrdili, Ze zapouzdiené kapsle linaloolu mély vyssi antioxidaéni uc¢innost.

V praci Herman et al. (2016) bylo pomoci difuzni metody s agarovymi disky zjisténo, Ze
linalool vykazuje vyssi antimikrobialni d¢innost proti E. coli NCTC 12923, S. aureus NCTC 10788
a C. albicans NCPF 3179 ve srovnani s Cistymi esencialnimi oleji z levandule a grapefruitu, coz
naznacuje, Ze linalool mlze byt efektivnéjsi v potlaceni rlistu nékterych typt mikroorganism.

Linalool m3a dle studie Liu et al. 2020) vyznamny antimikrobialni potencial, coz doklada
jeho schopnost naruSovat bunééné membrany a ovliviiovat bunéény metabolismus. Zmény ve
struktufe bunécnych membran, zvyseni jejich propustnosti a unik molekul citlivych na UV
svétlo jsou klicové indikatory poSkozeni bunécného metabolismu (W. Liu et al., 2020). Tyto
mechanismy plsobeni poskytuji cenny vhled do toho, jak linalool mlze byt ucinny v boji proti
rdznym patogenim. Podle studie Parasuraman et al. (2022) navic linalool méni iontovou
rovnovahu v bunce, coz vede k depolarizaci bunééné membrany a snizeni membranového
potencidlu. Tyto zjiSténé ucinky jsou duleZité pro pochopeni, jak linalool ovliviiuje bakterialni
buriky, coZ je relevantni pro jeho potencidlni aplikaci jako antimikrobidlniho agens
(Parasuraman et al. 2022).

6.1.4 Tymol

Vysledky Guimardes et al. (2019) s MIC 7 pug/ml proti E. coli a Sokovicx et al. (2010), kde
byla zjisténa MIC tymolu pouze 1 pg/ml, poukazuji na vysokou ucinnost téchto sloucenin v
nékterych situacich. Naproti tomu, Wang et al. (2016) a Pei et al. (2009) uvadéji podstatné
vy$si MIC hodnoty 200 pg/ml a 400 pg/ml u rGznych kmenu E. coli, coZz doklada Siroky rozsah
ucinnosti proti této bakterii. Dale Gan et al. (2023) hlasi MIC 500 pg/ml. Nase vysledky, kde
jsme zjistili MIC 512 pg/ml pro tymol proti E. coli ATCC 25922, spadaji do stfedu tohoto
rozmezi. Tyto rlznorodé nalezy zdlraznuji, Ze antimikrobidlni aktivita mGZe byt vyrazné
ovlivnéna genetickymi a fyziologickymi charakteristikami konkrétnich kmen( bakterii.

Gutiérrez-Fernandez et al. (2013) uvadéji, ze MIC u raznych kmenl E. faecalis se
pohybuje mezi 600 a 1500 pg/ml. V nasi studii jsme zaznamenali MIC hodnotu 512 ug/ml.

Studie zamérené na antimikrobialni u¢innost tymolu proti S. aureus prezentuji zajimavé
poznatky o rozdilné citlivosti kmen( na tuto slouceninu. Nizka MIC v hodnoté 7 pug/ml, jak je
uvadéno Guimardes et al. (2019), a dokonce nizsi MIC 0,25 pg/ml od Sokovicx et al. (2010),
zdUraznuji potentni Ucinek tymolu proti nékterym kmenlm S. aureus. Ddle napf. ve studii
Marei et al. (2019) zaznamenali MIC 135 pg/ml. Tyto vysledky jsou v ostrém kontrastu s
hodnotou MIC 1 024 pg/ml v nasi praci, coz znadi, Ze rozsah citlivosti na tymol mezi kmeny S.
aureus muUze byt velmi Siroky.

Gan et al. (2023) ve své studii uvadéji minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC) proti
K. pneumoniae ve vysi 250 ug/ml. Kwiatkowski et al. (2022) pak stanovili MIC na 780 ug/ml.
Tyto hodnoty jsou vyrazné nizsi ve srovnani s vysledky nasi studie, kde jsme namérili MIC
4 096 pg/ml.

Sokovicx et al. (2010) zjistili extrémné nizkou MIC 1 pg/ml, zatimco Liu et al. (2021)
zaznamenali vy3si MIC ve vysi 125 pg/ml. Toto stoji v ostrém kontrastu s mnohem vyssi MIC
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4 096 pg/ml, kterou jsme zjistili v nasi praci. Podobné, Gan et al. (2023), zjistili MIC nad
1 000 pg/ml. Tyto vysledky naznacuji zna¢nou variabilitu v odpovédich P. aeruginosa na
karvakrol, coz muze byt dano rlznymi kmenovymi charakteristikami, experimentalnimi
podminkami nebo metodologickymi rozdily mezi jednotlivymi studiemi. Tato variabilita
zdUraziuje potrebu dalsiho zkoumani mechanism rezistence a citlivosti v ramci této bakterie.

Studie Sokovicx et al. (2010) poskytuje zajimavé informace o ucinnosti tymolu, ktery je
znamy svymi antimikrobidlnimi vlastnostmi a je Siroce vyuZzivan v |éCivych pfipravcich a jako
konzervacni latka. ZjiSténi, Ze tymol ma vyrazny inhibi¢ni efekt proti tak rozmanitym bakteriim,
jako jsou P. aeruginosa, E. coli a S. aureus, je vyznamné, protozZe tyto kmeny jsou obvyklymi
patogeny zodpovédnymi za fadu nemoci a infekci. Velikost inhibi¢nich zén kolem 18,0 az 22,0
mm znamend, Ze tymol je schopny zabrdnit rdstu téchto bakterii na vzddlenosti, ktera
presahuje bezprostredni blizkost aplikovaného antimikrobialniho ¢inidla. Tento Udaj poskytuje
predbéZny ndhled na potencialni koncentraci, ktera by mohla byt G¢innd v klinickém prostredi
(Sokovicx et al. 2010).

Tymol ma antimikrobidlni ucéinky, které se pravdépodobné uplatiuji prostfednictvim
poSkozeni bakteridlnich membrdan, coz umoznuje pronikdni do bunééného interiéru a nasledny
unik nukleovych kyselin. Tato sloucenina se také vaze na mensi Zldbek bakterialni DNA, coz
muZe mirné destabilizovat jeji sekundarni strukturu. Vzhledem k tomu, Ze DNA je zasadni pro
zakladni Zivotni procesy, jako jsou genova exprese, transkripce a mutageneze, ma tymol
potencial vyznamné ovlivnit tyto kritické funkce v bakteridlnich burikdch (Liu et al. 2021). Tato
interakce s bakteridlnimi membrdnami a DNA predstavuje dllezity mechanismus, kterym
tymol pUsobi proti bakteriim a naznacuje jeho potencial jako uc¢inné antimikrobialni ¢inidlo.

6.1.5 a-terpineol

MIC pro tuto silici proti P. aeruginosa ani K. pneumoniae nebyla nalezeny ve studiich,
proto se mozna jednd o prvni praci, ktera se timto problémem zabyva.

V nasem vyzkumu byla zaznamendna MIC 1 024 pg/ml pro E. coli, coz je podstatné vyssi
ve srovndani s MIC 60 pg/ml pro E. coli, jak uvadi Guimardes et al. (2019), s nimZ se shodujeve
své praci i Marei et al. (2019), jenz uvadi MIC 55 pug/ml. Tento rozdil mlze byt disledkem
genetickych variaci mezi kmeny.

Ve studii Iseppi et al. (2021) byla prozkoumdana MIC bakterie E. faecalis v reakci na silici
z blahoviéniku kulatoplodého (Eucalyptus globulus), kde o-terpineol predstavuje jednu z
vedlejsich slozek. Vysledky ukazaly, Zze MIC se pohybovala od 32 do 128 pg/ml, avsak u
nékterych kmen( dosahovala hodnot vyssich nez 512 pg/ml. V nasi vlastni studii jsme
zaznamenali MIC ve vysi 1 024 pg/ml, coz naznacuje moZnou vyssi rezistenci nasich
testovanych kmenu E. faecalis v porovnani s kmeny zkoumanymi ve studii Issepi et al. (2021).

Chadha et al. (2023) zjistil MIC 2 400 pg/ml proti P. aeruginosa. V nasi praci jsme naméfili
MIC vyssi, a to 4096 pg/ml.

Vysledky nasi prace indikuji MIC 2 048 pg/ml pro a-terpineol viéi S. aureus ATCC 29213,
coZ je podstatné vyssi nez hodnota MIC 30 pg/ml, kterou uvadi Guimaraes et al. (2019) pro
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S. aureus ATCC 25923. Vyzkum Marei et al. (2019) déle identifikoval MIC 225 pg/ml pro
S. aureus, coz je v rozporu s hodnotou MIC 2 048 pg/ml zjisténou v nasi praci.

6.2 Antibakterialni u¢inek kombinaci vybranych latek

Synergické interakce mezi silicemi a aktivnimi slouc¢eninami mohou zvysit jejich
ucinnost jako antibakterialnich Cinidel. Nebylo nalezeno mnoho studii, které by se zabyvaly
stejnymi kombinacemi silic proti stejnym bakteridlnim kmenUm pouZzitych v této praci. Vyssi
antimikrobialni aktivita rostlinnych silic mUZe souviset s pfitomnosti hydroxylovych skupin
(Guimaraes et al., 2019).

6.2.1 Karvakrol a tymol

Nase prace, kterd ukazuje FICI hodnotu 0,5 s MIC 256 pg/ml pro karvakrol a 128 ug/ml
pro tymol, jasné naznacuje synergismus mezi témito dvéma terpeny proti E. faecalis. Ve
srovndni s Udaji ze studie Gutiérrez-Fernandez et al. (2013) je zajimavé poznamenat, Ze i kdyz
MIC hodnoty v této studii byly vyssi (200 pg/ml pro karvakrol a 400 pg/ml pro tymol), i zde byl
pozorovan zesilujici antibakteridlni Uc¢inek s FICI hodnotami mezi 0,5 a 0,75.

Dale byly v praci Gutiérrez-Fernandez et al. (2013) pozorovany pozitivni aditivni Ucinky
mezi kombinacemi kyselina gallova/tymol, kde MIC byly 800-1200 pg/ml, resp. 600-800
ug/ml; a kyselina gallova/karvakrol, kde MIC byly 400—-800 pg/ml, resp. 400 ug/ml.

Karvakrol a jeho izomer tymol jsou terpenoidy, které se nachazeji jako hlavni slozky silic
v oreganu a tymianu. Ve studii Engel et al. (2017) byla prozkoumdna antimikrobidlni dc¢innost
tymolu a karvakrolu jak ve volné formé, tak v zapouzdrené formé v liposomech. Bylo zjisténo,
Ze MIC pro tyto terpeny, at uz samostatné nebo kombinované v liposomech, ¢inila proti S.
aureus 662 pg/ml. Kromé toho byla testovdna jejich ucinnost proti ¢tyfem kmenim
Salmonella, kde MIC pro karvakrol a tymol ve volné formé byla 331 pg/ml a pro jejich
kombinaci v liposomech 662 pg/ml. Bylo zjisténo, Ze Salmonella je na karvakrol a tymol ve
volné formé citlivéjsi nez S. aureus. Vyzkum Garcia-Salinas et al. (2018) zkoumal kombinaci
téchto latek u S. aureus ATCC 25923 a zjistil, Ze tyto latky vykazuji pouze aditivni ucinek.
Hlavnimi cili karvakrolu a tymolu jsou cytoplazmatickd membrana mikroorganismi a vnéjsi
membrdna gramnegativnich bakterii; dale se dd predpokladat, Zze by tyto slou¢eniny mohly
interagovat s membranovymi proteiny a enzymy, stejné jako s dalSimi intracelularnimi cili
(Engel et al. 2017).

V nasi vyzkumné praci byl nalezen indiferentni ucinek, kdy MIC pro karvakrol proti E. coli
stanovena na 512 pg/ml a pro tymol na 256 pg/ml. Ve studii Pei et al. (2009) byla testovana
také kombinace karvakrolu (100 pg/ml) s tymolem (200 pug/ml), v tomto pripadé byl nalezen
aditivni ucinek s FICI = 0,75. Ve studii byla nalezena i synergicka interakce tymol/eugenol a
aditivni interakce karvakrol/eugenol. Dale se zabyvali i interakci mezi tymolem se
cinnamaldehydem, a karvakrolem se cinnamaldehydem proti E. coli CGMCC 1.487.

Bouhtit et al. (2021) studoval cytotoxické ucinky silic z rostliny anyzovec obecny
(Ptychotis verticillata), kterd obsahuje 44,6 % karvakrolu a 3,4 % tymolu, s cilem prozkoumat
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jeho potencidlni prinos v |é¢bé akutni myeloidni leukémie. Bylo zjisténo, Ze kombinace
200 pg/ml karvakrolu a 50 pg/ml tymolu, stejné jako kombinace 300 pg/ml karvakrolu s
50 pg/ml tymolu, vykazuji synergicky ucinek proti bunécné linii HL-60. Studie rovnéz hodnotila
toxicitu téchto kombinaci na bunécénych liniich zdravych jedincl a urcila toxickou koncentraci
na 400 pg/ml pro karvakrol a 100 pg/ml pro tymolu. Tato zjisténi naznaduji, Ze karvakrol a
tymol mohou spolec¢né indukovat apoptdzu bunék akutni leukémie (Bouhtit et al. 2021).

6.2.2 Tymol a a-terpineol

Do soucasnosti nebyly publikovany zadné studie zkoumajici Ucinky kombinace tymolu a
o-terpineolu proti E. coli ani jinym mikroorganismim. NaSe prace tedy pravdépodobné
predstavuje prvni vyzkum zaméreny na tento aspekt. Zjistili jsme, Ze kombinace 64 ug/mil
tymolu a 256 pg/ml a-terpineolu ma synergicky ucinek, coz otevird nové perspektivy pro
antimikrobialni terapii. Tato zjiSténi naznacuji moznost vyvoje novych strategii pro boj proti
mikrobialnim infekcim.

Studie Zengin & Baysal (2014) uvedla, Ze byla zaznamenana synergie, kdyz byly slozky a-
terpineolu a linaloolu kombinovany v urcitych davkdach proti E. coli. Studie uvadi, Ze kombinace
a-terpineolu a linaloolu pfi 1/4 MIC + 1/4 MIC, 1/4 MIC + 1/8 MIC, 1/8 MIC + 1/4 MIC a 1/8
MIC + 1 /8 MIC prokdzala synergické ucinky.

Ve farmaceutickém priimyslu je ¢asto uplatfiovana strategie vyuziti synergickych ucinkt
raznych prirodnich sloZek, coz je dobre ilustrovano vyuzitim a-terpineolu ve spojeni s dalSimi
terpeny, jako jsou kafr, chlorothymol, eukalyptol a mentol. Tyto kombinace se béZné nachazeji
ve farmaceutickych vyrobcich jako jsou kapsle, které jsou cileny na fadu béznych zdravotnich
obtizi — od ucpani nosnich cest a béinych nachlazeni po astma a bolesti spojené s
muskuloskeletalnimi problémy (Sales et al. 1947).

Ve vyzkumu Shafaie et al. (2023) bylo zjisténo, Ze a-terpineol a E-nerolidol tvori hlavni
slozky silic S. leptoclada. NejcitlivéjSimi mikroorganismy na tuto silici byly S. aureus a
K. pneumoniae, u nichz byly zaznamenany MIC ve vysi 12,5 pug/ml. Naopak, P. aeruginosa a
E. coli byly touto silici inhibovany nedostatecné, coz se projevilo hodnotami MIC ptresahujicimi
2 500 mg/ml.

6.2.3 Eugenol a karvakrol

V nasi préaci byla zjisténa synergicka interakce mezi karvakrolem a eugenolem proti P.
aeruginosa ATCC 27853. Kombinace téchto dvou latek v koncentracich 256 pg/ml karvakrolu
a 32 pg/ml eugenolu prokazala zvySenou antimikrobidlni G¢innost. Tento nélez predstavuje
zajimavy prispévek k moZnostem |écby infekci zplsobenych timto patogenem. Nebyla
nalezena zadna studie, kterd by testovala tuto bakterii proti stejnym slozkdm silic, a tak se
mozZna jedna o prvni zaznamy tohoto testovani vibec.

Ve studii Pei et al. (2009) byly zkoumany ucinky kombinace eugenolu a karvakrolu na
E. coli CGMCC 1.487. MIC pro eugenol byla stanovena na 100 pg/ml a pro karvakrol na
800 pg/ml, pricemz hodnota FICI 0,75 naznacuje aditivni ucinek. V kontrastu k tomu nase
prace ukazala antagonisticky uUcinek téze kombinace na E. coli, s FIClI hodnotou 2,5, kde MIC
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pro eugenol dosahla 512 pg/ml a pro karvakrol 1024 pg/ml. Tento rozdil ve vysledcich mlze
byt disledkem pouziti rznych kmenU E. coli v jednotlivych studiich, coz m{ize vyznamné
ovlivnit vysledky antimikrobialnich test(. Dale ve studii méfili i¢innost kombinaci tymolu (MIC
= 100 pg/ml) se cinnamaldehydem (MIC = 200 pg/ml) a karvakrolu (MIC = 200 pg/ml) se
cinnamaldehydem (MIC = 200 pg/ml), které vykazovaly aditivni Ucinky. Naopak, kombinace
eugenolu (MIC = 400 pg/ml) s cinnamaldehydem (MIC = 100 pg/ml) prokazala synergicky
ucinek (Pei et al. 2009). Tato zjisténi naznacuiji, Ze eugenol ve spojeni s cinnamaldehydem nebo
karvakrolem posiluje jejich antimikrobidlni Ucinnost oproti samostatnému pouziti téchto
sloZzek. Synergismus eugenolu s cinnamaldehydem by mohl byt zplsoben interakci téchto
slozek s rGznymi proteiny nebo enzymy.

Ve studii Pei et al. (2009) byl nalezen synergicky ucinek mezi eugenolem
(MIC =400 pg/ml) a tymolem (MIC = 100 pg/ml) s FICI = 0,5 proti E. coli. Predpoklada se, ze
synergické ucinky kombinaci eugenol/karvakrol a eugenol/thymol mohou byt zpisobeny tim,
ze karvakrol a thymol narusuji vnéjsi membranu E. coli, coz umoznuje eugenolu proniknout do
cytoplazmy a interagovat s proteiny. V nasi praci vSak nebyla synergickd interakce mezi
eugenolem a tymolem potvrzena, jelikoZ E. coli ATCC 25922 prokdzal indiferentni Gc¢inek s FICI
hodnotou 1,5. Rozdily ve vysledcich mezi témito studiemi mohou byt zplUsobeny pouzitim
odlisSnych kmen E. coli, coz muze ovlivnit interakci antimikrobialnich sloucéenin.

Studie Asadi et al. (2023) potvrdila pozitivni ucinky kombinace karvakrolu s cefixem na
E. coli ATCC 35218, pricemZ byla pouzita Sachovnicovd metoda k prokazani synergické
interakce. Vyzkum zkoumal antibakteridlni a antibiofilmové vlastnosti jak samotného
karvakrolu, tak jeho kombinace s cefixem, ¢imz bylo potvrzeno zvySeni ucinnosti pfi
kombinovaném pouziti téchto latek.

Studie Gowda et al. (2021) zahrnovala také testovani E. faecalis proti triklosanu s
MIC = 3,43 pg/ml. Kombinace eugenolu a triklosanu s MIC v rozmezi 0,39-0,78 pg/ml
prokdazala synergicky ucinek pfi koncentracich 200—400 pg/ml eugenolu, coz bylo ovéreno
Sachovnicovou metodou. Ve studii bylo dale zjisténo, Ze tato synergickd interakce zvysila
ucinnost eugenolu tfi- az Ctyrnasobné ve srovnani s jeho samostatnym pouzitim, pficemz MIC
eugenolu byla ve studii trojnasobné vyssi nez v naSem pripadé.

Ve studii Kése (2022) kombinovali karvakrol s meropenemem a zjistili synergii proti 8
kmenam K. pneumoniae, kdy doslo k osminasobnému poklesu MIC u meropenemu. Konkrétni
MIC byly 8-16 pg/ml karvakrolu s 8-16 pg/ml meropenemu.
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7 Zaveér

Vysledky této prace prokdzaly synergicky uUcinek karvakrolu s tymolem proti E. faecalis,
dale tymolu s a-terpineolem proti E. coli, eugenolu s karvakrolem proti P. aeruginosa, a
linaloolu stymolem u K. pneumoniae. Podafilo se tedy potvrdit hypotézu, Ze nékterd
kombinace vybranych latek bude mit zesilujici ucinek in-vitro. DalSich pozitivnich (aditivnich)
ucinkd bylo zjisténo celkem 13. Ctyfi u S. aureus, stejné jako K. pneumoniae, dale tfi u E. coli a
po jedné u E. faecalis a P. aeruginosa.

Dle dostupnych zdroji nebyla dosud potvrzena informace o synergii tymolu s a-
terpineolem proti E. coli, ani synergie eugenolu s karvakrolem proti P. aeruginosa. Rovnéz
nebyly nalezeny udaje o samostatném testovani MIC a-terpineolu proti P. aeruginosa nebo K.
pneumoniae, ani linaloolu proti E. faecalis. Tato studie je tedy mozna prvni, kterd se zabyvala
témito konkrétnimi kombinacemi.

Rostlinné silice mohou pomdhat v boji proti antibiotické rezistenci. Kombinaci rliznych
silic mUZe byt sniZzeno riziko vzniku rezistence, jelikoz se bakterie museji prizplsobit vice
antimikrobialnim mechanismim soucasné. Terpeny jako karvakrol a tymol mohou narusovat
bunééné membrany mikroorganisma, ¢imz zvysuji jejich propustnost. V kombinaci mohou tyto
latky vice destabilizovat membrdny a tim ucéinnéji omezit funkce bunék. Nékteré terpeny
mohou zlepsit vstiebavani a distribuci jinych aktivnich latek v mikroorganismech, ¢imz zvysuji
jejich ucinnost.

Tento vyzkum prinasi nové poznatky vyuzitelné pripotencialni uplatnéni synergickych
kombinaci rostlinnych silic v boji proti patogennim mikroorganismdm.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolti

AMR — antimikrobidlni rezistence

ATP — adenosintrifosfat

BSAC — Britskd spolecnost pro antimikrobidlni chemoterapii
CDC - Centra pro kontrolu a prevenci nemoci

cKp — klasickd K. pneumoniae

EPS — extraceluldrnich polymernich latek

ESCMID — Evropské spolec¢nosti klinické mikrobiologie a infekénich nemoci
EUCAST — Evropsky vybor pro testovani antimikrobialni citlivosti
FDA — UFad pro kontrolu potravin a lé&iv

FICI — Frakéni inhibiéni koncentracni index

GlcNAc — N-acetylglukosamin

hvKp — hypervirulentni K. pneumoniae

KTJ — kolonie tvoficich jednotek

MBC — minimalni baktericidni koncentrace

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MRSA — metbhicilin-rezistentni Staphylococcus aureus
MurNAc — kyselina N-acetylmuramova

PBP — penicilin vazajici proteiny

QS — quorum sensing

SF — Superkriticka tekutina

WHO — Svétova zdravotni organizace
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